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Introduccion.

La presente Tesis Doctoral se enmarca en el estudio de la enfermedad pulmonar
obstructiva cronica (EPOC) como enfermedad pulmonar con repercusion
sistémica y se basa en el estudio de la expresion celular diferencial de
marcadores inflamatorios inespecificos haciendo un especial hincapié en la

importancia de los reactantes de fase aguda.

Con objeto de centrar la exposicion de la metodologia y poder valorar
adecuadamente los resultados, iniciaremos el presente trabajo realizando una
revision de la situacion actual del tema. En concreto, revisaremos los siguientes

apartados:

« EPOC. Concepto actual. Donde se revisaran los aspectos principales del
concepto actual de la enfermedad, asi como su estadificacién funcional.

e Conceptos béasicos sobre su diagnostico y deteccion en pacientes con
factores de riesgo.

« Epidemiologia de la EPOC. Haciendo especial énfasis en la prevalencia,
mortalidad y morbilidad.

* Patogenia. Datos sobre la patogenia de la enfermedad, donde se
discutiran los principales tipos celulares implicados en su génesis.

* Importancia de la inflamacién sistémica. Evaluacién de la importancia de
la inflamacién sistémica dentro del nuevo marco conceptual de la EPOC
como enfermedad sistémica.

 Reactantes de fase aguda mayores. Importancia de los reactantes de
fase aguda como parte de la inflamacién sistémica y base de nuestro

estudio.



Concepto.

A pesar de que hoy en dia parece que tenemos una nocién clara de enfermedad,
el concepto de Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) no ha estado
exento de controversia a lo largo de su historia. Inicialmente denominado con un
namero de conceptos diversos, entre los que figuraban el de bronquitis crénica y
enfisema, el concepto de la enfermedad ha ido evolucionando hasta que a final
de los afios 70 comenzara a usarse el término de EPOC [1]. Sin embargo,
incluso actualmente, aunque parece que nos hemos puesto de acuerdo en como

definir y denominar la enfermedad, aln existen aspectos no exentos de debate.

A mediados del siglo pasado era frecuente encontrar en la literatura conceptos
como los de bronquitis cronica, enfisema, bronquiectasias e incluso asma [2]
para hacer referencia a pacientes con sintomas respiratorios crénicos con
diversas caracteristicas clinicas, radioldgicas o funcionales acompafantes, no
siempre superponibles. Desde entonces los neumélogos hemos venido
realizando un esfuerzo por intentar delimitar cada una de estas patologias y
trasmitir el término de EPOC para referirnos a una situacion patoldgica que
consiste en sintomas respiratorios cronicos y obstruccion bronquial no reversible
asociado al consumo de tabaco. Reflejo de esta situacién es la definicion de la
enfermedad de las primeras normativas SEPAR en las que se hacia un esfuerzo
para incorporar los conceptos de bronquitis crénica y enfisema bajo el término de
EPOC, recomendandose el empleo de este ultimo [3,4]. En la normativa SEPAR-
ALAT 2007 [5] este debate se ha dado por cerrado empleando Unicamente el
término de EPOC, a excepcién del apartado de informacién a enfermos y
familiares en los que bronquitis cronica y enfisema se presentan como términos

gue también pueden encontrarse en la literatura.



Actualmente sabemos que la EPOC es una enfermedad crénica e inflamatoria
del aparato respiratorio que se caracteriza por la aparicion de una obstruccién
cronica al flujo aéreo (OCFA) como consecuencia de la inhalacion repetida de
sustancias toxicas, que en nuestro medio suele ser el humo del tabaco. Aunque
esta descripcion de la enfermedad se corresponde con el concepto actual, es

preciso establecer algunas matizaciones.

En primer lugar, el concepto de OCFA implica que para definir la enfermedad es
necesario objetivar una OCFA mediante la realizacion de una espirometria en
todos los casos. Sin embargo, tener una OCFA no equivale a tener una EPOC,
ya que existen otras enfermedades que también pueden cursar con una
obstruccién en la espirometria (como el asma bronquial, las bronquiectasias, las
bronquiolitis o lesiones residuales por tuberculosis, entre otras). Por otro lado, el
concepto de OCFA ha sufrido un ligero matiz al definirse inicialmente como
descenso de los flujos que no cambian notablemente durante varios meses de
seguimiento [4] hasta el concepto actual de obstruccion no completamente
reversible. Este pequefio cambio denota que en la EPOC admite que algunos
pacientes pueden tener cierto grado de reversibilidad bronquial en la prueba
broncodilatadora o tras un tiempo de tratamiento. El punto de corte para
establecer una prueba broncodilatadora significativa también ha variado
discretamente y se ha situado en 12% y 200 mL [6]. Inicialmente, se consideré
gque una prueba broncodilatadora positiva seria un indicador de una buena
respuesta a tratamiento. Sin embargo, esto no se ha demostrado y actualmente
no se recomienda el porcentaje de cambio de volumen espirado durante el
primer segundo (FEV;) ni para el diagndstico de la enfermedad, ni para el

diagnostico diferencial con asma, ni para predecir la respuesta al tratamiento [6].



En segundo lugar, la extension de la enfermedad ha ido variando
considerablemente. Inicialmente se establecié como una enfermedad en la que
se incluian tres procesos: la bronquitis crénica, la enfermedad de las pequefias
vias aéreas y el enfisema pulmonar [4]. Es decir, se definia un modelo
tricompartimental en el que la via aérea principal, la via aérea fina y el
parénquima pulmonar constituian los tres compartimentos afectados.
Posteriormente, se pas6 a un modelo con cuatro compartimentos, afiadiéndole la
vasculatura pulmonar [7] y su manifestacion mas temida, la hipertension
pulmonar. Hoy en dia, este modelo se ha visto sustituido por un modelo
multicompartimental en el que se ha afiadido la diversa afectacion sistémica de
la enfermedad, constituyéndose en una enfermedad multicompartimental o
multicomponente en la que conceptos clasicos como los de bronquitis crénica o
enfisema y otros mas novedosos como inflamacién sistémica, agudizaciones o
afectacion vascular son algunas de las posibles manifestaciones de la

enfermedad que dan lugar a los distintos fenotipos de la misma.

En tercer lugar, en las Ultimas normativas se le ha dado un giro mas optimista a
la enfermedad. Hasta ahora, la EPOC se consideraba una enfermedad auto-
provocada para la que disponiamos de escasas medidas terapéuticas que
produjeran un cambio en la evolucion de la enfermedad, limitdndose el
tratamiento al alivio sintomético. Sin embargo, esta visién nihilista ha cambiado.
El tratamiento de la EPOC se ha ampliado considerablemente ofertando a los
pacientes mejorias més all4 del alivio sintomético. Por lo que la informacién que
se debe transmitir a los pacientes es de una actitud positiva y activa frente a una

enfermedad sobre la que podemos actuar y establecer notables mejorias.

Por todo lo anteriormente expuesto, la GOLD 2010 define la EPOC como “una

enfermedad prevenible y tratable con algunos efectos extrapulmonares



significativos que pueden contribuir a su severidad en pacientes concretos. Su
componente pulmonar se caracteriza por limitacion al flujo aéreo que no es
completamente reversible. Esta limitacion al flujo aéreo es generalmente
progresiva y estd asociada a una respuesta inflamatoria anormal del pulmén ante

particulas o gases nocivos” [6].

Estadios de la enfermedad.

La enfermedad se define por criterios clinicos y funcionales. Como ya se ha
explicado, se recomienda emplear el término EPOC en vez de los de bronquitis
cronica o de enfisema porque define mejor la enfermedad obstructiva que se
observa en los fumadores. La bronquitis cronica se define clinicamente por la
presencia de tos y expectoracion durante mas de 3 meses al afio y durante mas
de 2 afios consecutivos, que no son debidas a otras causas conocidas. El
enfisema pulmonar se define en términos anatomopatolégicos por el
agrandamiento permanente de los espacios aéreos distales a los bronquiolos

terminales, con destruccion de la pared alveolar, sin fibrosis manifiesta [8].

La reduccion del flujo aéreo es la alteracion funcional dominante en la EPOC,
por lo que las mediciones espirométricas constituyen la herramienta principal
para establecer el diagndstico de la enfermedad, evaluar la gravedad y seguir el
curso evolutivo. El FEV;, expresado como porcentaje del valor de referencia, es
el mejor indicador de la gravedad de la obstruccion del flujo aéreo [9]. Dado que
la EPOC cubre un amplio espectro de formas clinicas, se propone la siguiente

graduacioén de la gravedad de la enfermedad sobre la base del valor del FEV; [6]:

» EPOC leve (estadio | de la GOLD): FEV;es mayor o igual al 80% del

valor de referencia;



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

mayor o igual al 50% del valor de referencia;

« EPOC grave (estadio Ill de la GOLD): FEV; es menor del 50%pero mayor

o igual al 30% del valor de referencia.

e EPOC muy grave (estadio IV de la GOLD): FEV; es menor del 30%del
valor de referencia o menor del 50% con insuficiencia respiratoria cronica
asociada (presion parcial arterial de oxigeno (PaO;) menor de 60 mmHg
asociado o0 no a una presion parcial arterial de carbonico (PaCO,) mayor

de 50 mmHg).

Los limites aqui propuestos son arbitrarios y tienen un caracter empirico, dado
gue no existen evidencias que los apoyen, aunque se corresponden con los
establecidos por otras sociedades [10]. La presente divisién tiene por objetivo
facilitar las recomendaciones sobre las pautas de tratamiento y el empleo de los

recursos sanitarios.

La valoracién del paciente con EPOC basandonos exclusivamente en criterios
espirométricos tiene importantes limitaciones, dado que actualmente sabemos
gue la reduccion del flujo aéreo es una caracteristica muy importante en estos
pacientes, incluso definitoria de la enfermedad, pero que constituye un
componente mas dentro de las alteraciones que se producen en esta patologia.
Por este motivo, se considera de interés que en la caracterizaciéon de la
enfermedad también se tomen en consideracion las alteraciones del intercambio
gaseoso, la percepcion de los sintomas, la capacidad de ejercicio y la presencia
de alteraciones nutricionales. Es posible que en el futuro se utilice una
clasificacion multidominio de la EPOC que tenga en cuenta estas distintas

facetas [11].



Cuando se han intentado desarrollar marcadores prondsticos en la EPOC,
habitualmente se han establecido con parametros de funcion pulmonar [12]. En
base a los valores del FEV; se establecieron los cuatro grados anteriormente
mencionados con supervivencias bien diferenciadas [6]. También el cociente
entre la capacidad inspiratoria y la capacidad pulmonar total (IC/TLC, en sus
siglas en inglés) tiene un valor predictivo independiente de mortalidad. Otras
variables, como la prueba de esfuerzo (valorada con el test de marcha de 6
minutos), la disnea, la pérdida de peso no intencionada, la suma de varias de
ellas en un indice [13], o las exacerbaciones han sido capaces de predecir el
riesgo de muerte en pacientes con EPOC. En la préactica, estas variables nos
estan identificando al paciente mas grave, que tiene mas probabilidades de morir

por causas respiratorias [14].

Diagnostico

El diagndstico de la EPOC es clinico-funcional y esta basado en dos criterios:

» Historia de inhalacion crénica de una sustancia téxica. En nuestro
medio el mas comun es el humo del tabaco (especialmente > 10
pag-afio), aunque también biomasa y otras sustancias pueden

constituir un factor de riesgo.

» Espirometria con obstruccion al flujo aéreo (cociente FEV,/FVC <
0,7). La espirometria se tiene que realizarse en reposo, en fase
estable (con el paciente no exacerbado) y tras test

broncodilatador.

Sin embargo, a pesar de la extensa aceptacion de estos criterios, es preciso

matizar algunos aspectos de controversia actual sobre la exposicién de téxicos



inhalados, la expresion de la limitacion funcional o su asociacion con otras

enfermedades respiratorias.

Tabaco. En nuestro medio el toxico mas frecuente es el humo del tabaco. El
tabaco es sin duda el factor de riesgo mas importante para desarrollar una
EPOC y puede aparecer con cualquier tipo de tabaco inhalado (cigarrillos,
cigarros puros, tabaco en pipa etc.). Cuando son cigarrillos, el consumo de
tabaco se mide en paquetes-afio. No hay estudios que nos digan de manera
inequivoca a partir de cuantos paquetes-afio puede uno desarrollar la EPOC y
probablemente este limite sea artificioso o carezca de interés. La relacion del
tabaco con la EPOC es dosis-dependiente, por lo que cuanto més tiempo de
exposicion tengamos, mas probabilidades de desarrollar la enfermedad. Por
consenso, algunos autores sitian este consumo minimo en 10 6 20 pag-afio,
aunque estan descritos casos de EPOC con consumos menores. Sin embargo,
no todos los fumadores desarrollan una EPOC. Se estima que lo hacen entre el
15%y el 20% de los fumadores, por lo que seguramente existen otros

condicionantes (genéticos, ambientales,...etc) que influyen en su aparicion.

Tabaquismo pasivo. El tabaquismo pasivo también puede contribuir a la
aparicion de sintomas respiratorios y el desarrollo de una EPOC. La exposicion
prolongada durante la vida al humo de tabaco ambiental en casa y en el trabajo

se ha asociado a un aumento del riesgo de desarrollar una EPOC [15].

Biomasa. El tabaco no es el Unico téxico que puede producir EPOC. La
inhalacién de otras sustancias también ha sido descrita como causantes de
EPOC. Entre ellas, la mas descrita ha sido la biomasa. Biomasa es la
abreviatura de masa bioldgica o cantidad de materia viva producida en un area

determinada. El término de biomasa suele ser empleado en relacién a la energia



de biomasa, es decir, al combustible energético que se obtiene directa o
indirectamente de estos recursos biolégicos. Esta energia de biomasa continda
siendo la fuente principal de energia en zonas en desarrollo, generalmente para
cocinar y para calefaccion, y suele proceder principalmente de la madera,
residuos agricolas y el estiércol. Cada dia existen mas trabajos que relacionan el
uso de energia de biomasa en los hogares con el desarrollo de la EPOC [16].
Esta EPOC por biomasa es similar a la EPOC por tabaco tanto desde el punto

de vista clinico, como en calidad de vida y prondéstico [17].

Exposicion laboral. La exposicion laboral es otra fuente de inhalacién cronica
de toxicos. Hasta la presente existen menos trabajos que hayan analizado la
importancia de estos toxicos en el desarrollo de la EPOC, aunque cada dia
existen mas datos en este sentido. De esta manera, hoy en dia se considera que

la inhalacion de toxicos en el lugar de trabajo puede ser causa de EPOC [18,19].

Polucién ambiental. No estd claro el papel de la polucién ambiental en el
desarrollo de la EPOC y, en todo caso, seria un riesgo considerablemente menor

al compararlo con el humo del tabaco.

Espirometria.  El criterio funcional es fundamental para establecer un
diagnostico de EPOC, de manera que hoy en dia no se puede establecer este
diagndstico si no se dispone de una espirometria con obstruccion al flujo aéreo
(cociente FEV,/FVC < 0,7). La espirometria se tiene que hacer en reposo, en
fase estable y tras la realizaciébn de un test broncodilatador, ya que es la
obstruccién que persiste tras dar un broncodilatador la que define la enfermedad.
Aungue este criterio parece claro, existen algunas &reas de incertidumbre que

merece la pena comentar.



Test broncodilatador. La realizacion del test broncodilatador ha ido
modificandose en las Ultimas décadas. Actualmente se recomienda que este test
se haga con 400 pg de salbutamol o 1000 pug de terbutalina, repitiéndose la
maniobra a los 15 minutos [20]. Existen igualmente diversas férmulas para
calcular la bronco-reversibilidad, siendo la mas usada la que calcula el cambio
con respecto al tedrico y se considera positiva si aumenta el FVC o el FEV; un

12% siempre que este aumento conlleve una mejoria de 200 mL.

Limite inferior de la normalidad.  El pulmén de las personas sanas, con el paso
de los afos, va experimentando una pérdida progresiva de funcion. De esta
manera, en edades muy avanzadas se han descrito caidas del FVC y FEV; que
podrian cumplir el criterio diagnostico de EPOC sin que tuviera esta enfermedad.
Por este motivo, algunos autores proponen que para diagnosticar la EPOC no se
deberia tener un limite fijo en FEV./FVC < 0,7, sino que deberia ser el limite
inferior del intervalo de normalidad para la poblacion sana en cada rango de
edad [21]. Este debate esta aln de actualidad. Aunque los espirébmetros podrian
hacer este calculo, aln no disponemos de informacién en poblacion normal
sobre la evolucién a largo plazo del FEV; post-broncodilatador. Por lo que, ain
se necesitan estudios de normalidad con seguimiento a largo plazo antes de

poder poner esto en practica.

