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Resumen:

Introduccién. El origen de la inflamacién sistémica
en la EPOC sigue estando poco aclarada. Hemos tratado
de comparar la expresion de los niveles de reactantes de
fase aguda en pacientes con EPOC y los fumadores sanos
(controles), tanto en las arterias pulmonares locales como en
leucocitos de sangte periférica y plasma.

Método. Los pacientes se clasificaron como EPOC o
fumadores sanos segun los resultados de la espiromettfa.
Las arterias pulmonares, leucocitos de sangre periférica y
las muestras de plasma se obtuvieron de todos los sujetos
incluidos. LLa expresion génica de la proteina C-reactiva (PCR)
y el amiloide sérico A (AAS1, AAS2, y AAS4) se evalu6 en
muestras de tejidos y leucocitos de sangre periférica mediante
RT-PCR. Los niveles de PCR y AAS se midieron mediante
ensayos inmunoenzimaticos.

Resultados. Se incluyeron un total de 40 pacientes con
EPOC y 62 fumadores sanos, reclutados desde comienzos
del afio 2011 hasta finales del 2012. Tanto PCR y AAS se
sobreexpresa en la arteria pulmonar en comparacién con los
leucocitos de sangte periférica. En los pacientes con EPOC,
en la arteria pulmonar, los niveles de expresion génica de la
PCR, el AAS1, y el AAS2 fueron 8-, 56-, y 2,3 veces mayor
que en los leucocitos de sangre periférica, respectivamente.
No se observé correlacion entre los niveles plasmaticos
de marcadores inflamatotios y su expresion en la arteria
pulmonar y leucocitos de sangre periférica.

Conclusiones. La sobreexpresion de AAS en las arterias
pulmonares en comparacién con los leucocitos de sangre
periférica sugiere que el pulmén puede ser la principal fuente
de AAS en pacientes con EPOC. Otras fuentes potenciales
de inflamacién sistémica en la EPOC (por ejemplo, el higado)
necesitan un examen mas detallado.

Palabras clave: reactantes de fase aguda, Amiloide
Sérico A, proteina C Reactiva, EPOC, arteria Pulmonar.

THE PULMONARY ARTERY IS THE MAIN
PRODUCER OF ACUTE PHASE REACTANTS
IN PATIENTS WITH CHRONIC OBSTRUCTIVE
PULMONARY DISEASE

Introduction. The origin of systemic inflammation
in COPD is still not completely clear. We have attempted
to compate the expression levels of acute phase reactants
in patients with COPD and healthy smokers (controls),
both in the local pulmonary artery and in peripheral blood
leukocytes and plasma.

Method. Patients were classified as having COPD or
being healthy smokers according to spirometry results. The
pulmonary artery, peripheral blood leukocyte and plasma
samples were obtained from all included subjects. Genetic
expression of the C-reactive protein (CRP) and serum
amyloid A (SAA1, SAA2 and SAA4) was evaluated in tissue
samples and peripheral blood leukocytes using RT-CRP.
CRP and SAA levels were measured using immunoenzymatic
assays.

Results. A total of 40 patients with COPD and 62
healthy smokers were included, recruited between early 2011
and late 2012. Both CRP and SAA was overexpressed in
the pulmonary artery in comparison with peripheral blood
leukocytes. In patients with COPD, genetic expression levels
of CRP, SAAT and SAA2 in the pulmonary artery wete 8,
56, and 2.3 times higher than in peripheral blood leukocytes,
respectively. No
inflammatory marker plasma levels and their expression in

correlation was observed between
the pulmonary artery and peripheral blood leukocytes.

Conclusions. The overexpression of SAA in pulmonary
arteries in comparison with peripheral blood leukocytes
suggests that the lung may be the main source of SAA in
patients with COPD. Other potential sources of systemic
inflammation in COPD (for example, the liver) require
more detailed examination.

Keywords: acute phase reactants, serum amyloid A,
C-reactive protein, COPD, pulmonary artery
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INTRODUCCION

Aunque la presencia de inflamacion sistémica ha
sido ampliamente documentada en pacientes con
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC),
aun no esta aclarado el origen de esta inflamacion.
En la actualidad, sigue siendo un controvertido
tema de debate si la respuesta inflamatoria sistémica
puede influir en las manifestaciones clinicas y la
expresion de los diferentes fenotipos de la EPOC.

