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INTRODUCCION

La EPOC es una de las patologias de mayor pre-
valencia en el mundo occidental. Actualmente, en
Espafia hay una prevalencia de EPOC del 10,2% de
las personas entre 40 y 80 afios'. En términos ge-
nerales, la EPOC es una enfermedad con una alta
mortalidad que sigue aumentando?, siendo la cuarta
causa a nivel mundial. Debido a esto, la EPOC su-
pone un importante impacto econémico en el siste-
ma sanitario, tanto por el diagnostico y tratamiento
en fase estable, como por el derivado de los costes
por hospitalizacion’.

Recientemente, se ha demostrado que la EPOC,
lejos de ser una enfermedad con una repercusion ex-
clusivamente pulmonar, tiene una serie de importan-
tes connotaciones sistémicas. Aunque la patogenia
de las manifestaciones sistémicas de la enfermedad
estd aun poco clara, se ha sugerido que el aumento
de la concentraciéon en suero de diversas molécu-
las inflamatorias podtia tener un papel relevante, al
contribuir a un estado de inflamacién sistémica per-
manente, que podria ser responsable de algunos de
estos efectos sistémicos?, considerandose un factor
patogénico clave en la afectacion multidimensional
y heterogeneidad fenotipica de la enfermedad. De
esta manera, una de las hipotesis actualmente vigen-
tes en este sentido, defiende que un cierto grado de
inflamacién sistémica serfa el responsable de la co-
nexién entre estos fenémenos’.

La presencia de valores aumentados de marca-
dores inflamatorios plasmaticos, se ha asociado a la
presencia de muchos de los procesos extrapulmo-
nares relacionados con la EPOC. Se desconoce con
exactitud la relaciéon causa-efecto entre estos feno-
menos y si su modificacion puede alterar el curso
clinico de la enfermedad. Dentro de los distintos
marcadores inflamatorios sistémicos estudiados, los
llamados reactantes de fase aguda (RFA) parecen te-
ner una especial relevancia, debido a su importante
papel como nexo fisiolégico entre la respuesta infla-
matoria local y la sistémica®.

En un trabajo previo’, nuestro grupo demos-
traba que el tejido pulmonar es capaz de sintetizar
RFA, cuya secrecion puede estar relacionada con va-
riables clinicas de la enfermedad. El patrén de secre-
ci6én es diferente segin la localizacién anatémica®
Este diferente patron de secrecion es interesante y
podria ser atil para intentar dilucidar la aportacion
de la afectacion de cada compartimento anatémico
a la enfermedad. En el presente proyecto, nos plan-
teamos el estudio de diversos grupos celulares, con
objeto de evaluar qué células estan implicadas en
esta sintesis pulmonar de RFA.
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MATERIAL Y METODO

Se llevé a cabo un estudio analitico observacio-
nal de caso-control, en el que se compararon los
niveles de distintos RFA en diferentes tipos celula-
res de muestras quirurgicas de tejido pulmonar de
pacientes fumadores o exfumadores, con EPOC en
fase estable, frente a pacientes sin EPOC. El estu-
dio cont6 con la aprobacion del comité ético del
H.U. Virgen del Rocio, observandose las normas de
la Declaracion de Helsinki para estudios con seres
humanos y con el consentimiento informado por
escrito de cada participante previo a su inclusién en
el estudio. Todos los sujetos incluidos en el estudio
son pacientes que se encontraban en lista de espera
para cirugia de reseccion pulmonar (lobectomia o
neumonectomia) por sospecha de neoplasia pulmo-
nar primaria, que ingresaron de forma programada
en nuestra unidad para la realizacién de la técnica
quirdrgica prevista.

El diagnéstico de EPOC se realizé en funcion
de la normativa internacional GOLD 2010, exigién-
dose una exposicion prolongada a inhalantes de ries-
go (consumo acumulado de tabaco > 10 paq/afio) y
tener una espirometria con una obstruccién créonica
al flujo aéreo que no fuese completamente reversible
tras un test broncodilatador. Se excluyeron aquellos
pacientes que padecieran alguna enfermedad con-
comitante cronica o inflamatoria, que pudiese estar
asociada en la elevacion de los RFA, asf como aque-
llos pacientes que habian recibido quimioterapia o
radioterapia sobre el torax.