EPOC y asma. EPOC y asma son dos enfermedades distintas y, por tanto,
pueden coexistir en un mismo individuo. Desafortunadamente, hoy en dia no
disponemos de una herramienta diagnéstica que nos aclare con precision si un
individuo concreto tiene una EPOC con reversibilidad parcial, un asma con
obstruccién cronica al flujo aéreo o si bien padece las dos enfermedades.
Aunque la clinica tipica de cada proceso es distinta, sobre todo por su

presentacion episodica en el asma, en la realidad se trata de un dato poco
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especifico y esto es igual para la reversibilidad de la espirometria. Hoy en dia
sabemos que un porcentaje no despreciable de los EPOC, bronco-revierten.
Actualmente debemos echar mano de la historia clinica que nos permita poder
establecer uno u otro diagnéstico. Lamentablemente siempre habra casos en los

gque tengamos cierto grado de incertidumbre.

EPOC vy lesiones residuales . La presencia de lesiones residuales en la
radiologia del térax es de importancia a la hora de establecer el diagnostico de
EPOC y de clasificar su grado de severidad. Por un lado, las lesiones residuales
pueden producir una obstruccion crénica al flujo aéreo que es indistinguible de la
EPOC. Por otro lado, pueden también producir una restriccion que ocasione una

disminucion del FEV; mayor, estableciendo un mayor grado de severidad.

Epidemiologia.

El estudio de la epidemiologia de la EPOC es una de las prioridades de la
investigacion en EPOC [22]. A pesar de que cada dia tenemos mas datos sobre
los principales indicadores epidemioldgicos, aln existen numerosas preguntas
por responder, por lo que son necesarios estudios epidemioldégicos que nos
aporten nuevos datos sobre la EPOC. Un problema que ha tenido el estudio de
la epidemiologia de la EPOC deriva de la diversa homenclatura empleada en el
pasado para referirse a ella. Los principales datos sobre epidemiologia de la
EPOC son de prevalencia, mortalidad y morbilidad. Estas cifras varian entre
paises y, en general, estan relacionadas de manera directa con la prevalencia
del tabaquismo. En las préximas lineas revisaremos los principales datos
epidemiolégicos de la EPOC centrandonos en lo posible en estudios realizados

en nuestro pais.
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Prevalencia.

Para interpretar correctamente los estudios de prevalencia, existen algunas
consideraciones que deben ser tenidas en cuenta, principalmente, la variable
resultado que empleemos para detectar un caso y la poblacién diana a la que se
refieren los resultados. En el caso de la EPOC, la poblacién diana es de vital
importancia, ya que se trata de una enfermedad asociada al consumo de tabaco
y cuya prevalencia aumenta con la edad. Por esto a la hora de interpretar los
resultados de prevalencia debemos referir la edad de la poblacién que estamos
estudiando y si los resultados se refieren a poblacion general o poblaciéon en

riesgo (fumadora).

Sobre la variable resultado, es importante recordar que la definicién de caso es
trascendente a la hora de estudiar una prevalencia. Asi, una posible estimacion
podria ser igualarla a la prevalencia de tabaquismo, como su principal factor de
riesgo, ya que la prevalencia de tabaquismo esté relacionada con la prevalencia
de la enfermedad al igual que ocurre con el cancer de pulmén. Sin embargo,
sabemos que solo un 20% de los fumadores desarrollan la enfermedad, por lo
gque constituye un estimador pobre. Para estimar la prevalencia, los principales
estudios han utilizado tres posibles estrategias: la presencia de sintomas
respiratorios cronicos, la presencia de OCFA o los diagndésticos recogidos en

informes médicos.

En el primer caso, tiene la ventaja de poder recoger datos poblacionales de
manera sencilla, ya que no precisan de ninguna prueba complementaria y por
tanto es mas econdmico. Sin embargo, los datos recogidos son poco
especificos, ya que multiples enfermedades respiratorias crénicas pueden
presentar sintomas superponibles a la EPOC. El método mas fiable es mediante

la realizacion de espirometrias a la poblacién, generalmente acompafiada de
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cuestionario de sintomas. Este método es mas costoso y requiere una mayor
infraestructura, pero obtiene cifras de prevalencia mas reales. Un tercer método
es la recogida de los diagndsticos recogidos en los informes realizados por un
médico. Sin embargo, este método tiene el gran problema de que la EPOC es
una enfermedad que estd infra-diagnosticada por lo que los datos derivados de
los informes médicos representan sélo a la poblacion EPOC que ha solicitado o

precisado asistencia sanitaria.

Las diferencias entre estos métodos de estudio de la prevalencia quedan
reflejadas para nuestro pais en los resultados del estudio IBERPOC. Este
estudio fue un trabajo realizado a finales del siglo pasado cuyo objetivo era
estimar la prevalencia de la EPOC es Espafia. Segun los resultados de este
estudio, la prevalencia de sintomas respiratorios cronicos para la poblacion
general esta en el 4,8% (intervalo de confianza al 95%: 4,1 — 5,4%) para la
bronquitis cronica, 40% (1C95%: 38,7 — 41,7%) para la presencia de sibilantes y
13,5% (IC95%: 12,5 — 14,6%) para la tos cronica. De tal manera que el 48 %
(IC95%: 46,4 — 49,5%) de la poblacion espafiola referia algun sintoma
respiratorio. Al incluir la espirometria como diagnéstico, la prevalencia de la
enfermedad se estimé en 9,1% (IC95%: 8,1 — 10,2%), que es la considerada
como prevalencia de la EPOC es Espafia [23]. Un dato interesante del estudio
IBERPOC es que no habia un diagnéstico previo de EPOC en el 78,2% de los
pacientes incluidos y diagnosticados de EPOC [24], con lo que la prevalencia de
la enfermedad se habria infra-estimado considerablemente si se hubiera

empleado los informes médicos como método de estimacion de la prevalencia.

Recientemente se han publicado los resultados de un nuevo estudio
epidemiolégico de base poblacional en Espafia (estudio EPISCAN) que ha

actualizado los datos de prevalencia en nuestro pais. Segun este trabajo, en
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Espafa hay una prevalencia de EPOC del 10,2% de las personas entre 40 y 80
afios [25]. Sin embargo, aunque esto parece indicar un aumento de la
prevalencia del 1,1% con respecto al estudio IBERPOC, parece que el distinto
grupo poblacional estudiado y la actualizacion de los criterios diagnosticos hacen
que ambos estudios no sean totalmente comparables de manera directa. Para
poder compararlos es preciso ajustar IBERPOC a los criterios actuales seguidos
por EPI-SCAN. Cuando se hace esta transformacién se obtiene un descenso de

la prevalencia de la enfermedad de 50,4% [26].

Existen otros estudios de prevalencia de la EPOC a nivel mundial. El estudio
BOLD [27], uno de los principales estudios de prevalencia de EPOC a nivel
mundial, obtuvo datos de prevalencia de 12 lugares del mundo de los 5
continentes y obtuvo una prevalencia global para el estadio GOLD Il o superior
de 10,1% (11,8% para los hombres y 8,5% para las mujeres). En este estudio, la
prevalencia de la EPOC estaba relacionada con la edad y el consumo de tabaco
en paquetes-afio con aumentos significativos de prevalencia al aumentar alguna
de estas dos variables, pero con mayor variacion para las mujeres, segun el area
geografica. Curiosamente, la prevalencia de los no fumadores fue similar a la de

los fumadores con un consumo < 10 pag-afio.

Finalmente, es importante conocer dos estudios latinoamericanos: el estudio
PLATINO [28] realizado en 5 ciudades latinoamericanas y el estudio PREPOCOL
realizado en Colombia [29]. Estos estudios nos aportan una prevalencia en
latinoamerica entre 7,8% y 19%, con una media de 14,5%, cifras superiores a las
previas, probablemente relacionadas con mayores prevalencias de consumo de

tabaco.

—14 -



Mortalidad.

En términos generales, la EPOC es una enfermedad con una alta mortalidad que
estq también aumentando [30], siendo la cuarta causa de mortalidad a nivel
mundial, la quinta causa de muerte entre los varones con una tasa anual de 60
fallecimientos por 100.000 habitantes, y la séptima para las mujeres en nuestro

pais con una tasa anual de 17 muertes por 100.000 habitantes.

Sin embargo, el estudio de la mortalidad por EPOC en nuestro pais tiene dos
limitaciones que deben ser tenidas en cuenta antes de interpretar sus resultados.
En primer lugar, debido a la variada terminologia empleada en tiempo pasado, la
codificacion de esta enfermedad en las clasificaciones internacionales de
enfermedades y por tanto en las bases de datos de mortalidad ha sido desigual.
En los afios 60 la Clasificacion Internacional de Enfermedades (CIE) version 8 se
recogia exclusivamente los términos de bronquitis crénica y enfisema.
Posteriormente, durante la década de los 70, el término EPOC comenz6 a
difundirse y sustituir progresivamente los conceptos antiguos aunque no en
todos los paises por igual. Esta situacion se igual6 en las versiones 9 y 10 de la
CIE que recogian el término de EPOC. Sin embargo, la falta de criterios
diagndsticos claros para algunas de las diversas entidades que se codifican bajo

el epigrafe de EPOC contindia constituyendo un problema.

En segundo lugar, los estudios de mortalidad se suelen basar en la informacién
recogida de datos oficiales que estan basados en certificados de defuncion. Al
contrario de lo que ocurre con el cancer, en nuestro pais no tenemos datos de la
veracidad de los certificados de defuncion para detectar la EPOC. El Unico
estudio de que disponemos sobre la calidad de la certificacion se realiz6 en

Valencia [31] y los autores encontraron que la veracidad de los certificados era
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aceptable para las enfermedades neoplasicas y cardiovasculares, pero la tasa

de detecciones para enfermedades respiratorias era del 55,3%.

A pesar de estas limitaciones, parece claro que la EPOC es una de las
principales causas de mortalidad. Las cifras de mortalidad han ido aumentando
de manera constante en los Ultimos afios en todo el mundo. Esta tendencia es
especialmente llamativa si la comparamos con otras enfermedades de alta
mortalidad como las cardiovaculares cuya mortalidad est4 disminuyendo. En
este sentido, el Global Burden of Disease Study pronostico que la EPOC pasaria

de ser la sexta causa de mortalidad en 1990 a ser la tercera en el afio 2020 [30].

La mortalidad por EPOC esta relacionada con la prevalencia de tabaquismo y la
edad de la poblacion. Por lo que es de esperar que cambios en el habito
tabaquico y en la estructura de la poblacion tengan una repercusion en la misma.
En este sentido, diversos estudios han mostrado un aumento de la mortalidad
por EPOC en mujeres llegando a superar a los hombres en EE.UU. [32].
Lamentablemente, se espera que esta situacién se dé en otros paises conforme
aumente la prevalencia de tabaquismo entre las mujeres. Actualmente, existen
ya tres paises con mayor prevalencia de tabaquismo entre las mujeres: Noruega,

Suecia y Nueva Zelanda [33].

Las causas de mortalidad de los pacientes con EPOC han sido evaluadas en
diversos estudios observacionales y ensayos clinicos. El analisis de mortalidad
realizado durante el estudio TORCH [34] revelé que, de manera global, la
mayoria de los pacientes (35%) fallecieron por causa respiratoria, seguidos por
las causas cardiovasculares (26%) y el cancer (21%). Esto significa que, de
manera global, sumando todas las causas, es mas frecuente morir con EPOC

que morir de EPOC. Por otro lado, las causas de mortalidad varian segun el
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grado de severidad de la EPOC. En los pacientes con EPOC leve o moderada la
principal causa de mortalidad es el cancer y las enfermedades cardiovasculares,
mientras que los EPOC con FEV;< 60% el fallo respiratorio es la causa mas
importante [35]. Por estos motivos, el estudio y tratamiento de las comorbilidades
en los pacientes con EPOC esta tomando una especial relevancia en los ultimos

anos.

Morbilidad.

La evaluacién de la morbilidad incluye el nimero de visitas al médico, los
ingresos por agudizaciones y las visitas a urgencias. Los datos de morbilidad
presentan también problemas metodoldgicos, ya que estan sujetos a factores
externos como la disponibilidad de camas o la accesibilidad a una atencion
sanitaria de cada area geografica. Sin embargo, es importante registrar la
utilizacién de los servicios sanitarios con objeto de hacer politicas sanitarias

acordes a las necesidades de cada area.

Siendo la EPOC una enfermedad cronica y progresiva es esperable encontrar
una alta morbilidad como consecuencia del alto nimero de visitas al médico y las
agudizaciones. En un estudio sobre morbilidad observaron que en los pacientes
EPOC cerca del 25% habian acudido a un médico una vez al afio durante el
altimo afio, mas del 60% ha acudido a un médico en los Ultimos seis meses y
menos del 20% no ha acudido a ningin médico durante el dltimo afio [36]. De
esta manera, la EPOC tiene consecuencias en la vida de los pacientes con un
impacto considerable en su calidad de vida [37]. Ademas, este alto consumo de

recursos conlleva un gasto para el sistema sanitario considerable.
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Impacto econémico.

Finalmente, la EPOC supone un importante impacto econémico en el sistema
sanitario, tanto por el diagndéstico y tratamiento en fase estable como derivado de
los costes por hospitalizacion [38]. Los pacientes con EPOC suelen tener una
edad avanzada y con frecuencia presentan comorbilidades importantes que
también requieren atencion médica, aumentando significativamente los costes
sanitarios [39]. No hay duda de que las comorbilidades aumentan el riesgo de
hospitalizacion y la mortalidad, especialmente en aquellos pacientes con vias
respiratorias donde la obstruccién se hace méas grave [40]. En Espafia los datos
del estudio IBERPOC permitieron estimar que el coste de la EPOC fue de 238,82
millones de euros [41], de los que la mayor carga era por hospitalizaciones
(41%) seqguido del gasto en tratamiento farmacolégico (37%). Este gasto por
hospitalizaciones se ha constatado también en Andalucia donde se ha estimado
gue los ingresos por EPOC costaron un minimo de 27 millones de euros durante

el afio 2002 [38].

Patogenia

Desde el punto de vista de su patogenia, la EPOC es una enfermedad crénica
inflamatoria del aparato respiratorio producida como consecuencia de una
respuesta inflamatoria andbmala ante la inhalacién repetida de sustancias toxicas.
En nuestro pais como en la mayoria el mundo industrializado, esta sustancia es
el tabaco. El tabaco es responsable de un nimero creciente muertes prematuras
en el mundo [42]. Actualmente disponemos de suficiente evidencia cientifica
para afirmar que el tabaco es el principal factor de riesgo para desarrollar una
EPOC. Sabemos que los fumadores tienen mayor prevalencia de sintomas
respiratorios, de alteraciones funcionales y de un mayor declive del FEV; que los

no fumadores. Por otro lado, al dejar de fumar, este declive del FEV; disminuye y
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se produce una mejoria de la funcién pulmonar y una disminucion de los
sintomas respiratorios y de la hiperreactividad bronquial [43], con un impacto en
la mortalidad [44]. Por lo tanto, la abstencién del habito tabaquico se ha

convertido en uno de los pilares del tratamiento de la EPOC.

Este efecto del tabaquismo como principal factor de riesgo para la EPOC se ha
demostrado también en el tabaquismo pasivo. Como hemos mencionado
anteriormente la exposiciéon ambiental al humo del tabaco se ha asociado con la
presencia de EPOC y de sintomas respiratorios [45]. Ademas, los niveles
elevados de contaminantes ambientales presentes en las casas de los pacientes
con EPOC se ha asociado con un peor estado de salud de estos pacientes [46],
lo que refuerza la necesidad de evitar el contacto con el humo del tabaco por

completo.

A pesar de ser una enfermedad con un agente causal conocido, aun existen
numerosos aspectos desconocidos de la patogénica de la EPOC. EIl principal
motivo de controversia es dilucidar por qué algunos sujetos fumadores
desarrollan la enfermedad mientras otros no. Sabemos que sélo el 15-20% de
los fumadores desarrollan la enfermedad, por lo que el tabaco es una causa
necesaria pero no suficiente. En la mayoria de los fumadores esta inflamacién
local inducida por el humo del tabaco es autolimitada y la enfermedad no se
desarrolla. En este contexto los cambios que acontecen parecen estar limitados
exclusivamente a una funcién fisiolégica reparadora tras una agresion. Sin
embargo, en una subpoblacion elevada de fumadores (15-20%) esta respuesta
autolimitada en un momento determinado cambia a un proceso inflamatorio
irreversible e independiente de la continuacion del habito tabaquico [47]. Por
esto, para comprender adecuadamente la patogenia, probablemente el principal

foco de atencion deberiamos centrarlo en el momento en que un estimulo nocivo

—19 -



como el humo del tabaco, pasa de ser un proceso agudo reversible y
autolimitado al cesar el mismo a un proceso cronico irreversible independiente
de la abstencién del habito tabaquico. Hasta el momento no se conocen los
factores relacionados con este cambio y mientras no los conozcamos
seguiremos sin conocer uno de los datos fundamentales en la patogenia de la

enfermedad.