La proteina C reactiva (PCR) y el amiloide A
sérico (AAS) forman parte del grupo de reactantes
de fase aguda mas comunes (RFA) que se
encuentran incrementados en la EPOC* * aunque
sus fuentes biolégicas no han sido claramente
identificadas® Se ha sugerido que el exceso de
produccion de mediadores inflamatorios locales en
el compartimiento pulmonar es el responsable de la
extension a la circulacion sistémica.’

Sin embargo, esta hipotesis se contradice con
la falta de correlacion entre la expresion local
y sistémica de los biomarcadores inflamatorios
en EPOC®. Por otra parte, los marcadores de
inflamacién en el esputo inducido no mostraron
una asociacion significativa con sus niveles en
plasma®.

En investigaciones anteriores llevados a cabo en
tejidos normales, asi como en experimentaciéon con
animales y en estudios in vitro, se ha demostrado
que los tejidos del pulmén son capaces de sintetizar
y secretat RFA* " ® Nuestro grupo ha demostrado
en trabajos realizados con anterioridad que los
bronquios y el parénquima pulmonar son capaces de
sintetizar PCR y AAS en la EPOC en comparacion
con los fumadores que no desarrollaron la
enfermedad (los fumadores sanos)’ En particular,
se observé que la expresion de marcadores de
inflamacién es diferente en los fibroblastos, células
epiteliales, y macréfagos'. Sin embatgo, el papel de
los leucocitos de sangre periférica como una fuente
potencial de marcadores de inflamacién sistémica
en la EPOC atn no ha sido evaluado. La posible
patticipacion de la pared arterial y / o leucocitos
de sangre periférica en la inflamacién de la EPOC
también explicarfa la asociaciéon conocida con
eventos cardiovasculares adversos'!

Por esta razén, hemos disefiado un estudio de
casos y controles con el objetivo de comparar la
expresion de los niveles de RFA en pacientes con
EPOC ylos fumadores sanos tanto en la pared de la
arteria pulmonar como a nivel sistémico (leucocitos
de sangre periférica y plasma).
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METODO

Etica: el protocolo de estudio fue aprobado
por la Junta de Revision Institucional del Hospital
Virgen del Rocio, Sevilla, Espafna. Todos los
pacientes firmaron el consentimiento informado
por escrito antes de su inclusion en el estudio

Participantes en el estudio: fueron incluidos
pacientes consecutivos con sospecha de cancer
de pulmoén primario a los que se le iba a realizar
una cirugfa de resecciéon pulmonar programada
(neumectomia o lobectomia). Los pacientes fueron
incluidos en el estudio el dia antes de la cirugfa.
Los criterios de exclusion fueron los siguientes:
1) edad <40 anos, 2) antecedentes de infecciones
respiratorias agudas en los dos meses previos a
la intervencién, 3) una neoplasia diagnosticada
previamente, 4) tratamiento con radioterapia y/o
quimioterapia, y 5) presencia de enfermedades
inflamatorias cronicas. La cantidad de tlempo
transcurrido entre la abertura de la capa cutianea
y la extracciéon de la muestra anatomica se midi6
en todos los participantes. Los casos con un
intervalo superior a 3 horas fueron excluidos
debido al potencial aumento de los marcadores
inflamatorios relacionados con la cirugfa. Se
comprobé la historia clinica de los pacientes para
verificar que recientemente se habian sometido a
una prueba de funcién pulmonar. Los participantes
con un cociente entre el volumen espiratorio
forzado en un segundo (FEV1) / capacidad vital
forzada (FVC) <0,7 fueron considerados como
EPOC. Todos los fumadores sanos restantes se
incluyeron como controles. Los participantes en el
estudio completaron un cuestionario estandarizado
centrandose en su historial médico, habito de
tabaco, y el uso actual de drogas. También se registro
la estadificacion TNM de la lesion primatia'” y el
abordaje quirurgico. Se entregé una muestra de
pulmoén para su analisis microbiolégico antes de la
reseccion quirurgica para evaluar la colonizacion
microbiana. También se examinaron muestras
microbiolégicas obtenidas con la broncoscopia.
Después de la cirugfa, una seccién del parénquima
pulmonar y la seccién disponible mas grande de
la arteria pulmonar resecada se recogieron para su
posterior estudio. LLas muestras situadas en situacion
mas distal de la lesion primaria se identificaron y se
procesaron inmediatamente. La muestra anatémica
restante se proceso para el diagnéstico anatomo-
patolégico de la lesion primaria. En todos los
participantes se recogié una muestra de sangre
venosa periférica antes de la cirugfa.