En caso de cumplir dichos criterios de inclu-
sioén, en una primera visita se realizé una evalua-
cion clinica, recogiendo de cada sujeto: edad, sexo,
evaluacion del estado nutricional, habito tabaquico
plasmado en paquetes/aflo, estabilidad clinica en los
meses previos, disnea usando la escala modificada
del Medical Research Council (mMRC), patologia con-
comitante y tratamiento médico habitual, recogido
en principio activo y dosis habitual, expresandose la
dosis de corticoides inhalados en pg/dia de flutica-
sona o equivalente. Se realiz6 una evaluacién funcio-
nal respiratoria, incluyendo espirometria, saturacion
de oxigeno y, si ésta era menor del 92%, gasometria
arterial y test de la marcha de 6 minutos.

EXTRACCION DE LA MUESTRA QUIRUR-
GICA

Durante la intervencién quirargica, se midié el
tiempo desde el inicio de la misma (apertura de pla-
no cutaneo) hasta la obtencién de la pieza quirtrgica.
Se selecciond una porcién de parénquima pulmonar,

165



Calero, C. Expresion diferencial de reactantes de fase aguda en distintos tipos celulares de pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva crinica

macroscopicamente normal y que estuviera alejada
de la lesiéon que habia motivado la intervencién. Esta
separacion se realizo en el quiréfano, en una mesita
auxiliar y sobre un campo quirargico estéril en hielo,
para preservar la biopsia lo mejor posible. El resto
de la pieza anatémica sigui6 el tratamiento habitual,
segin protocolo del hospital y acorde al caso clinico
del paciente.

INSTRUMENTOS DE MEDIDA

Escalas y cuestionarios: el consumo de tabaco se
recogié empleando el indice acumulado en paque-
tes-aflo. La disnea fue medida por la escala modifi-
cada del Medical Research Council (mnMRC)°. El estado
nutricional se evalué mediante el calculo del indice
de masa corporal, expresado en Kg/m?

Valoracion funcional respiratoria: la espirometria
se realizé siguiendo las recomendaciones de la So-
ciedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica
(SEPAR)". Para el test broncodilatador se emplea-
ron 500 pgr de terbutalina, administrada en dispo-
sitivo Turbuhaler, repitiéndose la espirometria con
la misma técnica a los 15 minutos de la inhalacién.
Se consideré un test broncodilatador positivo si au-
mentaba un 12% y 200 mL en la segunda espirome-
tria. La gasometria arterial se efectué con muestras
de sangre procedente de arteria radial o humeral y
las medidas de pH, PaO, y PaCO, se llevaron a cabo
en un gasémetro (ABL 700, Radiometer Copenbagen)
siguiendo las recomendaciones de la SEPAR'.

TRABAJO DE LABORATORIO

Se recogieron muestras de parénquima pulmonar
de cada uno de los pacientes (casos y controles) Al
fragmento de la muestra se le realizé una disgrega-
cion celular para obtener los fibroblastos, las células
epiteliales y los macréfagos. La disgregacion consta
de una trituracién mecanica, mediante bisturi, para
lograr fragmentos del menor tamafio posible y una
enzimatica, que se realizé en un medio de digestion,
cuya composicién fue: RPMI, 5% de Fetal Bovine
Serum (FBS), 1% de estreptomicina/penicilina, 1%
de L-glutamina (todos de PAA Laboratories, Gmb,
Alemania), 0,1 mM de 2-beta-mercaptoethanol (Sig-
ma, GmbH, Alemania), 1 mg/mL de colagenasa I
(Sigma, GmbH, Alemania) y 0,02 mg/ml de DNa-
sa 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
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1000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Posteriormen-
te se retir6 el sobrenadante y se lavd el pellet con
una solucién de PBS (phosphate buffered saline) a 10
mM de EDTA (acido etilendiaminotetraacético). A
continuacién, pasamos la muestra por un filtro de
40 um (Becton Dickinson, NJ, USA) y volvimos a
centrifugar a 1000 rpm durante 5 minutos a 4 °C,
retirando posteriormente el sobrenadante. Realiza-
mos una lisis de eritrocitos al pellet (Erythrocyte lysis
buffer, QIAGEN, Gmb, Alemania) siguiendo el pro-
tocolo del fabricante. La separacién de los distintos
tipos celulares, se realiz6 mediante la uniéon de las
células a anticuerpos especificos, ligados a bolitas
magnéticas (MACS microbeads, Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Gemany) segin las indicaciones del fabri-
cante. Los marcadores seleccionados fueron; CD326
(para células epiteliales), CDD14 (para macréfagos) y
anti-fibroblastos (para los fibroblastos). Tras incu-
bar las muestras con los diferentes anticuerpos, se
pasaron por una columna de separacién magnéti-
ca (MS MACS columna, Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany). Una vez que hubieran pasa-
do todas las células, recogimos las que quedaron en
la columna (CD326%, CD14* o fibroblastos) y les
realizamos la extracciéon de ARN mediante el méto-
do trizol-cloroformo (TRIsure™, Bioline 1.1d., United
Kingdom).

ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realizé con el software
Statistical Package for Social Sciences (SPSS) version 19.0
(IBM Corporation, Somers, Nueva York, EE.UU). Para
describir las variables se emplean las frecuencias ab-
solutas y relativas en el caso de variables cualitati-
vas. Las variables cuantitativas se describen median-
te la media y la desviacién estandar. El estudio de
la expresion de RFA a nivel celular, entre pacien-
tes EPOC y fumadores sanos, se realiza mediante
el estudio de sus medias mediante el test de 1a t de
Student para datos independientes (test de Mann-
Whitney, en caso de no paramétrico), previa veri-
ficacion de la igualdad de las varianzas con el test
de Levene. Igualmente, ambos tests (t de Student
y Pearson) son empleados para evaluar la relacién
entre la expresion de los RFA y las diversas caracte-
risticas clinicas y funcionales recogidas. Se acepta un
error alfa de 0,05.

RESULTADOS
Descripciéon de la muestra: la muestra estaba
compuesta por 74 sujetos, divididos en 39 pacien-
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tes EPOC y 35 fumadores sin la enfermedad (Tabla
1). La distribucién de pacientes por estadios GOLD
2011 era: 14 (35,9%) en estadio GOLD 1, 22 (56,4%)
en estadio GOLD 11, 2 (5,1%) en estadio GOLD I1I
y 1 (2,6%) en estadio GOLD IV. Los pacientes con
EPOC estaban tratados, en un 13,2%, con corticoi-
des inhalados, estando todos en tratamiento combi-
nado. La dosis media de corticoides inhalados en los
pacientes con EPOC era de 437,5 (426,9) pg/d.

Determinacion de la expresion de PCR y AAS
(amiloide A sérico) en células epiteliales, macrofa-
gos y fibroblastos pulmonares humanos en EPOCy
sujetos control: los resultados de la expresion estin
reflejados en las figuras 1 a 4. Tanto fibroblastos,
células epiteliales y macréfagos pulmonares, son ca-
paces de sintetizar estos reactantes de fase aguda.
A pesar de que las diferencias no son llamativas, en
sujetos control parece que la producciéon de PCR
estarfa mas elevada en células epiteliales (figura 1),
mientras que los diversos genes de AAS estarfan ele-
vados en epiteliales y macréfagos (figuras 2 a 4).

Al analizar la expresion génica de cada marca-
dor en el grupo de casos, observamos dos fenéme-
nos relevantes. El primero es que el protagonismo

de secrecion de algunos tipos celulares se modifica.
En cuanto a la PCR, mientras que en los contro-
les observabamos una sintesis mas o menos similar
en todos los grupos, con un ligero descenso en los
macréfagos, en los pacientes con EPOC adquieren
un mayor papel las células epiteliales (figura 1). De
igual manera, el AAST en el grupo control, presen-
taba una sintesis similar en todos los tipos celulares,
con una ligera disminucién de los fibroblastos. Sin
embargo, en el caso de los pacientes con EPOC,
aparece una sintesis aumentada en las células epite-
liales nuevamente (figura 2).

Por otro lado, la importancia de los tipos celu-
lares en los dos marcadores restantes, también es
cualitativamente diferente. E1 AAS2, que en los con-
troles tenfa una expresion similar para todos los ti-
pos celulares, en el caso de los pacientes con EPOC
prevalece la expresion en fibroblastos (figura 3).
Analogamente, AAS4 que en sujetos control expre-
saba constitutivamente de manera mds importante
en macréfagos, cambia su expresién en pacientes
EPOC, para mostrar mayor sintesis en fibroblastos
(figura 4).

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

Tabaquismo activo 19 (25,7%) 11 (28,2%) 8 (22,9%) 0,013
Consumo acumulado (paquetes/afio) 50,65 (68,5) 52,08 (27,9) 48,8 (99,5) NS
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 corporal (Kg/m?) 26 (6,01) 27,21 (4,9) 26,33 (4,4) NS
Chatlson-edad 5,32 (2,02) 6,02 (1,7) 4,54 (2,09) 0,001
FVC (%) 92,14 (17,5) 151,1 (365,1) 91,1 (15,3) NS
FEV, (%) 78,79 (17,85) 70,6 (14,3) 84,1 (15,1) <0,001
FEV /EVC (%) 67,86 (10,62) 60,2 (8,4) 743 (6,1) <0,001

Datos expresados como media (desviacion estandar), o con las frecuencias absolutas (relativas) segtin el caso.