Desde el punto de vista patogenético parece que puede estar implicados al
menos 4 mecanismos: inflamacion local, disbalance oxidativo, apoptosis y

disbalance proteasas/antiproteasas.

Inflamacion local.

Con el término de inflamacion local nos referimos a los mecanismos
inflamatorios relacionados directamente con la enfermedad que ocurren en el
aparato respiratorio. Para analizar la relevancia de esta inflamacion local en la
EPOC es importante que recordemos, al menos, tres trabajos recientes. El
primero es el trabajo de Hogg y cols [48] en el que los autores estudiaron la via
aérea de pulmones resecados por diversos motivos de pacientes con EPOC de
diverso grado y en los que analizaron por inmunohistoquimica los cambios
histologicos y la distribucion celular presente. Los autores encontraron que
existian cambios inflamatorios incluso en el antiguo estadio 0 de la GOLD (aquel
con clinica, pero sin obstruccidn detectable por espirometria), por lo que incluso
en estadios muy iniciales, antes de que aparezca la obstruccion, ya existe un

proceso inflamatorio subyacente.

El segundo estudio que debemos comentar es el publicado por Lappere y cols.
[49] en el que empleando un disefio observacional transversal estudiaron a un

grupo de 114 pacientes con EPOC. En estos pacientes estudiaron la inflamacion
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presente en biopsias bronquiales y compararon 3 grupos: fumadores activos,
exfumadores de menos de 3,5 afios sin fumar y exfumadores de mas de 3,5
afios sin fumar. Los autores observaron que el infiltrado celular persistia de
manera similar en los 3 grupos, a pesar de llevar un tiempo sin fumar, por lo que

la inflamacién restante persiste a pesar de haber dejado de fumar.

El tercer estudio que debemos recordar es el de Aaron y cols. [50] en el que los
autores estudian los cambios en los marcadores inflamatorios durante las
exacerbaciones, observando un aumento de diversos marcadores inflamatorios
durante la misma. Este aumento era incluso mas llamativo cuando la causa de la

exacerbacion era no infecciosa.

Por tanto, estos tres estudios nos permiten definir tres importantes
caracteristicas de la inflamacion local en la EPOC: que esta presente desde los
estadios mas precoces de la enfermedad, que persiste incluso al dejar de fumar

Yy que aumenta con las exacerbaciones.

Esta afectacion ocurre en las vias aéreas centrales, periféricas y el parénquima
pulmonar [51]. Aunque su mecanismo no esta bien definido, se cree que puede
estar condicionado genéticamente. El caracter inflamatorio de este
compartimento pulmonar ha sido ampliamente estudiado. Trabajos recientes han
avanzado en el estudio del componente inflamatorio, describiendo el tipo, lugar y
grado de inflamacién en el pulmoén de la EPOC, asi como su relacién con la
severidad de la enfermedad. En este sentido, algunos autores han demostrado
que la progresién de la EPOC esta asociada con un mayor volumen de tejido en
las paredes bronquiales y un acumulo de exudados inflamatorios en la luz de las
pequefias vias aéreas con predominio de linfocitos (en particular CD8+) y gran

presencia de neutréfilos a dicho nivel [48]. De esta manera, los principales

- 21 -



elementos celulares implicados en esta respuesta inflamatoria son las células
epiteliales bronquiales, los fibroblastos, las células dendriticas, los macro6fagos,
neutrdfilos y linfocitos CD8. De estos estudios se pueden desprender al menos 3
ideas relevantes: a) que la inflamacion esta presente desde momentos iniciales
de la enfermedad [48], b) que una vez establecida es independiente del
consumo de tabaco [49] y ¢) que dicha inflamacion aumenta durante los periodos

de exacerbacion de la enfermedad [50].

Estrés oxidativo.

El estrés oxidativo o, mejor dicho, el disbalance oxidantes/antioxidantes es otro
componente de relevancia en la patogenia de la EPOC. Ya sea por la accién
directa de los agentes oxidantes presentes en el tabaco o bien por la formacion
de sustancias derivadas de la peroxidaciéon de los lipidos de la membrana
celular, el estrés oxidativo parece tener un papel relevante en la patogenia de la
EPOC. Este papel podria ejercerlo de diversas maneras. Por un lado, por accién
directa de los radicales libres que produjeran cambios conformacionales en las
proteinas alterando su estructura y funcién. Por otro lado, el estrés oxidativo
tiene un papel en la activaciébn de las proteasas, facilitando su accion y
estimulando de esta manera esa otra via patogénica. Finalmente, el disbalance
oxidativo es capaz de activar factores de transcripcién sensibles al mismo como
el factor nuclear kB o la proteina activadora-1. Esto produce un aumento de la
sintesis de mediadores inflamatorios implicados en la patogenia de la EPOC

aumentando la respuesta inflamatoria.

Proteasas.
El disbalance entre proteasas y antiproteasas se ha descrito como mecanismo
de importancia en el enfisema. Hoy en dia disponemos de bastante bibliografia

gue muestra el papel de un disbalance proteasa/antiproteasa a favor del primero
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gue llevaria a una destruccion de diversos componentes del tejido conectivo,
especialmente la elastina, como principal mecanismo patogenético del enfisema.
Diversos trabajos han demostrado el papel tanto de serin y cisteinproteasas

como de las metaloproteasas [52].

Las serin-proteasas, principalmente elastasa, la catepsina G y la proteinasa 3,
estan relacionadas con la degradacion de la elastina, ya sea por aumento de su
actividad como por disminucion de sus antiproteasas, la mas conocida, la alfal-
antitripsina. Entre las cistein-proteasas, las catepsinas han sido las mas
estudiadas, especialmente las catepsinas C y L que se han encontrado elevadas

en los pacientes con EPOC [53].

Finalmente, recientemente se ha centrado el interés en las metaloproteasas de
la matriz extracelular (MMP). Aunque inicialmente se describieron como
proteasas que degradan proteinas presentes en la matriz extracelular, como
colageno, elastina o proteoglicanos, diversos estudios in vivo han demostrado su
papel como enzimas en diversos sustratos extracelulares como la activacion de
formas latentes de proteinas efectoras con efecto antimicrobiano o bien para
alterar la funcién de una proteina, con lo que tienen un papel en la homeostasis
del medio extracelular [54]. Existen al menos 17 MMP descritas, de las que
varias han obtenido relacibn con la EPOC, principalmente la MMP-1
(colagenasa), MMP-9 (gelatinasa B) y MMP-12 (metaloelastasa). Estan
controladas por los inhibidores tisulares de las MMP y su papel ha sido

estudiados en EPOC observando una relacién con el grado de obstruccién [55].

Apoptosis.
Por dltimo, un aumento de la apoptosis también se ha descrito como un

mecanismo en la patogenia del enfisema y se ha incorporado recientemente a
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las teorias de la EPOC [56]. Diversos trabajos apuntan incluso hacia un papel
colaborador entre la apoptosis y el disbalance oxidativo en la patogenia del
enfisema [57] o con el disbalance de las proteasas [58], lo que va conformando

un cuadro global de la patogenia de la EPOC.

Consecuencias de la inflamacion local.

Los mecanismos propuestos que conducen a la EPOC y los fendmenos que
llevan a la progresion de la enfermedad, son consecuencia de la inflamacion
mediada por células T. Estas células son activadas por los antigenos liberados
tras la lesion pulmonar que produce el humo del tabaco. Podemos dividir este

mecanismo inflamatorio entres pasos sucesivos.

En primer lugar, la respuesta inicial al humo del cigarrillo. La inmunidad innata y
la inmunidad adquirida o especifica son los componentes de un sistema
integrado en el cual las células y las moléculas actian de forma cooperativa. La
inmunidad innata se basa en el reconocimiento de moléculas especificas, a
diferencia de la inmunidad adquirida, cuya respuesta se desencadena ante la
unién de un antigeno a su receptor especifico. La inmunidad innata es una
respuesta rapida que sirve para estimular y actuar mientras se constituye la
inmunidad adquirida [59]. EI mecanismo por el cual los irritantes del humo del
tabaco activan la respuesta inmune innata, es desconocido. Matzinger [60],
propone una explicacion l6gica. Este autor sefiala que no es la presencia de un
microorganismo la que activa la respuesta inmunolégica, sino que esta respuesta
se desencadena tras estrés celular o dafo tisular, como resultado de la
infeccidn. Los receptores tipo Toll (TLR), de los que existen 15 tipos diferentes,
actian como sensores del sistema inmune innato que reconocen patrones

moleculares que aparecen ante la presencia de patégenos.
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Cada inhalacién de un cigarrillo contiene mas de 2000 compuestos xenobidticos
y 10" radicales libres, que dafan las células epiteliales pulmonares en un grado
directamente proporcional a su concentracion [61,62]. Los productos derivados
de esta lesion epitelial, pueden actuar como ligandos de TLR4 y TLR2. Cuando
cualquiera de estos receptores se unen con su ligando se activa el factor nuclear
kKB (NF-KB) [63,64], e induce a las células epiteliales a producir mediadores
inflamatorios. Estos mediadores activan a su vez a los neutréfilos y macréfagos
alveolares [65] que a su vez liberan enzimas proteoliticas, que junto a radicales
libres dafian aun mas el tejido pulmonar [66]. La exposicion ambiental o a
agentes infecciosos, el traumatismo de los tejidos, el estrés oxidativo, o la
muerte celular [67] podrian liberar autoantigenos secuestrados [68], modificar
proteinas, producir dafio mitocondrial y finalmente producir liberacion de ADN
celular por apoptosis [69]. La adaptacion del sistema inmune puede reconocer
estos productos como antigenos extrafios y desencadenar una reaccion inmune
[61]. Estos y otros mecanismos similares han sido descritos ya en enfermedades
cronicas, como la artritis reumatoide, la esclerosis multiple o el lupus eritematoso
sistémico [62]. En los fumadores estos antigenos podrian ser liberados como
resultado de la necrosis y apoptosis de células epiteliales y endoteliales ante el
dafio de la matriz extracelular. [70]. Los autoantigenos no son por si mismo
capaces de desencadenar una respuesta inmune, son los TLR los que
potenciardn a estos antigenos, realizando la union entre las respuesta inmune y
la adaptativa [71]. El resultado final es que los macréfagos y las células
dendriticas liberan citoquinas y quimiocinas que crean las condiciones

necesarias para que se active el sistema inmune adaptativo [72].

Este paso inicial, nos llevaria a pensar que en la mayoria de los fumadores, la

enfermedad pulmonar no avanzaria si la inflamacion pulmonar se reduce al
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minimo y no se permite que esta inflamacion progrese. Esta etapa podria
corresponder con aquellos fumadores que tienen adn una funcién pulmonar

normal.

La segunda fase corresponde con la activacion y proliferacion de las células T.
Las células dendriticas son las que alertan al sistema inmune adaptativo ante la
presencia de patogenos o dafio del tejido pulmonar [73]. Las células dendriticas
maduras expresan altos niveles del complejo de histocompatibilidad clase 1l de
las proteinas y moléculas co-estimuladoras CD80 y CD86, que le conduciran a
los ganglios linfaticos locales donde se le presentaran los antigenos a las células
T [74]. La expresion de la IL-12 por las células dendriticas activa el transductor
de la sefal y activa la transcripcion, lo que induce a las células T a diferenciarse

en el tipo 1 (Thl) y a su vez producir Interferén y.

En los EPOC fumadores existe un aumento marcado de células dendriticas
maduras en la via aérea periférica [75]. También existe un aumento de linfocitos
T CD4+ que expresan STAT4 en los pulmones. De esta forma la expresion de
STAT4 e interferén y se correlaciona con el grado de obstruccién al flujo aéreo

de los pacientes EPOC [76].

Lo mé&s probable es que el material producido por el dafio pulmonar en los
fumadores, por estrés celular y necrosis debido a la apoptosis celular [77], es
absorbido y presentado por células dendriticas clase | a los linfocitos T CD8+.
Siendo estas células T muy abundantes en los pulmones de los EPOC [78]. Es
curioso que las células T en reposo, no puedan pasar al parénquima pulmonar,
fuera de los vasos sanguineos, pero una vez activadas por las células
dendriticas portadoras de antigenos, pueden penetrar en el pulmén por medio de

receptores tisulares especificos [79].
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En los pulmones de los pacientes EPOC fumadores, las células T CD4+ y CD8+
expresan en su superficie quimiocinas especificas, receptores CXCR3, CCR5 y
CXCRE6 [80], pero no expresan CCR3 o CCR4, ambos expresados por células
Th2 CD4+ en el asma [81]. Los ligandos para CXCR3-CXCL10 (proteina
inducible por interferén 10 o IP-10) y CXCL9 (monocina inducida por el Interferon
Y o MIG) son expresadas por las células estructurales de las vias respiratorias y
arterias pulmonares de pacientes con EPOC, pero no se expresan en las de los
fumadores sin EPOC o en los no fumadores. La expresion de estos receptores y

sus ligandos se correlaciona con la gravedad de la enfermedad [74].

En esta segunda fase, la progresion de la enfermedad esta determinada por la

capacidad de las células dendriticas de estimular las células T.

La tercera etapa se produce con la constitucion de la respuesta inmune
adaptativa. Los linfocitos T CD8+ son las células predominantes en las vias
aéreas centrales [82], en las vias aéreas periféricas y en el parénquima
pulmonar [83] de los pacientes con EPOC. El nimero de CD8+ existentes en el
pulmén se correlaciona con el grado de obstruccion al flujo aéreo y enfisema, lo
que sugiere que estas células producen dafio en el tejido pulmonar de los EPOC
[84]. Cualquier molécula que muestre las moléculas MHC de clase |, pueden ser
un objetivo para los linfocitos T CD8+ citotdxicos. Después de un ataque
citolitico, las células diana mueren por apoptosis 0 necrosis, producida por
enzimas proteoliticas liberadas por estos linfocitos [85] en los pulmones de los

pacientes con EPOC [86].

En los pulmones de los fumadores con EPOC, las células epiteliales y

endoteliales sufren apoptosis y el grado de esta apoptosis aumenta a medida
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gue se prolonga el habito tabaquico, correlacionandose a su vez con el nimero

de linfocitos T CD8+ que existe en ese pulmon [87].

Otra sefal de apoptosis podria ser la pérdida de contacto con las células de la
matriz extracelular, inducida por fallo en las proteasas [88]. La apoptosis y la
necrosis de las células epiteliales y endoteliales inducidas por los linfocitos T
CD8+ y posiblemente por la alteracion en las proteasas, hace que la proliferacion
celular no compense a esta destruccion, lo que conlleva al dafio en el tejido
pulmonar de pacientes EPOC [89]. A esto se asocia una deficiente fagocitosis de
células de apoptosis por los macréfagos alveolares de pacientes con EPOC [90],
por una alteracion que aumentaria el material antigénico, ya descrito en diversas

enfermedades autoinmunes [91].

Las células CD4+ también se encuentran en gran numero en las vias
respiratorias y el parénquima pulmonar de los EPOC [48]. Estas células se
activan apareciendo en los pulmones pero no en la sangre, lo que sugiere que
su acumulacion es el resultado de la estimulacion por lo antigenos distribuidos
por todo el pulmén [92]. Los CD4+ en los pulmones expresan STAT4 e interferon
Yy, lo que sugiere estimulacion antigénica. De este modo, el nUmero de CD4+ que
expresan Interferon y se correlaciona con el grado de obstruccion al flujo aéreo
[76], apoyando la hipotesis de que éstas células junto con los linfocitos CD8+

desempefian un papel fundamental en la patogenia de la EPOC.

Ha sido demostrada la presencia de células B en los foliculos linfoides de las
vias respiratorias y del parénquima pulmonar de los pacientes con EPOC y en
ratones expuestos al humo del cigarrillo [93]. La ausencia de productos
bacterianos y virales en los foliculos, sugiere que las células B oligoclonales

surgen en respuesta a antigenos pulmonares [89]. Sin embargo las infecciones
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bacterianas y virales podrian ser importantes en la perpetuacion del proceso
inflamatorio y son consideradas como la principal causa de las exacerbaciones
en la EPOC [94]. Estas infecciones podrian ser el desencadenante de la

respuesta inmune que culmina con el dafio pulmonar [95].