Niveles de expresion de genes en tejido y en
sangre: la expresion de marcadores inflamatorios en
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el tejido y leucocitos de sangre periférica se analizé
mediante transcripcion inversa PCR cuantitativa
(RT-qPCR), un método que consta de tres pasos
(extraccion de ARN, transcripcion inversa a ADNc,
y amplificacién de genes). Se aisl6 ARN de tejidos
frescos con un kit TriSure (Bioline, Londres, Reino
Unido). Las muestras posteriormente fueron
sometidas a tratamiento DNasa usando RNasa libre
de DNasa (QIAGEN GmbH, Hilden, Alemania) y
el ADNCc fue sintetizado utilizando un kit de sintesis
de ADNc iScript ™ (Bio-Rad, Hercules, CA,
EE.UU.). Cada mezcla de reacciéon de amplificacion
de 25 1 compuesto 5 ADNc 1 (10 ng / 1), 12,51
SYBR® Green PCR Master Mix (Stratagene, La
Jolla, CA, EE.UU,) y 7,5 cebadores mu 1 / H2O.
RT- qPCR se realiz6 en un 7900 Real-Time System
Aplicada Biosystems® PCR (Life Technologies,
Grand Island, NY, EE.UU)) bajo las siguientes
condiciones de ciclo: 95°C durante 15 s, 60°C

durante 30 s y 72°C durante 40 s, 40 ciclos. 18S.

La expresion de ARN ribosomico (ARNY) se
utiliz6 como control interno para la normalizacion
delaexpresiondel gendiana. Lalistadelos cebadores
utilizados para amplificar los genes de interés se
proporciona en la Tabla 1. Se han identificado tres
genes de AAS estrechamente vinculados en seres
humanos (AAS1, AAS2, y AAS4). Su sintesis se
activa por citocinas proinflamatorias liberadas tras
la activacion de los monocitos / macrofagos'.

Mediciones de marcadores inflamatorios
en plasma: se recogieron muestras de sangre
(5 ml) por punciébn venosa en acido-K3
etilendiaminotetraacético (EDTA) en tubos
(Vacuette, Bio-One GmbH, Greiner, Austria).
Las muestras se centrifugaron inmediatamente, y
las alicuotas de plasma se almacenaron a -80 °C
hasta inmediatamente antes del analisis. Los niveles
plasmaticos de PCR (I + D del sistema, Minneapolis,
MN, EE.UU) y AAS (Anogen, Mississauga,
Ontario, Canada) se midieron utilizando kits
de inmunoensayo enzimatico disponibles en el
mercado, segun el protocolo de los fabricantes.

Anilisis estadistico: se estimaron las medias y las
desviaciones estandar para las variables continuas
y frecuencias y porcentajes para las variables
categoricas. Los valores de expresion génica
relativa se evaluaron con los datos de expresion
génica del método 2 AACt'. Se compararon segun
la localizacién anatémica mediante la prueba de
suma de rangos de Wilcoxon. Se utilizé la prueba
t de Student para probar las diferencias en las
variables continuas entre los pacientes con EPOC
y controles. Los datos categbricos se compararon
con la prueba de y2. Las asociaciones entre la
expresion génica del tejido y los niveles plasmaticos
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de biomarcadores inflamatorios se analizaron con
el coeficiente de correlacion de Spearman. Todas
las hipétesis de pruebas se llevaron a cabo a un
nivel del 5% de significaciéon (dos colas), utilizando
el software de analisis estadistico SPSS version 20.0
(SPSS, IBM Corporation, Somers, NY, EE.UU.).