*Datos analizados con el test de la t de Student para datos independientes, o el test ¥2 segin 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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Figura 1. Expresion relativa de PCR en los grupos celulares estudiados de sujetos EPOC y sujetos control. Se representan la media y el
intervalo de confianza al 95%.
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Figura 2. Expresion relativa de AAST en los grupos celulares estudiados de sujetos EPOC y sujetos control. Se representan la media y el
intervalo de confianza al 95%.
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DISCUSION

El presente estudio proporciona informacion re-
levante sobre la sintesis de PCR y AAS en el parén-
quima pulmonar, con objeto de analizar qué tipos
celulares pulmonares son los principales responsa-
bles de esta secrecién, mostrando diferencias en su
produccién, segun el tipo celular y la presencia o no
de enfermedad.

De los resultados obtenidos, podemos afirmar
que tanto los fibroblastos, las células epiteliales y los
macréfagos sintetizan PCR y AAS. El papel de es-
tos grupos celulares en la patogenia de la EPOC se
ha estudiado previamente en diversos trabajos. Es-
tudios sobre biopsias bronquiales identifican a las
células epiteliales como componentes del proceso
inflamatorio'?, afladiendo que esta relacion esta aso-
ciada a la intensidad del tabaquismo'. Por otro lado,
los fibroblastos intervienen en la patogenia de la
EPOC, especialmente en la afectacién bronquiolar
de la via aérea fina, en la que se ha demostrado una
proliferacién peribronquiolar, que resulta ser el fac-
tor mds limitante en la génesis de la obstruccién cro-
nica al flujo aéreo'. Ademas, se ha demostrado que
los macrofagos tienen un papel muy relevante en
la patogenia de los pacientes con EPOCP. 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 taba-
co, les hace tener un papel central en la coordinacion
de la respuesta inmune frente a las particulas inhala-
das disueltas en el humo.

En la comparacion de la expresion génica de am-
bos RFA en dichos grupos celulares, entre pacientes
con EPOC vy sujetos sin la enfermedad, podemos
seflalar dos aspectos interesantes. En primer lugar, la
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secrecion celular se modifica ante la presencia de la
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. Este dafio epi-
telial, podria tener como consecuencia un aumento
de la respuesta inflamatoria en estas células. En el
borde de la lesién, las células no danadas se diferen-
ciarfan y emigrarfan para cubrir el area lesionada y se
liberarfan una serie de citoquinas pro-inflamatorias
y factores de crecimiento para atraer proteinas y cé-
lulas 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 res-
puesta inflamatoria y con ello la reparacion’.

Por otro lado, la variabilidad en la importancia
de los tipos celulares en los dos marcadores restan-
tes, es interesante. Tanto el AAS2, como el AAS4 en
los pacientes EPOC, tienen una mayor expresion en
fibroblastos, lo que darfa un mayor protagonismo al
papel de estas células en la respuesta inflamatoria.
Los fibroblastos son las principales células respon-
sables en la produccién y mantenimiento de la ma-
triz extracelular en el pulmoén. Por tanto, la altera-
cién en la capacidad funcional de estos fibroblastos,
puede desempenar un papel relevante en la patogé-
nesis del enfisema pulmonar, que se traduce en una
desestructuracion del tejido.

Sin embargo, a la luz de nuestros resultados no
podemos descartar que estos tipos celulares sean los
unicos implicados en la enfermedad. Probablemen-
te, existan otros grupos celulares que participen en
esta sintesis de manera mas importante. En este sen-
tido, nuestro grupo esta estudiando la expresion de
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estos marcadores en células dendriticas, cuyos resul-
tados esperamos tener proximamente. La relacion
con este tipo celular puede ser mas plausible. Las
células dendriticas parecen ser un agente clave en la
modulacién 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' ™,

En resumen, los hallazgos del presente estudio
seflalan la capacidad de las células del aparato respi-
ratorio de sintetizar reactantes de fase aguda en los
pacientes con EPOC. Nuestros resultados nos per-
miten valorar esta produccién y sugerir que es pro-
bable que no sean los tnicos tipos celulares implica-
dos. Futuros trabajos deberan realizar un estudio en
el que impliquen mayor nimero de tipos celulares,
para avanzar en el conocimiento de la patogenia de
la EPOC y sus repercusiones sistémicas.
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