Por ultimo, la EPOC grave, en la que la inflamacion pulmonar incluye la
activacion de un gran numero de células T Thl, células B y células T CD8+, que
persiste durante afios después de dejar de fumar [96]. Este proceso de auto-
perpetuacién, sugiere cierto grado de autoinmunidad en la EPOC, como una

respuesta a antigenos propios [97].

Fisiopatologia

Los mecanismos patogénicos descritos con anterioridad producirdn cambios
fisiopatol6gicos a distintos niveles.

En la via aérea, la hipertrofia glandular genera una sobreproduccién de moco asi
como una metaplasia escamosa del epitelio, con pérdida de cilios e incremento
de células de musculo liso y tejido conectivo. A medida que la enfermedad
progresa, aparece fibrosis e incremento en el depdsito de fibras de colageno. El
remodelado de la via aérea que se produce como consecuencia de estos
fendmenos se traduce por cambios espirométricos, que permiten realizar el
diagnostico y establecer la gravedad de la enfermedad [98]. Inicialmente se
detecta Unicamente una disminucibn de los mesoflujos espiratorios.
Posteriormente se demuestra, de forma paulatina, el aumento del volumen
residual (VR), la concavidad en la rama espiratoria de la curva flujo-volumen y el
alargamiento de la misma en la curva volumen-tiempo.

A nivel del parénquima pulmonar, la destruccion del tejido y la disminucion de las

fibras elasticas dan lugar a la aparicion del enfisema [99]. Se produce entonces

— 29 —



un aumento de la distensibilidad pulmonar y un incremento de la capacidad
residual funcional (CRF).

Los cambios que se producen en los volimenes pulmonares estaticos, de forma
resumida, consisten en un aumento del VR y de la CRF y una disminucién de la
capacidad inspiratoria (Cl), la capacidad vital (CV) y la capacidad pulmonar total
(CPT). Al aumento anormal del volumen pulmonar tras una espiracion
espontanea se le denomina hiperinsuflacion. Esta alteracion es responsable de
los cambios estructurales que se producen en el térax para poder alojar el
aumento de volumen.

Ademas, sus mecanismos de compensacion provocan la clinica de disnea y de
limitacion al ejercicio en aquellas situaciones en las que se produce un aumento
de la demanda ventilatoria.

Los cambios anatémicos que se han descrito conllevan una distribucion anormal
de la relacién ventilacion-perfusién lo que, en estadios avanzados de la
enfermedad, da lugar a hipoxemia, con o sin hipercapnia. La alteracion en la
difusion se correlaciona con la gravedad del enfisema.

A nivel del lecho vascular pulmonar se produce un engrosamiento de las paredes
de los vasos y disfuncién endotelial. Posteriormente se produce un aumento del
musculo liso vascular e infiltracion de la pared del mismo por células
inflamatorias y depdsitos de colageno [100]. Estos cambios estructurales,
mantenidos y perpetuados por la hipoxemia, desembocan en hipertension
pulmonar y disfuncion del ventriculo derecho.

Los cambios que ocurren en la estructura de las vias aéreas de pacientes con
EPOC se han denominado, en conjunto, procesos de remodelado bronquial
[101]. Desde un punto de vista estructural, estos cambios se asocian con el
aumento tanto del nimero de miofibroblastos que expresan g-actina como del

contenido de colageno (tipos I, lll y V) [102]. Las implicaciones clinicas del
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remodelado de las vias aéreas en la EPOC parecen ser relevantes. Hasta ahora
no se ha definido si los procesos de remodelado del muasculo liso y la expresion
de mediadores proinflamatorios y de crecimiento celular guardan alguna relacién
con la clinica y la evolucion de la enfermedad o la respuesta a tratamientos

especificos, como broncodilatadores o antiinflamatorios [103].

Uno de los problemas implicitos en el analisis de estas relaciones es la evidencia
de que los procesos de inflamacion epitelial y remodelado se observan incluso
en casos leves de EPOC, y persisten a pesar del tratamiento con

glucocorticoides [104].

Inflamacidn sistémica

Existe una evidencia convincente de que la EPOC se asocia con niveles
aumentados de citocinas proinflamatorias circulantes como por ejemplo el factor
de necrosis tumoral-a (TNF-a) y sus receptores solubles (STNF-R55 y sTNF-
R75), interleucina (IL) 6 y 8, reactantes de fase aguda como la proteina-C-
reactiva (PCR), estrés oxidativo y activacion de varias células inflamatorias
(neutrdfilos, monocitos y linfocitos) [105]. Todos estos estudios han sido
reanalizados en un reciente metaanalisis cuyos resultados son concluyentes: la
EPOC se asocia a inflamacion sistémica [106]. Sin embargo, varios aspectos
quedan sin resolver.

En primer lugar no sabemos si todos los pacientes con EPOC o sélo un
subgrupo de ellos van a presentar inflamacion sistémica, de la misma manera
gue no todos los pacientes con obstruccion crénica al flujo aéreo desarrollan
enfisema evidente en la TAC, lo que puede conferiria a este subgrupo de

pacientes una caracteristica “fenotipica” diferente.
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Por otro lado, se desconocen las variaciones longitudinales tanto cualitativas
como cuantitativas de dichos parametros de inflamacion sistémica, ya que todos
los estudios desarrollados hasta la fecha son transversales. Lo que si es
conocido es que la inflamacién sistémica se acentla durante los episodios de
exacerbacion de la enfermedad, volviendo a los niveles basales tras su
resolucion [107,108].

El origen de la inflamacién sistémica no esta aclarado y se plantean varios
mecanismos posibles. En primer lugar puede ser consecuencia directa del humo
del tabaco, principal factor de riesgo para desarrollar EPOC y que puede, por si
mismo, desarrollar inflamacion sistémica (aun en ausencia de EPOC) [109]. De
hecho, se cree que la inflamacion sistémica contribuye de forma significativa a la
arterioesclerosis observada en los fumadores [110]; aunque, por otro lado, no
parece que el hecho de ser fumador activo o exfumador tenga influencia
significativa sobre el grado de inflamacion sistémica [63]. Por tanto, es poco
probable que el tabaco sea el Unico mecanismo que explique la inflamacion
sistémica en la EPOC.

Una explicacion alternativa es que el proceso inflamatorio que caracteriza a los
pulmones de estos pacientes “rebose” al compartimento sistémico, a través de la
circulacion y contribuya a activar diferentes células inflamatorias en su transito
hacia la circulacion pulmonar. Para explorar esta hipotesis Vernooy et al.
compararon el nivel de diferentes marcadores inflamatorios en esputo inducido
(inflamacion local) y en plasma (inflamacién sistémica) de pacientes con EPOC
moderado y fumadores con funciéon pulmonar normal y no encontraron ninguna
correlacion significativa, concluyendo que la inflamacién sistémica en estos
enfermos no es consecuencia del paso de estos mediadores inflamatorios desde
el pulmén al compartimento sistémico y que el proceso inflamatorio se regula de

forma diferente en estos dos compartimentos [111].
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Otro mecanismo potencial que puede contribuir de forma potencial a la
inflamacion sistémica en la EPOC es la hipoxia tisular. Takabatake et al.
estudiaron la relacion entre la hipoxemia arterial y los niveles circulantes de TNF-
a y sus receptores solubles (STNF-R55 y sTNF-R75) en 27 pacientes con EPOC
y 15 controles sanos, encontrando niveles aumentados de todos los marcadores
inflamatorios en los pacientes con EPOC que se correlacionaban con la
severidad de la hipoxemia [112]. De confirmarse estos hallazgos en estudios
disefiados a tal efecto, seria factible pensar que la oxigenoterapia pudiera
reducir la carga inflamatoria en estos pacientes, contribuyendo asi a la mejoria
en la supervivencia que se observa en estos pacientes.

El muasculo esquelético puede ser otra fuente potencial de inflamacion en
pacientes con EPOC, particularmente durante el ejercicio, aunque también
puede ser, como veremos mas adelante, un 6rgano diana de la inflamacién
sistémica. Rabinovich et al. demostraron que el ejercicio moderado incrementa
los niveles plasmaticos de TNF-a en pacientes con EPOC grave y no en los
controles [113]. Otros estudios también han apoyado el papel del misculo como
generador de inflamacion sistémica en la EPOC [114].

La médula 6sea también puede ser una fuente de produccion de inflamacién
sistémica. Es bien conocido que el tabaquismo crénico causa leucocitosis en
humanos e induce un numero de cambios fenotipicos en leucocitos
polimorfonucleares circulantes que son caracteristicos de la estimulacién crénica
de la médula ésea, como un incremento en el nUmero de cayados con alto
contenido en mieloperoxidasa y mayor expresion de L-selectina en superficie
[66]. También ha sido demostrado que el humo del tabaco causa el secuestro de
leucocitos polimorfonucleares liberados en la médula ésea en la micro-
vasculatura pulmonar [115], por lo que es posible que estos leucocitos

polimorfonucleares inmaduros liberados por la médula 6sea en respuesta al
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tabaco contribuyan a la inflamacion pulmonar cronica en los fumadores

susceptibles de desarrollar EPOC.

Consecuencias de la Inflamacién sistémica.

Recientemente se ha demostrado que la EPOC, lejos de ser una enfermedad
con una repercusion exclusivamente pulmonar, tiene una serie de importantes
repercusiones sistémicas. Aunque la patogenia de las manifestaciones
sistémicas de la enfermedad esta aln poco clara, se ha sugerido que el aumento
de la concentracion en suero de diversas moléculas inflamatorias podrian tener
un papel relevante al contribuir a un estado de inflamacion sistémica permanente
que podria ser responsable de algunos de estos efectos sistémicos [116],
considerandose un factor patogénico clave en la afectacion multidimensional y
heterogeneidad fenotipica de la enfermedad. De esta manera, una de las
hipétesis actualmente vigente en este sentido defiende que un cierto grado de
inflamacion sistémica seria el responsable de la conexién entre estos fendbmenos

[117].

Enfermedad cardiovascular.

Dentro de las manifestaciones sistémicas de la enfermedad, hay que destacar la
presencia de compromiso cardiovascular concomitante. La enfermedad
cardiovascular es una de las comorbilidades mas comunmente asociada con la
EPOC vy la insuficiencia cardiaca crénica puede estar infra-diagnosticada en
estos pacientes, ya que la disnea de suele justificar por su enfermedad

respiratoria [118].

La enfermedad cardiovascular es mas frecuente a medida que aumenta la
gravedad de la EPOC, con una mayor incidencia de arritmias, alteraciones

isquémicas, angina de pecho e insuficiencia cardiaca congestiva. Estos
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pacientes con estadios avanzados de la EPOC tienen casi el doble de
probabilidades de morir por enfermedades cardiovasculares que aquellos que se
encuentran en las fases iniciales de la enfermedad [119]. La hipertension
pulmonar puede estar presente en las Ultimas etapas de la EPOC y puede

progresar a hipertrofia del ventriculo derecho y cor pulmonale [120].

La EPOC es también un factor de riesgo importante para arterioesclerosis. Sin et
al [121] estudiando la base de datos del National Health and Nutrition
Examination Survey (NHANES), propusieron que la inflamacién sistémica de
bajo grado existente en los pacientes con EPOC, representada en dicho estudio
por valores plasmaticos aumentados de PCR, podrian constituir un factor de

riesgo cardiovascular agregado para estos pacientes.

Uno de los fendbmenos causantes de los eventos cardiovasculares agudos es la
inflamacién del endotelio con rotura de la placa de ateroma. La PCR estimula la
respuesta inflamatoria, activa el complemento, promueve la captacion de
moléculas de LDL por los macrofagos y estimula la adhesién de leucocitos al

endotelio, promoviendo la rotura de la placa [122].

Desnutricion y miopatia.

Otra de las manifestaciones sistémicas frecuentes de la EPOC es la
desnutricién, que afecta principalmente a la pérdida y la disfuncién de los
musculos esqueléticos. Valores aumentados de marcadores plasmaticos de
inflamacién, como la PCR, la IL-1b, la IL-6, los receptores de TNF-q, la grelina y
la leptina, se han asociado con la pérdida de peso y/o masa muscular en

pacientes con EPOC [123].

La debilidad del musculo esquelético es uno de los principales efectos sistémicos

de la EPOC y con frecuencia se acomparia de pérdida de masa magra [124]. En
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enfermedades cronicas como la EPOC, la pérdida de masa muscular se produce
a un ritmo lento. Se produce una pérdida muy lenta pero sustancial de la masa
muscular. Varios estudios han demostrado que tanto la funcibn como la
estructura del masculo esquelético se alteran en estos pacientes. Se produce
atrofia de los musculos esqueléticos y es especifico de los musculos de fibra de
tipo 1A / 1Ix [125]. Ademas, estas anomalias estan relacionadas con la funcion de
las vias respiratorias, la intolerancia al ejercicio, el estado de salud, la mortalidad

y el consumo de recursos sanitarios [126].

La atrofia muscular se asocia con la pérdida de fuerza muscular, que a su vez es
un importante determinante de la capacidad de ejercicio en pacientes con EPOC
independiente de la severidad de la enfermedad. En la EPOC grave, el musculo
perdido también tiene profundos efectos sobre la morbilidad, incluyendo un
mayor riesgo de reingreso hospitalario después de la exacerbacién, asi como
una mayor necesidad de ventilacibn mecénica. Ademas, la pérdida de masa
muscular se ha identificado como un importante determinante de la mortalidad
en la EPOC, que es independiente de la funcién pulmonar, el tabaquismo y el
IMC [127]. Las citocinas proinflamatorias sistémicas se han asociado a ésta
disfuncion de los mudsculos esqueléticos. No obstante, estos cambios
inflamatorios no han podido ser confirmados en muestras de biopsias

musculares [128].

Osteoporosis

Varios estudios han demostrado una prevalencia muy alta de osteoporosis y baja
densidad mineral 6sea (DMO) en pacientes con EPOC, incluso en las fases mas
leves de la enfermedad [129]. Entre los mecanismos propuestos esta el
sedentarismo, la utilizacion de corticoides, la presencia de alteraciones

nutricionales y la inflamacion sistémica.
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Mas de la mitad de los pacientes con EPOC recogidos para un estudio de mas
de 6000 pacientes tenian osteoporosis u osteopenia [130]. Curiosamente, la
prevalencia es alta para los hombres e incluso mayor para las mujeres. Siendo la
incidencia de las fracturas trauméticas y no trauméaticas similar para ambos
sexos. No existe relacién entre la osteoporosis y la limitacion funcional. Sin
embargo las fracturas vertebrales de compresién son relativamente comunes
entre los pacientes con EPOC y el aumento de la cifosis resultante puede reducir
aun mas la funcion pulmonar [131]. Estudios del grupo de Bolton et al
demostraron que la presencia de pérdida de masa 0sea y osteoporosis se asocia
con valores aumentados de MMP-9, IL-6, TNF-a y sus receptores, posiblemente
en relaciébn con el aumento de la actividad osteoclastica asociado a estos

mediadores inflamatorios [132].

Diabetes.

La inflamacion sistémica de bajo grado también podria justificar la presencia de
resistencia a la insulina y la mayor prevalencia (15-20 %) de diabetes mellitus en
los pacientes con EPOC con respecto a la poblacion normal [133]. Los
mediadores inflamatorios implicados podrian estar en relacion con una
disfuncion del sistema adipocitico, que produce un descenso de los valores de
adiponectina, que se traduce en un aumento de la produccion de IL-6, TNF-a y

de la respuesta inflamatoria mediada por la inmunidad inmediata y la tardia [36].

Depresion y ansiedad.

En la EPOC estable, la depresién clinica y la ansiedad tienen una prevalencia
del 10-42% y 10-19% respectivamente, aumentando este porcentaje en los
estadios méas graves de la enfermedad [134]. Los pacientes con EPOC son un

grupo de riesgo de padecer depresion, este hecho esta relacionado con su
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notable y progresivo deterioro funcional, los efectos sistémicos del consumo de

tabaco, y posiblemente la inflamacion sistémica asociada [135].

Anemia.

La anemia se presenta entre el 13-17 % de los pacientes con EPOC [136]. Existe
un estudio que ha demostrado que los pacientes con EPOC que presentan
anemia tienen valores plasméaticos de eritropoyetina relativamente disminuidos,
asociados a valores plasmaticos aumentados de IL-6 0 de PCR [137]. Estos
hallazgos sugieren que la inflamacion sistémica de bajo grado existente en la
EPOC actuaria sobre la médula 6sea impidiendo una adecuada respuesta

fisiolégica a la hipoxia, sobretodo en los pacientes graves.

Céancer de pulmén.