RESULTADOS

Pacientes y procedimientos: fueron incluidos en
el estudio 40 pacientes con EPOC y 62 fumadores
sanos reclutados desde comienzosdelano 2011 hasta
finales del 2012. Las principales caracteristicas de
los participantes del estudio se resumen en la Tabla
1. Los procedimientos quirurgicos consistieron
en neumectomias (17,6%), lobectomias (78,4%)
y resecciones atipicas (4%). Las operaciones se
realizan en el hemitérax derecho y el izquierdo con
una frecuencia de 54,9% y 45,1% de los pacientes,
respectivamente. El carcinoma epidermoide tuvo
una frecuencia de 42,2% y los adenocarcinomas
un 31,4% siendo estos dos tipos de tumores los
tipos histolégicos mas comunes. Los resultados
del examen patolégico no encontraron células
neoplasicas malignas en el 7,8% de los pacientes
del estudio.

La expresion de reactantes de fase aguda en la
arteria pulmonar: expresion de la PCR en la arteria
pulmonar fue significativamente mayor en los
pacientes con EPOC que en los fumadores sanos.
Por otra parte, la expresion AAS2 fue 100% mayor
en los pacientes con EPOC que en los controles (p
= 0,028; Figura 1, panel B). En la arteria pulmonar,
hemos  encontrado  correlaciones  positivas
significativas entre la expresion de la PCR y AAS1
(r = 0,403, p=0.001), asi como entre AAST y AAS4
(r = 0,494, p=0.001). Se observaron diferencias
significativas en términos de expresion AAS2 entre
fumadores sanos y pacientes EPOC GOLD I (p =
0,010), asi como entre EPOC GOLD 1y Il GOLD
(p = 0,012; Figura 2, panel A).

Expresion de reactantes de fase aguda en
leucocitos de sangre periférica: se encontré que la
expresion de PCR, AAS1, y AAS4 en leucocitos de
sangre periférica difieren significativamente entre
los pacientes con EPOC y los fumadores sanos.
En linea con los resultados obtenidos en la arteria
pulmonar, la expresion de AAS2 fue 100% mayor
en los pacientes con EPOC que en los controles
(Figura 1, panel B). Hubo una correlacion positiva
entre la expresion de AAST y AAS4 (r = 0,985, p
=0.001). Se encontraron diferencias significativas
entre EPOC GOLD 1 y los fumadores sanos en
términos de expresion de AAST (p = 0,037) y AAS4
(p = 0,018). Ademas, no se observaron diferencias
significativas en términos de expresion de AAS4
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entre los EPOC GOLD Iy GOLD II (p = 0,030;
Figura 2, panel C).

Comparacion de la expresion de RFA entre los
diferentes tejidos: a continuacién se realizé una
comparacion de la expresion de los RFA en la
arteria pulmonar, y leucocitos de sangre periférica
(Figura 3). En comparacién con los leucocitos
de sangre periférica, la expresion de AAS fue
significativamente mayor en la arteria pulmonar (8
veces mayor para AAST, p =0.001; 50 veces mayor
para AAS2, p =0.001; y 2,3 veces mayor para
AAS4, p = 0,019). Sin embargo, no se observaron
diferencias en la expresion de PCR entre la arteria
pulmonar, y leucocitos de sangre periférica.

Las asociaciones entre la expresion de reactantes
de fase aguda en diferentes tejidos: a continuacion,
se investigd las asociaciones entre expresion de
RFA en la arteria pulmonar y leucocitos de sangre
periférica. Se identificaron correlaciones positivas
significativas para la expresion de PCR en la arteria
pulmonar y leucocitos de sangre periférica (r =
0,195, p = 0,04). Se identificaron las diferencias
mas marcadas en la expresion de tejido para AAS2.
Cinco participantes del estudio tenfan antecedentes
de enfermedad cardiovascular. Sin embargo, la
expresion RFA no difirié significativamente en
pacientes con y sin enfermedad cardiovascular
(datos no mostrados).