Por ultimo, es importante destacar que la presencia de limitacion del flujo aéreo
aumenta en gran medida la probabilidad de que los pacientes puedan desarrollar
cancer de pulmén con el tiempo [116]. Una de las teorias propuestas para
intentar explicar esta asociacion es la presencia de una inflamacién cronica de
bajo grado. Existen una serie de moléculas que han sido identificadas como
llaves en el proceso patogénico inflamacion-carcinogénesis: integrinas, factor
transformador de crecimiento beta, factor de transcripcion kappa beta (NF-kB),

STAT-3, TNF-q, ciclooxigenasa-2 [138].

Por tanto, queda patente, que la presencia de valores aumentados de
marcadores inflamatorios plasmaticos se ha asociado a la presencia de muchos
de los procesos extrapulmonares relacionados con la EPOC. Se desconoce con
exactitud la relacién causa-efecto entre estos fendmenos y si su modificacion

puede alterar el curso clinico de la enfermedad.
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Reactantes de Fase Aguda:

Dentro de los distintos marcadores inflamatorios sistémicos estudiados, los
llamados reactantes de fase aguda (RFA) parecen tener una especial relevancia,
debido a su importante papel como nexo fisiolégico entre la respuesta
inflamatoria local y la sistémica [139]. Estos RFA constituyen un grupo
heterogéneo de proteinas que se sintetizan en el higado y cuya cantidad en la
circulacion aumenta rapidamente en presencia de inflamacion y de necrosis
tisular. Esta liberacion de RFA se produce en respuesta a la mediacién de
citocinas inflamatorias, entre las que cobran especial importancia la IL-1, la IL-6 y
el TNF-a [140]. Dentro de estos reactantes y en funcién de la capacidad de
estimulacion distinguimos los RFA mayores, cuya concentracion en suero
aumenta hasta mil veces ante un estimulo y los RFA menores cuya

concentracion aumenta en menor medida.

Es conocido que los RFA mayores, la PCR y el amiloide A sérico (AAS), tienen
un papel relevante en la reacciéon aguda del ser humano ante diversas
agresiones externas. Durante una agresién aguda los RFA intervienen en la
respuesta sistémica realizando funciones como la induccion de enzimas que
degradan la matriz extracelular como las metaloproteinasas, accidn quimiotactica
de células inflamatorias, participacion en el metabolismo lipidico o su trasporte y
efectos pro-inflamatorios y antiinflamatorios de regulacién, entre los que destaca
aumentar la quimiotaxis y opsonizacién, activar células inflamatorias o modular
respuestas inmunes [141]. Por tanto, el papel de estos RFA mayores en la
respuesta aguda puede resumirse en: accion inmunomoduladora [142], efectos

sobre el genoma [143] y efectos sobre el metabolismo lipidico [144].

La PCR forma parte de la inmunidad innata y su sintesis es inducida como

respuesta al dafio tisular por infecciones, inflamacion o neoplasias. Es
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sintetizada por hepatocitos y células del endotelio vascular y su expresion esta
regulada por citocinas, particularmente por la IL-6 y, en menor grado, la IL-1 y el

TNF-a [145].

La PCR pertenece a una familia de proteinas pentaméricas dependientes de
calcio llamadas pentraxinas. Aunque la PCR se produce como mondmero, la
molécula funcional estd compuesta por cinco subunidades polipeptidicas de 23
kDa idénticas asociadas de manera no covalente en una configuracién anular

con simetria ciclica.

La PCR se une con gran afinidad a una amplia variedad de ligandos tanto
autologos (lipoproteinas plasmaticas nativas y modificadas, membranas
celulares dafiadas, residuos de fosfatidilcolina, histonas, cromatina,
ribonucleoproteinas pequefias y células apoptdticas), como extrinsecos
(glucanos, fosfolipidos y otros componentes somaticos y capsulares de
bacterias, hongos y parasitos). Cuando la PCR est4d unida a ligandos
macromoleculares es reconocida por Clg y activa la via clasica del
complemento; adicionalmente, provee sitios de unién para el factor H, regulando
la amplificacion de la via alterna y a las convertasas de C5. Por otro lado, inhibe
el ensamblaje de los componentes terminales del complemento (C5 — C9),
atenuando la formacion del complejo de ataque a la membrana y limitando la lisis

celular por esta via [146].

La capacidad de la PCR para activar el complemento y opsonizar particulas
parece ser importante en la respuesta de la inmunidad innata frente a los

patdgenos.

La PCR tiene la capacidad tanto de opsonizar células apoptéticas, como de

desacoplar las proteinas del complejo de ataque a la membrana dependiente del
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complemento. Esto permite una mayor permanencia de las células apoptoticas
antes de ser eliminadas, aunque facilitando su captacién por fagocitos. Asi, la
PCR juega un papel preponderante en limitar la activacion de respuestas de

inmunidad adaptativa.

Después de un evento isquémico cardiaco, los niveles séricos de la PCR se
elevan rapidamente, reflejando la extension de la necrosis. Los niveles maximos
del evento agudo son Uutiles como factor pronéstico de la evolucion de estos

pacientes [147].

Aunque esta elevada produccién de PCR pudiera corresponder sélo a una
respuesta de fase aguda tipica a la muerte celular y a la infiltracion inflamatoria
subsiguientes, se ha demostrado que la PCR se deposita conjuntamente con
fracciones activadas del complemento dentro de las zonas de infarto agudo

[148], contribuyendo ambas a la gravedad de la lesion isquémica [149].

Diversos estudios epidemioldgicos han mostrado que los niveles séricos de PCR
tienen valor predictivo. La relacion existente entre los niveles basales de PCR y
el riesgo de desarrollar eventos cardiovasculares ha sido consistente entre
estudios. En muchos de ellos, mostrando independencia de la edad y de los
factores de riesgo tradicionales como tabaquismo, niveles de colesterol, presion

arterial y diabetes.

El incremento en el riesgo cardiovascular adscrito a la PCR es consistente entre
estudios. Sin embargo, después de ajustar los resultados con los factores de
riesgo tradicionales, éste pareciera tener un valor mas bajo al informado

inicialmente [150].

Se conoce poco acerca de la fisiologia de la PCR y los posibles mecanismos

subyacentes a su asociacion cardiovascular. En este sentido, el papel principal

—41 -



de la PCR se ha sefialado como la interaccion entre agregados de PCR y de
plasma de lipoproteina de baja densidad (LDL), que puede jugar un papel
importante en la funcidon normal de la PCR y también pueden tener un papel en

el metabolismo de las lipoproteinas, su liquidacion, y su deposicion [49].

Sin embargo, la PCR es inespecifica y comparte funciones secretoras en comuan
con el amiloide sérico A (SAA), el otro RFA mayor en los seres humanos [141].
El SAA es conocido por actuar como una apoproteina. Una vez liberado en la
circulacion como una proteina libre, se asocia rapidamente a las lipoproteinas de
alta densidad (HDL) de [151], desplazando a la apo A-l y apo A-ll, y provocando
un cambio conformacional en el HDL al ampliar su tamafio, este hecho da lugar

a aumento del catabolismo de las HDL [152].

Ademéas de su funcién durante una agresion aguda, los RFA también han
demostrado tener un papel en enfermedades crénicas como consecuencia de
una estimulacion constante de su expresion [153,154]. No obstante, la
implicacion final de los RFA en la patogenia de las manifestaciones sistémicas
de la EPOC no ha sido completamente dilucidado, planteandose cuestiones no
resueltas sobre su secrecion, perpetuacion en el tiempo e influencia final en un
determinado efecto de la enfermedad en 6rganos diana distintos del pulmén. En
este sentido, aunque la hipétesis mas aceptada es que los RFA son producidos
exclusivamente en el higado como respuesta a un patrén de citoquinas
determinado [141], hemos podido constatar en los trabajos previos de nuestro
grupo, como el parénquima pulmonar y el tejido bronquial sintetizan estos RFA
de manera analoga a como ocurre en otras enfermedades crénicas como la
artritis reumatoide [155] o en la placa de ateroma [151], y que el patron de
sintesis se modifica en los pacientes con la enfermedad. El siguiente paso que

planteamos en el presente proyecto es el estudio de diversos grupos celulares
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con objeto de evaluar qué células estan implicadas en esta sintesis pulmonar de

RFA.

Tras la afirmacién de que en la EPOC existe la participacion de un componente
inflamatorio, tanto a nivel local como sistémico, teniendo este ultimo importantes
consecuencias a nivel extratoracico, seria muy util definir el origen de ésta
inflamacién sistémica. Nuestro grupo ha iniciado una linea de investigacion en
este sentido,con objeto de aclarar si el pulmén puede ser el origen, al menos en
parte, de esta produccion constante de RFA. De los trabajos previos hemos
podido constatar como el parénquima pulmonar y el tejido bronquial sintetizan
estos RFA y que el patrén de sintesis se modifica en los pacientes con la
enfermedad [156]. Estos hallazgos abren una nueva vertiente en el estudio de la

patogénesis de la inflamacion sistémica de la enfermedad.

El siguiente paso que planteamos en el presente proyecto es el estudio de
diversos grupos celulares con objeto de evaluar qué células estan implicadas en
esta sintesis pulmonar de RFA. Los hallazgos del presente proyecto contribuiran
a un mayor conocimiento de la patogenia de la enfermedad y sus repercusiones
sistémicas que podrian culminar en la deteccidén de nuevas dianas terapéuticas

en un futuro.
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Hipotesis
Existe produccion de RFA por el tejido pulmonar siendo ésta diferente segun el
territorio y el tipo celular analizado y variando entre pacientes con EPOC frente a

fumadores sanos, de manera que su sintesis se encuentra relacionada con la

presencia de la enfermedad.

Objetivos
OBJETIVOS PRINCIPALES

1. Explorar la existencia de una expresion génica de RFA en sujetos sanos
y comparala con los pacientes con EPOC.

2. Comparar la expresion génica de PCR y AAS en el tejido bronquial y en
parénguima de pulmén humano.

3. Determinar la expresion de PCR y AAS en células epiteliales, macréfagos
y fibroblastos pulmonares humanos.

4. Comparar la expresion génica de RFA en dichos grupos celulares entre

pacientes con EPOC frente a fumadores sanos.
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Método.

La presente Tesis Doctoral se ha disefiado como un estudio analitico
observacional de caso-control, en el que se compararon los niveles de distintos
RFA en muestras quirdrgicas de tejido pulmonar de pacientes fumadores o
exfumadores con EPOC en fase estable frente a pacientes sin EPOC. El estudio
cuenta con la aprobacién del Comité Etico del H.U. Virgen del Rocio,
observandose las normas de la Declaracion de Helsinki para estudios con seres
humanos y con consentimiento informado por escrito de cada participante previo

a su inclusion en el estudio.

Todos los sujetos incluidos en el estudio son pacientes que se encontraban en
lista de espera para cirugia de reseccidon pulmonar (lobectomia o
neumonectomia) por sospecha de neoplasia pulmonar primaria que ingresan de
forma programada en la planta de la Unidad Médico Quirargica de
Enfermedades Respiratorias del Hospital Universitario Virgen del Rocio para la

realizacion de la técnica quirdrgica prevista.

El diagnéstico de EPOC se realiz6 en funcién de la normativa internacional
GOLD 2010 y la normativa nacional SEPAR/ALAT 2009, exigiéndose una
exposicion prolongada a inhalantes de riesgo (consumo acumulado de tabaco >
10 pag-afio) y tener una espirometria con una obstruccién croénica al flujo aéreo
con un cociente entre el volumen expiratorio maximo en el primer segundo
(FEV,) vy la capacidad vital forzada (FVC) menor de 0,7, realizada en fase

estable y que no sea completamente reversible tras un test broncodilatador.
Para su inclusion en el estudio los sujetos debian cumplir una serie de requisitos:

» Aceptacion a participar en el estudio
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» Ser mayores de 40 afios

» Estabilidad clinica en los 2 meses previos a la intervencion.

» Capacidad para completar los cuestionarios y estudios
complementarios.

* No contraindicaciones para los estudios.

» En lista de espera para cirugia de reseccion pulmonar.

* Tiempo desde la apertura de plano cutaneo y la toma de la muestra

guirdrgica menor de 2 h.

Aquellos pacientes que padezcan alguna enfermedad concomitante crénica o
inflamatoria que pueda estar asociada en la elevacion de los RFA, como son la
inmunosupresion, aparicibn de algun evento isquémico agudo de cualquier
naturaleza en los seis meses previos, disponer de ventilacion mecanica
domiciliaria, insuficiencia cardiaca congestiva, insuficiencia renal terminal,
cirrosis hepética o artritis reumatoide entre otras, son excluidos. Ademas, se
excluyen aquellos pacientes que hayan recibido quimioterapia o radioterapia
sobre el térax y aquellos casos en los que la extraccion de la pieza quirlrgica

sea superior a dos horas.

En caso de cumplir dichos criterios de inclusion, en una primera visita se informa
al paciente de la naturaleza del estudio y se solicita el consentimiento informado
para su inclusion en el estudio. Ademas en esta visita se realiza una evaluaciéon
clinica, recogiendo de cada sujeto edad, sexo, evaluacion del estado nutricional,
habito tabaquico recogido en paquetes/afo, estabilidad clinica en los meses
previos, disnea usando la escala de la mMRC, patologia concomitante y

tratamiento meédico habitual recogido en principio activo y dosis habitual,
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expresandose la dosis de corticoides inhalados en pg / dia de fluticasona o

equivalente.

Se realiza una evalucion funcional respiratoria incluyendo espirometria,
saturacion de oxigeno y si ésta era menor del 92% gasometria arterial y test de
la marcha de 6 minutos. Todos estos datos son recogidos en un cuaderno de
recogida de datos individual para cada sujeto y archivado posteriormente por el

investigador principal.

Extraccion de la muestra quirdrgica.

Durante la intervencion quirdrgica, se mide el tiempo de intervencion desde el
inicio de la misma (apertura de plano cutdneo) hasta la obtencién de la pieza
quirargica. Se selecciona una porcibn de parénquima pulmonar,
macroscépicamente normal y que esté alejada de la lesidon que ha motivado la
intervencion, de aproximadamente 1 cm? de superficie y 0,5 cm de espesor. Esta
separacion se realiza en el quiréfano, en una mesita auxiliar y sobre un campo
quirdrgico estéril en hielo para preservar la biopsia lo mejor posible. El resto de la
pieza anatémica sigue el tratamiento habitual segun protocolo del hospital

acorde al caso clinico del paciente.

Instrumentos de medida.

Escalas y cuestionarios.

Tabaquismo. El consumo de tabaco se recoge empleando el indice acumulado
en paquetes-afo. Este indice se obtiene de multiplicar el nimero de paquetes al
dia que el paciente fuma por el nimero de afios que ha fumado esta cantidad.
Se considera que un indice por encima de 10 pag-afio es un factor de riesgo

elevado para padecer una EPOC.
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Disnea. La disnea fue medida por la escala modificada del Medical Research
Council (ImMRC) [157]. Esta escala es un sencillo indice hetero-administrado en
el que se puede graduar el grado de disnea mediante la valoracion del tipo de
ejercicio necesario para desencadenar el sintoma. La escala va de 0 a 4, donde
mayores valores indican un mayor grado de disnea y no tiene puntos de corte.

Los grados son los siguientes:

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

« Grado 1. Disnea al andar deprisa en llano, o al andar subiendo una

pendiente poco pronunciada.

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

descansar al andar en llano al propio paso.

e Grado 3. La disnea hace que tenga que parar a descansar al andar unos

100 metros o después de pocos minutos de andar en llano.

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

actividades como vestirse o desvestirse.

Estado nutricional. La composicién corporal se evalia mediante el célculo del
indice de masa corporal expresado en Kg/m? Un indice por debajo de 21 Kg/m?
se considera bajo peso y un factor de mal prondstico en pacientes con EPOC

[12].

Valoracion clinica. La evaluacion de la presencia de una agudizacion se define
por criterios clinicos, preguntando al paciente por su situacién comparada con la
situacion basal en términos de grado de disnea, cantidad y coloracion del esputo

y auscultacion cardiorrespiratoria.
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Valoracion funcional respiratoria.

Espirometria. La espirometria se realizé siguiendo las recomendaciones de la
Sociedad Espafola de Neumologia y Cirugia Toracica (SEPAR) [158]. Para ello
se informé al paciente del objetivo de la prueba y se recogieron datos
relacionados con la prueba para el célculo de sus valores tedricos como la raza,
el peso, la talla, la edad y el sexo. Antes de la realizacion de la prueba se exigia
que el paciente no estuviera bajo los efectos de un broncodilatador. Para ello se

buscaron los siguientes tiempos de espera:

e 3, agonistas de acCiOn COMa: ........ccuvvvueiiiieeeieeeiiiie e 6 horas
* [3, agonistas de accion prolongada : .........ccceeeieiiiiiiiiiieiiiiee 24 horas
e Anticolinérgicos de accion COMa: ........cceeevveeeiiieeiiiiiiii e 6 horas
» Anticolinérgicos de accion prolongada: ...........ccoeeeeeieieiiiniiieieinnnns 36 horas
o MetilXantinas Orales: .........coii i 24 horas

Una vez cumplidos todos los requisitos se le indicaba al paciente que respirara
tranquilamente a través de la boquilla del espirometro. A la sefial del técnico el
paciente realizaba una inspiracion relajada pero maxima seguida de una
espiracién brusca, enérgica y completa hasta completar la espiraciéon. Como
criterios de calidad se observo que la espiracion durara al menos 6 segundos y
gue la morfologia de las curvas flujo-volumen y volumen-tiempo fuera adecuada.
Con objeto de ver la reproducibilidad de la técnica se realizaron un minimo de 3
y un maximo de 9 maniobras. Como criterio de aceptacion las dos mejores
espiraciones de tres curvas aceptables pueden variar entre si hasta un £ 5% 0 +
100 mL de la capacidad vital, sin sobrepasar ninguno de estos dos criterios, para
considerarse reproducible. Para el test broncodilatador se emplearon 500 ugr de

Terbutalina administrada en dispositivo Turbuhaler, repitiéndose la espirometria
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con la misma técnica a los 15 minutos de la inhalaciéon. Se considerd un test
broncodilatador positivo si aumentaba un 12% y 200 mL en la segunda

espirometria.

La gasometria arterial se efectia con muestras de sangre procedente de arteria
radial o humeral y la medida de pH, PaO, y PaCO, se llevaron a cabo en un

gasometro siguiendo las recomendaciones de la SEPAR [159].

Trabajo de laboratorio

Se recogieron muestras de parénquima pulmonar de cada uno de los pacientes
(casos y controles) segun lo descrito anteriormente. A dichas muestras se les
realizaron dos procesos de laboratorio diferentes para alcanzar los objetivos

propuestos:

Expresion génica de RFA en tejido pulmonar:

La extraccion de ARN del tejido. se llevé a cabo en un fragmento de
muestra de aproximadamente 50-100 mg de tejido mediante la técnica relativa
de RT-qPCR que incluye 3 fases consecutivas: extraccion del RNA,
retrotranscripcion a cDNA y amplificacion del gen. La extraccion del RNA se
realizd0 en fresco empleando el método trizol-cloroformo (Promega). La
retrotranscripcion a cDNA se realiz6 con el kit iScript (BioRad), segun las
instrucciones del fabricante. Finalmente, la amplificacion del gen se realizé
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) a tiempo real. Se

determind la expresion de PCR y los 3 subtipos de AAS (AAS1, AAS2 y AAS4).

El ARN obtenido lo retrotranscribimos a ADNc mediante una enzima
retrotranscriptasa (iScript BioRad, CA, USA). Finalmente, analizamos el numero

de copias de los genes propuestos mediante una reaccién en cadena de la
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polimerasa (PCR) de forma semicuantitativa con Sybr Green (BioRad, CA, USA)

en un termociclador de tiempo real (Stratagene Mx3005, CA, USA).

Segun esta metodologia, la expresion de cada gen se cuantifica segun el
namero de ciclos que se precisan para su expresion, denominado Ct. Estos
estudios de expresion génica se contrastan con la expresion genes constitutivos
(en nuestro caso, ARN 18S) como control interno de la reaccién. De esta manera
se obtiene la diferencia entre ambas expresiones genéticas (ACt). Finalmente, el

valor a analizar se obtiene por el método denominado 274

(160), donde mayor
valor numérico traduce una mayor expresion y que permite ser analizada con las

técnicas estadisticas habituales.

Expresion génica de RFA en distintos tipos celulare  s:

Al fragmento restante de la muestra, se le realizé una disgregacion celular para
obtener los fibroblastos, las células epiteliales y los macrofagos. La disgregacion
consta de una parte mecéanica, mediante bisturi, para lograr fragmentos del
menor tamafio posible y una enzimatica que se realizdé en un medio de digestion:
RPMI, 5% de suero fetal bovino (SFB), 1% de estreptomicina/penicilina, 1% de
L-glutamina (todos de PAA Laboratories, Gmb, Alemania), 0,1 mM de 2-beta-
mercaptoethanol (Sigma, GmbH, Alemania), 1 mg/mL de colagenasa | (Sigma,
GmbH, Alemania) y 0,02 mg/mL de DNasa I, la muestra se mantuvo en este
medio a 37°C durante 25 minutos; posteriormente se neutralizé la colagenasa y
la DNasa con RPMI al 5% de FBS, 1% de estreptomicina/penicilina y 1% de L-
glutamina. Una vez neutralizadas las enzimas, centrifugamos a 1000 rpm
durante 10 minutos a 4°C. Posteriormente se retiré el sobrenadante y se lavo el
pellet con una soluciéon de PBS a 10 mM de EDTA. A continuaciéon pasamos la
muestra por un filtro de 40 pm (Becton Dickinson, NJ, USA) y volvimos a

centrifugar a 1000 rpm durante 5 minutos a 4 °C; retirando posteriormente el
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sobrenadante. Realizamos una lisis de eritrocitos al pellet (Erythrocyte lysis
buffer, QIAGEN, Gmb, Alemania). Comenzamos la separacién de los distintos
tipos celulares, usando bolitas magnéticas (MACS microbeads, Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Gemany) segun las indicaciones del fabricante: CD326 (para
células epiteliales), CD14 (para macrofagos) y anti-fibroblastos (para los
fibroblastos). Posteriormente, pasamos por una columna de separacion
magnética (MS MACS columna, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Gemany).
Una vez que hayan pasado todas las células, recogimos las que quedaron en la
columna (CD326%, CD14" o fibroblastos) y les realizamos la extraccion de ARN

mediante el método trizol-cloroformo (Promega) descrito el apartado anterior.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 con el paquete estadistico Statistical Packagefor
Social Sciences (SPSS) version 19.0 (IBM Corporation, Somers, Nueva York,
EE.UU.). Para describir las variables se emplean las frecuencias absolutas y
relativas en el caso de variables cualitativas. Las variables cuantitativas se
describen mediante la media y la desviacion estandar. Los estudios inferenciales
se realizan con tests paramétricos, salvo que alguna de las variables incluidas en
el andlisis demuestre no seguir una distribucién normal.

El estudio de la expresion de RFA, tanto a nivel de tejido como a nivel celular,
entre pacientes EPOC y fumadores sanos se realiza mediante el estudio de sus
medias mediante el test de la t de Student para datos independientes (test de
Mann-Whitney en caso de no paramétrico), previa verificacion de la igualdad de
las varianzas con el test de Levene. Los estudios de correlacion entre la
expresion de RFA en tejido y en suero se realizan mediante correlaciones
bivariadas simples calculando el coeficiente de correlacion de Pearson

(Spearman en caso de no paramétrico), calculando el coeficiente de
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determinacion. Igualmente, ambos tests (t de Student y Pearson) son empleados
para evaluar la relacion entre la expresibn de los RFA y las diversas

caracteristicas clinicas y funcionales recogidas. Se acepta un error alfa de 0,05.
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Resultados.

Descripcion de la muestra

La muestra estaba compuesta por 74 sujetos, divididos en 39 casos y 35
controles. La distribucién de pacientes por estadios GOLD 2011 era: 14 (35,9%)
en estadio GOLD I, 22 (56,4%) en estadio GOLD I, 2 (5,1%) en estadio GOLD lll
y 1 (2,6%) en estadio GOLD IV. Los pacientes incluidos eran del subtipo poco
agudizador. La gran mayoria de los casos incluidos (34; 87,2%) no habian tenido
ninguna agudizacion en el afio previo y 5 casos (12,8%) referian haber tenido
una agudizacion. No hubo ningun caso que refiriera haber tenido dos o mas
agudizaciones, por lo que ningun caso correspondia al fenotipo agudizador

frecuente [161].

Los pacientes con EPOC estaban tratados en un 13,2% con corticoides
inhalados, de los que todos estaban en tratamiento combinado, con
broncodilatador de accidén larga (LABA) de forma aislada habia 4 pacientes
(5,4%). Un 26,3% estaban en tratamiento con tiotropio. El resto de los
tratamientos estan resumidos en la Tabla 1. La dosis media de corticoides

inhalados en los pacientes con EPOC era de 437,5 (426,9) ug/d.

En la tabla 2 se resumen el tipo de cirugia practicada, los estadios clinicos pre-
quirdrgicos de la enfermedad, asi como la histologia de los tumores. Las
principales neoplasias fueron adenocarcinomas y epidermoides. Dentro del
grupo de otras neoplasias figuraban el carcinoma de células grandes, tumor
carcinoide o tumor neuroendocrino entre otros. Aunque todos los casos se
intervinieron por sospecha de neoplasia, un 8,2% de los pacientes tenian o bien

una tumoracion de histologia benigna o bien una patologia no neoplasica.
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Tabla 1. Caracteristicas basales de los casos y controles participantes en el

estudio.

Muestra
completa Casos Controles | Valor
(n=74) (n=39) (n=35) p*

Tabaquismo activo 19 (25,7%) 11 (28,2%) 8 (22,9%) 0,013
Consumo acumulado | 50,65(68,5) 52,08 (27,9) | 48,8 (99,5) NS
(pag-afio)
Hombres 63 (85,1%) 36 (92,3%) 27 (77,1%) NS
Edad 64,39 (9,3) 66 (7,6) 62,4 (10,7) NS
Indice de masa 26 (6,01) 27,21(4,9) | 26,33(4,4) NS
corporal (Kg/m?2)
Charlson-edad 5,32 (2,02) 6,02 (1,7) 4,54 (2,09) 0,001
AINE 13 (16,7%) 9 (23,1%) 4 (10,3%) NS
Hipolipemiante 18 (24,7%) 11 (28,2%) 6 (15,4%) NS
Anticoagulante 8 (10,4%) 4 (10,3%) 4 (10,5%) NS
FVC (%) 92,14 (17,5) | 151,1(365,1) | 91,1 (15,3) NS
FEV1 (%) 78,79 (17,85) 70,6 (14,3) 84,1 (15,1) | <0,001
FEV1/FVC (%) 67,86 (10,62) 60,2 (8,4) 74,3 (6,1) < 0,001

Datos expresados como media (desviacion estandar) o con las frecuencias

absolutas (relativas) segun el caso.

*Datos analizados con el test de la t de Student para datos independientes o el

test x* segun la naturaleza de los datos.

FVC: capacidad vital forzada. FEV;: volumen espirado forzado en el primer

segundo. NS: diferencias no significativas.
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Tabla 2. Descripcion de las neoplasias de los casos y controles.

a) estadificacion

Estadificacion TNM

* TA 13 (17,6%) 6 (15,3%) 7 (20%)

* B 18 (24,3%) 11 (28,2%) 7 (20%)

*IIA 4 (5,4%) 3 (7,6%) 1(2,8%)
*11B 12 (16,2%) 7 (17,9%) 5 (14,2%)
*TITIA 19 (25,7%) 10 (25,6%) 9 (25,7%)

*TIIB 1(1,4%) 0 1(2,8%)

I\Y) 1(1,4%) 0 1(2,8%)
No maligno 6 (8,1%) 2 (5,1%) 4 (11,4%)

NS: diferencias no significativas

b) tipo de reseccién quirargica

Tipo de reseccién

*Lobectomia 63 (85,1%) 32 (50,7%) 31(49,2%)
*Neumectomia 9 (12,2%) 6 (66,6%) 3 (33,3%)
*Reseccion Atipica 2 (2,7%) 1 (50%) 1 (50%)

NS: diferencias no significativas
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c) histologia tumoral

NS

Histologia tumoral

* Adenocarcinoma 31 (41,9%) 13 (41,9%) 18 (58,1%)

* Otros 9 (13,6%)

* No neoplasia 3 (4,1%) 1(33,3%) 2 (66,6%)

NS: diferencias no significativas
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Objetivo 1. Explorar la existencia de una expresion génica de RFA en

sujetos sanos y compararla con los pacientes con EP OC.

Al analizar la expresion génica en ambos tejidos pulmonares, observamos que
efectivamente tanto el parénquima pulmonar como el tejido bronquial expresan
ambos biomarcadores. En los sujetos control sin la enfermedad observamos una
sobre-produccion de estos biomarcadores que era consistentemente mas

significativa en el bronquio que en el parénquima pulmonar (figuras 1-4).

Al comparar casos con controles, observamos una sobre-produccion de
mediadores inflamatorios en los pacientes con EPOC con unas diferencias
significativas para la PCR y el AAS1 (figura 5-8). La diferente expresion en PCR
(figura 5) fue mas llamativa en el bronquio con una diferencia significativa con un
valor de p de 0,007. El AAS1 también present6 diferencias de mayor relevancia
en el bronquio frente al parénquima pulmonar (p = 0,076). De igual forma, el
AAS4 mostré una mayor sobre-produccion en el tejido bronquial entre casos y
controles (p = 0,039). Sin embargo, el AAS2 no presento diferencias entre

ambos grupos de estudio en ninguna de las localizaciones.
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Figura 1. Expresion de proteina C reactiva (PCR) en casos (arriba) y controles

(abajo) segun la localizacion anatomica.
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Figura 2. Expresion de amiloide A sérico 1 (AAS1) en casos (arriba) y controles

(abajo) segun la localizacion anatémica.
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Figura 3. Expresion de amiloide A sérico 2 (AAS2) en casos (arriba) y en

controles (abajo) segun la localizacién anatomica.
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Figura 4. Expresion de amiloide A sérico 4 (AAS4) en casos (arriba) y en sujetos

sanos (abajo) y segun la localizacion anatémica.
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Figura 5. Comparacion de la expresion de PCR entre casos y controles

bronquio (arriba) y parénquima (abajo).
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Figura 6. Comparacion de la expresion de AAS1 entre casos y controles en

bronquio (arriba) y parénquima (abajo).
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Figura 7. Comparacion de la expresion de AAS2 entre casos y controles en

bronquio (arriba) y parénquima (abajo).
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Figura 8. Comparacion de la expresion de AAS4 entre casos y controles en

bronquio (arriba) y parénquima (abajo).
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Objetivo 2. Comparar la expresion génica de PCR v A AS en el tejido

bronquial y en parénguima de pulmén humano.

Como ya se ha comentado, la expresion en tejido bronquial era superior a la
expresion a la mostrada en parénquima pulmonar (figuras 1-4), tanto para los

casos con EPOC como para el grupo control.

Hemos representado la magnitud de esta mayor produccién comparando ambas
localizaciones pulmonares para cada una de las moléculas estudiadas. Como se
observa en la Figura 9, era significativamente superior en los casos. Esta misma
asociacion pudimos ponerla de manifiesto para el AAS1 que también presentaba
este aumento de produccién en el bronquio de los casos. Sin embargo, el AAS2,
a pesar de que la produccion de AAS2 también estaba aumentada en el
bronquio, las diferencias entre casos y controles eran menos llamativas.
Curiosamente, la AAS4 de expresidn constitutiva también presentaba este

patrén.

Estos hallazgos sugieren un mayor papel del bronquio en la produccion de estos

biomarcadores que el parénquima en nuestra cohorte de casos.
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Figura 9. Expresion relativa de PCR en bronquio con respecto al parénquima

(p=0,012).
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Figura 10. Expresion relativa de AAS1 en bronquio con respecto al parénquima

bronquio.
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Figura 11. Expresion relativa de AAS2 en bronquio con respecto al parénquima.
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Figura 12. Expresion relativa de AAS4 en bronquio con respecto al parénquima.
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Objetivo 3. Determinar la expresion de PCR y AAS en células epiteliales,

macrofaqgos v fibroblastos pulmonares humanos.

La expresion génica de reactantes de fase aguda en los tres tipos celulares
estudiados estan reflejadas en las figuras 13-16. Como puede apreciarse, tanto
en fibroblastos, epiteliales y macréfagos pulmonares sintetizan estos reactantes
de fase aguda. A pesar de que las diferencias no son llamativas, parece que la
produccién de PCR estaria mas elevada en células epiteliales de sujetos sin
EPOC, mientras que los diversos genes de AAS estarian elevados en epiteliales
y macréfagos. En concreto AAS4 parece estar constitutivamente mas expresado

en macréfagos que el resto.

Al estudiar las correlaciones entre los distintos tipos celulares en sujetos sin
EPOC, observamos algunas relaciones interesantes (Tabla 3). Para la PCR los
datos nos muestran una correlacion que sélo es relevante para el binomio
macroéfago-epitelial. Sin embargo, esta relacion unica entre macréfagos y células
epitaliales se expande a todos los tipos celulares al evaluar los genes del AAS.
En concreto AAS1 y AAS4 tiene una amplia correlacion entre todos los tipos
celulares. Curiosamente, AAS2 tan solo mantiene esta correlacion de nuevo para

macroéfagos-epiteliales
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Figura 13. Expresion relativa de PCR en los grupos celulares estudiados de

sujetos control.
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Figura 14. Expresion relativa de AAS1 en los grupos celulares estudiados de

sujetos control.

006

0057

004

003

002-

001

Expresion relativa de AAS1 en células de
controles

000 T 1
Fibroblastos Epiteliales Macrofagos

74—



Figura 15. Expresion relativa de AAS2 en los grupos celulares estudiados de

sujetos control.
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Figura 16. Expresion relativa de AAS4 en los grupos celulares estudiados de

sujetos control.
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Tabla 3. Matriz de correlaciones en expresion de PCR entre grupos celulares en

sujetos sin EPOC.

Fibroblastos Epiteliales Macroéfagos
PCR Fibroblastos 1 r=0,303 r=0,265
p=0,077 p=0,124
Epiteliales r=0,303 1 r=0,527
p=0,077 p=0,001
Macréfagos r=0,265 r=0,527 1
p=0,124 p=0,001
AAS1 Fibroblastos r=0,667 r=0,619
p<0,001 p<0,001
Epiteliales r=0,667 1 r=0,572
p<0,001 p<0,001
Macréfagos r=0,619 r=0,572 1
p<0,001 p<0,001
AAS2 Fibroblastos 1 r=0,439 r=0,051
p=0,008 p=0,771
Epiteliales r=0,439 1 r=0,036
p=0,008 p=0,838
Macrofagos r=0,051 r=0,036 1
p=0,771 p=0,838
AAS4 Fibroblastos 1 r=0,549 r=0,647
p=0,001 p<0,001
Epiteliales r=0,549 1 r=0,499
p=0,001 p=0,002
Macréfagos r=0,647 r=0,499 1
p<0,001 p=0,002

Datos analizados mediante el test de correlacion lineal simple. R: coeficiente de

correlacion.

PCR: proteina C reactiva; AAS1: amiloide A sérico 1; AAS2: amiloide A sérico 2;

AAS3: amiloide A sérico 3; AAS4: amiloide A sérico 4.
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Objetivo 4. Comparar la expresion génica de RFA en dichos grupos

celulares entre pacientes con EPOC frente a fumador es sanos.

Al analizar la expresion génica de cada marcador en el grupo de casos,
observamos dos fenémenos relevantes. El primero es que el protagonismo de
secrecion de algunos tipos celulares se modifica. En cuanto a la PCR, mientras
gue en los controles observdbamos una sintesis mas o menos similar en todos
los grupos con un ligero descenso en los macréfagos (Figura 13), en los
pacientes con EPOC adquiere un mayor papel las células epiteliales (Figura 17).
De manera similar, el AAS1 presentaba una sintesis similar en todos los tipos
celulares con una ligera disminucion de los fibroblastos (Figura 14). Sin
embargo, en el caso de los pacientes con EPOC, aparece una sintesis

aumentada en las células epiteliales nuevamente (Figura 18).

Por otro lado, la importancia de los tipos celulares en los dos marcadores
restantes, también es cualitativamente diferente. AAS2 que en los controles tenia
una expresion similar para todos los tipos celulares (Figura 15), en el caso de los
pacientes con EPOC prevalece la expresidon en fibroblastos (Figura 19).
Analogamente AAS4 que expresaba constitutivamente de manera mas
importante en macrofagos (Figura 16), cambia su expresion para mostrar mayor
sintesis en fibroblastos (Figura 20). Curiosamente, la matriz de correlaciones

entre tipos celulares (Tabla 4) era muy parecida a la de los controles (Tabla 3).

Finalmente, en las figuras 21-24 se presentan las comparaciones entre casos y
controles en cada tipo celular. Los hallazgos son complementarios a lo referido

en parrafos anteriores.
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Figura 17. Expresion relativa de PCR en los grupos celulares estudiados de

sujetos con EPOC.
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Figura 18. Expresion relativa de AAS1 en los grupos celulares estudiados de

sujetos con EPOC.
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Figura 19. Expresion relativa de AAS2 en los grupos

sujetos con EPOC.
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Figura 20. Expresion relativa de AAS4 en los grupos

sujetos con EPOC.
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Tabla 4. Matriz de correlaciones en expresion de PCR entre grupos celulares en

sujetos con EPOC.

Fibroblastos Epiteliales Macréfagos
PCR Fibroblastos 1 r=0,263 r=0,285
p=0,106 p=0,079
Epiteliales r=0,263 r=0,668
p=0,106 p<0,001
Macrofagos r=0,285 r=0,668 1
p=0,079 p<0,001
AAS1 Fibroblastos 1 r=0,648 r=0,515
p<0,001 p=0,001
Epiteliales r=0,648 1 r=0,496
p<0,001 p=0,001
Macréfagos r=0,515 r=0,496 1
p=0,001 p=0,001
AAS2 Fibroblastos 1 r=0,485 r=0,297
p=0,002 p=0,066
Epiteliales r=0,485 1 r=0,264
p=0,002 p=0,105
Macroéfagos r=0,297 r=0,264
p=0,066 p=0,105
AAS4 Fibroblastos 1 r=0,547 r=0,665
p<0,001 p<0,001
Epiteliales r=0,547 1 r=0,594
p<0,001 p<0,001
Macréfagos r=0,665 r=0,594 1
p<0,001 p<0,001

Datos analizados mediante el test de correlacion lineal simple. R: coeficiente de

correlacion.

PCR: proteina C reactiva; AAS1: amiloide A sérico 1; AAS2: amiloide A sérico 2;

AAS3: amiloide A sérico 3; AAS4: amiloide A sérico 4.
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Figura 21. Comparacion de la expresion relativa de PCR entre casos y controles.

a) fibroblastos, b) epiteliales, c) macrofagos.
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Figura 22. Comparacion de la expresion relativa de

controles. a) fibroblastos, b) epiteliales, c) macrofagos.
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Figura 23. Comparacion de la expresion relativa de AAS2 entre

controles. a) fibroblastos, b) epiteliales, ¢) macréfagos.
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Figura 24. Comparacion de la expresion relativa de AAS4 entre casos Yy

controles. a) fibroblastos, b) epiteliales, c) macrofagos.
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Discusion.

El presente estudio proporciona informacion sobre la sintesis de PCR y SAA en
el parénquima pulmonar y el tejido bronquial, siendo ésta produccion diferente
entre pacientes con EPOC y fumadores sin la enfermedad. Junto a esto, analiza
qué tipos celulares pulmonares son los principales responsables de esta
secrecion, mostrando diferencias en su produccion segun el tipo celular y la

presencia o no de enfermedad.

Con el fin de interpretar correctamente los resultados existen varias cuestiones
gque deben ser tomadas en consideracion. En primer lugar, debido a que todos
los sujetos incluidos en el estudio son pacientes que ingresan de forma
programada para cirugia de reseccién pulmonar (lobectomia o neumonectomia)
por sospecha de neoplasia pulmonar primaria, y que por lo tanto cumplian los
criterios establecidos para la realizacion de la cirugia, la mayoria de los
pacientes EPOC, un 92,3%, tenia una alteracion de la funcién pulmonar de
grado leve o moderado (estadio | y Il de la GOLD). Si bien, esto puede dar una
falta de homogeneidad en la representatividad de la muestra, debido a los
criterios de seleccion de candidatos a cirugia de reseccion pulmonar, no
podemos obtener muestras quirdrgicas de pacientes con EPOC en estadios
avanzados. Por otro lado, un 7,7% de los pacientes pertenecian a los estadios
mas severos de la enfermedad. Estos casos fueron adecuadamente valorados
por Anestesiologia y se consideraron candidatos para la cirugia de reseccion
pulmonar por tener un bajo estadio tumoral y buenas condiciones generales del

paciente que hacian posible la reseccion quirdrgica del tumor.
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Dentro de los pacientes con EPOC, existe un grupo que parece ser mas
susceptible a tener exacerbaciones. Llamamos fenotipo agudizador frecuente al
gque presentan los pacientes que sufren dos o mas exacerbaciones al afio. Se
han descrito diversos factores predisponentes a tener una exacerbacion. Y el
aumento de las exacerbaciones se ha relacionado con la severidad de la
enfermedad. Diversos estudios afirman que los pacientes en estadio IV de la
GOLD tienen el doble de exacerbaciones que los que se encuentran en el
estadio Il [162], esto determina la calidad de vida de estos pacientes e influye en
su mortalidad. Sin embargo la diferencia en la severidad de estas
exacerbaciones parece no tener consecuencias en la evolucion de la
enfermedad. En nuestra poblacibn no existia ningdn paciente que
correspondiera con este fenotipo, ya que consideramos que el aumento de
medicacién en cada agudizacion y la inestabilidad clinica del enfermo podria
interferir en nuestros resultados. Si bien, es verdad que las agudizaciones que
consideramos en el presente trabajo eran las referidas por el paciente. Esto
puede producir un sesgo, ya que aunque las agudizaciones no mencionadas por
el paciente estan asociadas a menor intensidad y gravedad de los sintomas, que
aquellas agudizaciones que si recuerda el paciente, se ha demostrado que estas
agudizaciones no referidas tienen un impacto considerable en la calidad de vida

de los pacientes EPOC [163], por lo que existen diversas estrategias para

identificarlas y prevenirlas.

En cuanto a las variables clinicas y demograficas existian algunas diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos. El grado de tabaquismo en
el momento de la recogida de datos era mayor en los EPOC, que en los
controles (Tablal). Esto puede ser logico ya que la relacién del tabaco con la

EPOC es dosis-dependiente, por lo que cuanto mas tiempo de exposicidn exista,
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mayor repercusion habra en la caida de la funcion pulmonar y por tanto habré

més probabilidad de desarrollar la enfermedad.

Por otro lado, la presencia de comorbilidades también fue distinta. Escogimos el
indice de Charlson-edad en lugar del Charlson original, por haberse demostrado
una mejor correlacion con la supervivencia de los pacientes EPOC estudiados
[164]. El indice de Charlson-edad presentaba diferencias relevantes a pesar de
tener una edad similar en ambos grupos (Tabla 1). Esta diferencia en parte es
atribuible a la edad, con una p de 0,06 y en algunos casos puede hacer que
estas diferencias hagan un sumatorio con el Charlson relevante. Las diferencias
en las comorbilidades es un rasgo caracteristico de la EPOC. Diversos estudios
[165] sefialan como ademas de que la EPOC es una enfermedad con
importantes consecuencias sistémicas, no todos los pacientes tienen el mismo
namero de comorbilidades y no a todos los pacientes les afectan con la misma

intensidad.

Una consideracion metodoldgica importante es la presencia de una neoplasia en
los sujetos a estudio. Este hecho tiene dos puntos a analizar. En primer lugar,
aunque las muestras tomadas corresponden a tejido  pulmonar
macroscopicamente sano, no se conocen los cambios en la expresion de RFA
que una neoplasia de pulmén produce en el parénquima sano circundante
aunque sea distalmente. En este sentido, tampoco se conoce si estas
alteraciones podrian estar presentes segun el tipo histolégico de tumor. Por este
motivo, los tipos histoldgicos estaban repartidos adecuadamente con un nimero

proporcional entre cada tipo de neoplasia

En segundo lugar, a pesar de que macroscépicamente el tejido analizado no

estaba afectado por el tumor, siempre podria quedar la duda de si habria algin
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tipo de afectacion microscopica. No obstante con la informacion de las técnicas
diagndsticas y de imagen actuales de alta resolucion parece que esto seria muy
improbable. En cualquier caso, los resultados de nuestro proyecto deben
aplicarse estrictamente a pacientes con EPOC y una neoplasia de pulmon

localizada.

Por otro lado, a pesar de todos los casos fueron operados por sospecha de
malignidad, el 8,2%% no tenia una enfermedad maligna. De hecho, los
pacientes con EPOC son mas propensos a tener un tumor maligno. Aunque este
no era el proposito del estudio, este hallazgo no es sorprendente. Varios
estudios han abordado la relacion entre estas dos enfermedades que se enlazan
entre si mas alla de tener un factor de riesgo comun, que es el humo del tabaco.
A este respecto, se han encontrado varios marcadores genéticos y de
epigenética en comun entre ambos procesos [166,167].Curiosamente, existe un
estudio reciente de 2.507 pacientes con EPOC seguidos durante 60 meses
[168].Estos autores identificaron los estadios | y Il de la GOLD 2011, una mayor
edad, un menor indice de masa corporal, y una capacidad de difusion pulmonar
de monéxido de carbono menor del 80%, con el diagndéstico de céancer de
pulmén. Sin embargo, al analizar la inflamacion local, dicho estudio no encontro
una asociacion entre tener un cancer de pulmoén y los resultados de la expresion

génica de estos biomarcadores.

En tercer lugar, ya que la cirugia en si puede ser un estimulo potencial de los
biomarcadores estudiados, se decidié excluir los casos con un tiempo entre la
apertura del plano cutdneo y la extraccion de la pieza quirdrgica mayor de 3
horas. Esta descrito que el aumento se produce el mismo dia varias horas

después de la lesibn aguda y que se mantiene elevado durante varios dias
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[140].Por lo tanto, se considera el plazo de tres horas como un tiempo razonable

para este tipo de procedimientos quirtrgicos sin complicaciones.

Al analizar la expresidn génica en ambos tejidos pulmonares, observamos como
tanto el parénquima pulmonar como el tejido bronquial expresan ambos RFA.
Nuestros resultados sugieren que existe un patron de secrecion distinto en
funcién de la localizaciébn anatémica. La sintesis local de PCR es mayor en el
bronquio de la misma manera a lo que ocurre para el AAS que es sintetizado en
mayor medida por el mismo compartimento anatdmico, alcanzando ademas en
este caso la significacion estadisticas para el AAS-1 y el AAS-4. Al realizar el
andlisis separando la poblacion en pacientes con EPOC y fumadores sin la
enfermedad, comprobamos que estas diferencias se mantenian a favor de la
presencia de enfermedad, a excepcion del AAS2 en parénquima, cuya secrecion
era mayor en los controles que en los sujetos con la enfermedad. Este diferente
patron de secrecion es muy interesante y podria ser util para intentar dilucidar la
aportacion de cada compartimento anatomico a la enfermedad. En este sentido,
el distinto fenotipo (bronquial o enfisematoso) podria estar influyendo en
nuestros resultados. La mayor produccién de RFA en el bronquio puede ser
debido a que exista gran componente enfisematoso en el parénquima pulmonar
estudiado, por lo tanto gran destruccion tisular y menor capacidad de reaccion
inflamatoria. En el presente trabajo no hemos valorado la importancia de este
componente de enfisema, lo que podria ser Util realizar en futuros trabajos para

poder realizar una adecuada interpretacion de estos resultados.

El AAS ha sido descrito como marcador de inflamacién en las exacerbaciones de
pacientes con EPOC [169]; sin embargo, no hay trabajos sobre la expresion de
dicho RFA en pacientes estables, por lo que estos hallazgos podrian abrir una

nueva vertiente en el estudio de la patogénesis de la inflamacién sistémica de la
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enfermedad. En relacién con el AAS, aunque algun estudio previo ha analizado
el valor del mismo como marcador tumoral en pacientes con cancer de pulmén
[170], el papel de este RFA en la EPOC no ha sido estudiado en profundidad.
Aun asi, todos los sujetos incluidos en este trabajo estaban afectos de céncer,
de modo que las diferencias en la expresién de AAS en funcion de la localizacién
anatomica no quedan explicadas por la existencia de la enfermedad neoplasica

de base y habria que buscar una respuesta a este patron de sintesis del AAS.

Segun estudios previos existe una correlacion entre los niveles séricos de PCR y
la rapida progresion de la de la enfermedad. En estos trabajos se describe una
relacion entre la concentracion sérica de PCR con la disminucion del FEV; en
pacientes con EPOC, de forma que a mayor concentracién de PCR mas rapido
serd el empeoramiento del FEV, [171]. En este sentido, hubiera sido interesante
incluir en el estudio a pacientes en fases avanzadas de la enfermedad para
poder analizar la expresion local de los RFA y comparar la diferencia segun los
distintos estadios de la GOLD. Como se describe en nuestros resultados, los
pacientes eran EPOC leve-moderados en su mayoria. Como se ha descrito
anteriormente, esto fue debido a la imposibilidad para incluir pacientes en
estadio IV de la enfermedad, ya que esta situacion contraindicaba la cirugia,
pudiendo considerarse este hecho como una de las limitaciones inherentes al
disefio del presente trabajo. Este hecho también incide en nuestros resultados,
ya que es probable que pacientes con una enfermedad mas severa tuvieran un
patron de secrecion distinto y pudieran obtenerse mayores diferencias en los

estudios inferenciales.

La falta de relacién entre la expresion de los RFA y la dosis de corticoides
inhalados es interesante. La relacién entre corticoides inhalados y expresion

sistémica de PCR es un tema de actual controversia. Inicialmente un grupo
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canadiense demostré que la toma de corticoides inhalados estaba relacionada
con la concentracion sérica de PCR [172], sugiriéndose que el depdsito
pulmonar de estos farmacos contribuiria a una menor secrecion. Sin embargo,
posteriormente, ese mismo grupo en un estudio mas amplio y con un disefio mas
elaborado concluia que esto parecia no ser asi, de manera que el depdésito
pulmonar de corticoides no influiria en la secreciéon de RFA [173]. Segun los
datos de nuestro trabajo, la dosis de corticoides no esta relacionada con la
secrecion de estas moléculas inflamatorias, contribuyendo a corroborar los
ultimos datos publicados en este sentido. Estos resultados apuntan igualmente
al menor efecto de los corticoides inhalados en la EPOC, en contraposicién a lo

que ocurre en otras broncopatias crénicas como el asma bronquial.

A la luz de los resultados de esta primera parte del presente trabajo, podrian
establecerse dos nuevas lineas de trabajo para el futuro. Por un lado, seria
necesario dilucidar si esta secrecion pulmonar es de suficiente relevancia como
para justificar la elevacion de estas proteinas en sangre periférica ya conocida.
En el presente trabajo no hemos podido encontrar esa relacion, sugiriéndose
gue la mayor parte de la secrecion se realizaria a nivel hepatico. Por tanto, la
importancia de la produccion local de estos RFA tendria mas una accion local
gue sistémica. Por otro lado, es posible que los polimorfismos de la PCR tengan
relacion con los resultados obtenidos. Actualmente existen numerosos
polimorfismos de la PCR descritos, muchos de ellos con relevancia clinica. Por
ejemplo, sabemos que el polimorfismo rs1205 esta relacionado con la EPOC,
ejerciendo un efecto protector sobre la funcién pulmonar con una relacién
inversa con el nivel de PCR en suero [174]. Aunque el estudio de los

polimorfismos de la PCR esta fuera de los objetivos del presente estudio, seria
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interesante realizar un analisis de los principales polimorfismos con relevancia

clinica en nuestra poblacién.

Tras comprobar como el patron inflamatorio de los pacientes con EPOC se
modifica con respecto los fumadores sanos. La segunda parte del presente
trabajo se centra en completar estos resultados mediante el estudio de diferentes
grupos celulares con objeto de buscar cuales son las células implicadas en esta

sintesis.

De los resultados obtenidos podemos obtener dos conclusiones relevantes. En
primer lugar, comprobamos como tanto los fibroblastos, las células epiteliales y
los macrofagos sintetizan PCR y AAS. El papel de estos grupos celulares en la
patogenia de la EPOC se ha estudiado previamente en diversos trabajos.
Estudios sobre biopsias bronquiales identifican a las células epiteliales como
componentes del proceso inflamatorio [175], afiadiendo que esta relacion esta
asociada a la intensidad del tabaquismo [176]. Por otro lado, los fibroblastos
intervienen en la patogenia de la EPOC especialmente en la afectacion
bronquiolar de la via aérea fina, en la que se ha demostrado una proliferacion
peribronquiolar que resulta ser el factor mas limitante en la génesis de la
obstruccién cronica al flujo aéreo [177]. Ademas se ha demostrado que los
macrofagos tienen un papel muy relevante en la patogenia de los pacientes con
EPOC [178]. En este sentido, su papel como primera barrera de defensa innata
en la via aérea y el parénquima pulmonar ante estimulos nocivos crénicos como
el humo del tabaco, les hace tener un papel central en la coordinacion de la

respuesta inmune frente a las particulas inhaladas disueltas en el humo.

El segundo hallazgo importante de nuestro trabajo, es que la sintesis de ambos

marcadores es diferente segun el grupo celular. La produccion de PCR es mayor
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en las células epiteliales de los sujetos sin la enfermedad (sujetos control), esto
puede resultar contradictorio respecto a nuestros resultados anteriores donde
tomaba protagonismo la existencia de enfermedad en la sintesis de estos
marcadores. Mientras que los diversos genes de AAS estarian mas elevados en

células epiteliales y macréfagos.

Sin embargo, para la correcta interpretacién de estos resultados es importante
tener en cuenta que en nuestro trabajo, la muestra obtenida fue de parénquima
pulmonar, no de via aérea. Esto implica que, los fibroblastos, macréfagos y las
células epiteliales obtenidas son, en el mejor de los casos, de la via aérea
terminal y con toda seguridad del parénquima pulmonar. En este sentido, parece
que el papel de estos grupos celulares podria ser mas relevante en la via aérea
de mayor calibre [179]. Por el contrario, el efecto esperado en la afectacion
parenquimatosa de la EPOC seria la aparicion de enfisema pulmonar como
resultado del desequilibrio de diversos mecanismos patogenéticos entre los que
juegan un papel relevante, el equilibrio oxidacién-antioxidacion [180], proteasas-
antiproteasas [181] y la potenciacion de la apoptosis [182]. Consecuentemente,
células epiteliales, macrofagos y fibroblastos tendrian un papel escaso al estar o

ausentes o disminuidos en ndmero.

En la comparacion de la expresion génica de ambos RFA en dichos grupos
celulares entre pacientes con EPOC y sujetos sin la enfermedad, podemos
sefialar dos aspectos interesantes. En primer lugar, la secrecién celular se
modifica ante la presencia de enfermedad. El predominio de la sintesis en
células epiteliales en sujetos con la enfermedad podria ser consecuencia del
remodelado producido en el tejido pulmonar de pacientes con EPOC. El
envejecimiento acelerado de las células o senescencia, resulta en una serie de

perturbaciones en la funcion y morfologia celular que culminan en el fallo celular.
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[183]. Parece haber suficiente evidencia para decir que las células estructurales
residentes en el pulmon y los linfocitos en el sistema circulatorio en pacientes
con EPOC muestran marcadores de senescencia y acelerado envejecimiento,
los cuales van en potencial detrimento de la reparacién pulmonar normal. Este
dafo epitelial, podria tener como consecuencia un aumento de la respuesta
inflamatoria en estas células. En el borde de la lesion, las células no dafiadas se
diferenciarian y emigrarian para cubrir el area lesionada y se liberaria una serie
de citoquinas pro-inflamatorias y factores de crecimiento para atraer proteinas y
células necesarias para la reparacion de la matriz extra celular, lo cual es crucial
para la reparacion del tejido dafiado. El proceso de re-epitelizacion inicia la

respuesta inflamatoria y con ello el inicio de la reparacién [184].

Por otro lado, la variabilidad en la importancia de los tipos celulares en los dos
marcadores restantes, es interesante. Tanto el AAS2 como el AAS4 en los
pacientes EPOC tienen una mayor expresion en fibroblastos, lo que daria un
mayor protagonismo al papel de éstas células en la respuesta inflamatoria. Los
fibroblastos son las principales células responsables en la produccion y
mantenimiento de la matriz extracelular en el pulmén [48]. Por tanto, la alteracion
en la capacidad funcional de estos fibroblastos, puede desempefiar un papel
relevante en la patogénesis del enfisema pulmonar, que se traduce en una
desestructuracién del tejido. Como ya hemos comentado, en el presente trabajo
no hemos realizado determinacion del grado de enfisema en nuestros casos, o
cual podria ser una medida interesante a realizar en futuros estudios. Esta
alteracion estructural mantenida en el tiempo puede ser la causante de diversas
repercusiones clinicas de la enfermedad, y por tanto estar relacionada con el
grado de inflamacién y expresiéon de los marcadores mencionados en los

fibroblastos.
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Con estos datos, no podemos descartar que sean otros grupos celulares los que
participen en esta sintesis de manera mas importante. En este sentido, nuestro
grupo esta estudiando la expresion de estos marcadores en células dendriticas
cuyos resultados esperamos tener proximamente. La relacion con este tipo
celular puede ser mas plausible. Las células dendriticas parecen ser un agente
clave en la modulacion de la respuesta inmune y podrian tener un papel
relevante en la patogenia de la enfermedad. Por el momento existen datos
contradictorios en la literatura sobre la importancia en la patogenia de la EPOC
[185, 186]. Por este motivo, nuestro grupo ha iniciado un nuevo proyecto de
investigacion financiado por FIS para tratar de dilucidar el papel de estas células

en este contexto clinico.
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Conclusiones.

PRIMERA. La metodologia empleada en la presente Tesis Doctoral nos ha
permitido avanzar en los conocimientos de la produccion de mediadores

inflamatorios por el aparato respiratorio del paciente con EPOC.

SEGUNDA. De acuerdo con la metodologia empleada, hemos podido constatar
que el tejido pulmonar es capaz de sintetizar reactantes de fase aguda de
manera consustancial tanto en el tejido bronquial como en el parénquima

pulmonar.

TERCERA. Nuestros resultados muestran que la produccion de ambos
biomarcadores es diferente segin se trate de pacientes con EPOC o de

fumadores que no han desarollado la enfermedad.

CUARTA. La secrecion de reactantes de fase aguda por el tejido pulmonar
difiere segun los diferentes compartimentos anatémicos pulmonares, de manera

que la produccién entre el parénquima y el tejido bronquial es diferente.

QUINTA. EI estudio de los tipos celulares separados mediante bolitas
magnéticas nos aporta poblaciones celulares aptas para el estudio de la sintesis

de biomarcadores.

SEXTA. El andlisis de la expresion de los biomarcadores analizados en los tres
tipos celulares, nos muestran que células epiteliales, macréfagos y fibroblastos

pulmonares humanos conservan esta capacidad de sintesis.

SEPTIMA.. El estudio comparativo entre distintos tipos celulares de pacients con
EPOC y fumadores sin la enfermedad nos muestra un patron de sintesis
diferente con una mayor participacion de las células epiteliales frente al resto de

tipos celulares en estos pacientes.
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OCTAVA. La repercusién loca y sistémica de esta produccion de biomarcadores
debe ser evaluada en el contexto del resto de tipos celulares que conforman el
tejido pulmonar, por lo que futuros trabajos deberan incluir otras células como

células dendriticas o endovasculares.

NOVENA. Es probable que este origen local de un marcador sistémico tenga
repercusiones clinicas que deberan ser dilucidadas en futuros trabajos, cuyos
resultados dibujardn un cuadro global de actuacién que aportara informacién
relevante sobre el papel de estas moléculas en la patogenia de la EPOC y sus

repercusiones sistémicas.
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Anexo I. informacion al paciente y consentimiento

informado.

Estimado paciente:

Préximamente, Ud. va a ser intervenido en el quiréfano por un problema de salud
relacionado con su aparato respiratorio. Durante la intervencion se le quitard
parte de un pulmoén. Esta parte quitada ir4 al laboratorio del hospital donde se
procedera a realizar cuantos analisis sean necesarios segun la naturaleza del
proceso que Ud. padezca.

Actualmente, estamos llevando a cabo un proyecto de investigacién con objeto
de determinar algunos mecanismos inflamatorios en pacientes con
enfermedades pulmonares. Por este motivo, le pedimos su colaboracion en este
proyecto.

Este estudio ha obtenido la aprobacion del Comité Etico del Hospital
Universitario Virgen del Rocio y en él se respetaran las recomendaciones éticas
internacionales para estudio con seres humanos (Declaracion de Helsinki). El
objetivo de este proyecto es estudiar algunas moléculas inflamatorias, llamadas
reactantes de fase aguda. Estas moléculas son producidas por el aparato
respiratorio y estan implicadas en algunos de los efectos perjudiciales del tabaco
en la salud. Nuestro objetivo es determinar qué célula es la responsable de su
produccion.

Durante su participacion en el estudio sera necesario realizarle una analitica de
sangre adicional, una medicion de la composicion corporal y una prueba de
marcha andando durante 6 minutos. Ademas, precisamos es su consentimiento
para poder realizar alguna prueba mas a la pieza anatémica que le sea extraida

durante la intervencion. Es importante que sepa que bajo ningln concepto se le
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extraera mayor cantidad de tejido de la que sea estrictamente necesaria por su
intervencion. En caso de que la muestra obtenida no sea satisfactoria para el
objetivo de este trabajo, no lo incluiremos en el estudio, pero en ningun caso se
tomaran muestras afiadidas para este trabajo.

Los beneficios que se derivaran de este estudio seran un mayor conocimiento de
los mecanismos que subyacen en la inflamacion pulmonar y que son
responsables de algunas enfermedades pulmonares y de sus repercusiones en
el resto del organismo y que, en un futuro, podrian dar lugar a nuevas dianas
terapéuticas.

Debe saber que Ud. no obtendra beneficio alguno por su participacion en este
estudio y que su participacién en el proyecto es altruista, por lo que no recibird
ninguna compensacion econémica ni de ningun otro tipo por su colaboracion.
Ademas, su colaboraciébn es completamente voluntaria, o que significa que
podra retirar su consentimiento y dejar de participar en el estudio en cualquier
momento, sin que por ello se altere la relacion con el equipo médico que le
atiende ni se produzca perjuicio alguno en su tratamiento.

Sus datos personales como participante del estudio se mantendran bajo estricta
confidencialidad (Ley Orgénica 15/1999, de proteccion de datos de caracter
personal) y so6lo el investigador principal del proyecto tendrd acceso a ellos. Las
muestras biol6gicas relacionadas con su caso estaran numeradas con un cédigo
para garantizar la confidencialidad de la muestra. El investigador principal sélo
utilizara sus datos personales Unicamente para localizarle en caso de que surja
alguna eventualidad relacionada con el proyecto.

Si tiene dudas sobre esta investigacidon puede contactar con el investigador

principal del proyecto, Dr. Lopez-Campos, en el teléfono 955013166.

— 106 —



Consentimiento informado.

Yo,

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

He hablado con el Dr.

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

-Sin tener que dar explicaciones.

-Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Sevilla, a de de

Firma del participante o su representante legal.
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Anexo II. Cuestionario estandarizado de recogida de

datos clinicos.

Fecha de recogida de los datos:

NHC: . Iniciales: . Edad: .Sexo (H/M
Antecedentes.
EPOC: Si/ No Fumador: Si/ Nunca / Exfumador

N° agudizaciones moderadas-severas en los Ultimos 12 meses:

Tiempo desde el dltimo cigarrillo: (indicar unidad de medida dias,

meses 0 afnos).

Consumo acumulado: pag-aio. Consumo actual: cig/dia.

Iindice de Charlson

IAM. 0.No [] 1.Si[]
Insuficiencia cardiaca congestiva. 0.No[] 1.Sil]
Enfermedad vascular periférica. 0.No[] 1.Sil]
Enfermedad cerebrovascular. 0.No[] 1.Sil]
Demencia. 0. No [_] 1.Si[]
Enfermedad respiratoria cronica. 0. No [_] 1.Si[]
Enfermedad del tejido conectivo. 0. No [_] 1.Si[]
Enfermedad ulcerosa gastro-duodenal. 0. No [_] 1.Si[]
Hemiplejia 0.No[] 2.Si[]
Leucemia 0.No[] 2.Si[]
Linfoma maligno 0.No[] 2.Si[]
Enfermedad hepatica 0. No [_] 1. Leve [ ]
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indice de Charlson

1. Sin afectacion

Diabetes 0. No [_]

6rganos Diana []
Enfermedad renal 0. No [_] 0. Leve [ ]
SIDA 0.No [] 6.Si[]
Tumor maligno solido 0. No [_] 2. Sin metastasis [_]

Otros antecedentes:

Clinica.

Disnea en situacion basal (escala modificada de la MRC):

0. Ausencia de disnea excepto al realizar ejercicio intenso.

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

pronunciada.

2. La disnea le produce una incapacidad de mantener el paso de otras

personas de la misma edad caminando en llano o tener que parar a

descansar al andar en llano al propio paso.

3. La disnea hace que tenga que parar a descansar al andar unos 90

metros o después de pocos minutos de andar en llano.

4. La disnea impide al paciente salir de casa o0 aparece con actividades

como vestirse o desvestirse

Farmaco y dosis

Tomas

Nota
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