Las asociaciones entre la expresion génica
reactante de fase aguda y sus concentraciones
plasmaticas: PCR en plasma mostr6 una tendencia
hacia niveles mas altos en los pacientes con EPOC
(4,4 £ 1,73 mg / ml) que en los fumadores sanos
(3,8 £ 2,04 mg/ml, p >0,05). Las concentraciones
de AAS en plasma fueron significativamente
mayores en los pacientes con EPOC (5,6 = 1,3
mg / ml) que en los controles (4,6 + 21 mg/ml,
p = 0,031). Fue evidente una asociaciéon positiva
significativa entre la PCR de plasma y los niveles
de AAS (p = 0,617, p =0,001). Sin embargo, no
hubo correlaciéon significativa entre los niveles
plasmaticos de RFA y su expresion génica en la
arteria pulmonar, y leucocitos de sangre periférica.
Niveles de AAS aumentaron de forma paralela a la
gravedad de la EPOC (Figura 4).
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Figura 1. Expresion génica de reactantes de fase aguda en
fumadores sin enfermedad (CONTROL) y pacientes EPOC
en diferentes tejidos: arteria pulmonar (panel A) y en células
sanguineas (panel B). No habfa diferencias significativas
(p>0.05)
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Tabla 1. Caracteristicas generales de los participantes en el estudio

Fumadores

(n=62)

Hombres (n) 48 (77.4%)

Edad (anos) 64.4 +13.5
Consumo tabaco (pag-ano) 43.5+34.7
Indice Charlson-edad 49+22
FVC (%) 98.7 + 20.45
FEV1 (%) 94.0 + 19.89
FEV1/FVC (%) 77.1£6.9

EPOC p*
(n=40)

37 (92.5%) 0.029
67.4 + 8.01 NS
69.7 + 33.1 0.001
57+ 1.7 NS
91.6 £ 19 NS
69.0 + 18.4 <0.001
59.0 £9.7 <0.001

Datos expresados en mediana y desviacion estandar para variables continuas y frecuencias y porcentajes para variables
categbricas. *Valor de P fue calculado con el Test de Student (variables continuas) o el test y2 (variables categoricas).
Abreviaturas: FVC, capacidad vital forzada; FEV1, volumen espiratorio en el primer segundo; NS, no significativo.

DISCUSION

En el presente estudio, se realizd6 wuna
comparacion de la expresion de RFA en la arteria
pulmonar, y los leucocitos de sangre periférica de
pacientes con EPOC. También se midi6é la PCR
en plasma y las concentraciones de AAS con
el objetivo de establecer si existen asociaciones
significativas con su expresion génica del tejido.
Nuestros resultados indican que la expresion de
RFA, tanto PCR como AAS es mayor en la arteria
pulmonar en comparacion con la sangre periférica.
Sin embargo, no se encontrd asociacion entre la
expresion de moléculas inflamatorias en el pulmén
y sus niveles plasmaticos circulantes.

Estudios previos han demostrado que la
inflamacién en la EPOC no se limita a las vias
respiratorias y los pulmones', también se pueden
encontrar a nivel sistémico'’. Aunque el aumento
de los niveles circulantes de PCR, la intetrleucina
(IL) -6, IL-8 y factor de necrosis tumoral « han sido
estudiados en pacientes con EPOC! " el origen de
la produccion de estas moléculas proinflamatorias
en esta entidad clinica siguen sin estar claros. El
modelo mas ampliamente aceptado que explica la
inflamacién sistémica en la EPOC postula que el
exceso de produccién de mediadores inflamatorios
locales en el compartimento pulmonar puede
extenderse a la circulacién sistémica’. Es conocido
que la PCR es un biomarcador conocido de
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inflamacién sistémica'” %, pero respecto al AAS

existen menos datos que demuestren que es un
biomarcador inflamatorio en la EPOC. Aqui,
hemos demostrado que la expresion tanto de PCR
y AAS es mas alta en el compartimento de la arteria
pulmonar que en la sangre periférica. Curiosamente,
no existe asociacion significativa entre los niveles
de los pulmones y la sangre.

La produccion de la PCR vy la expresion génica
AAS es un factor clave que debe tenerse en cuenta
en el analisis de biomarcadores inflamatorios en la
EPOC. Aunque la enfermedad se caracteriza por
una marcada inflamacién de las vias respiratorias, y
la vasculatura pulmonar®, la implicacién anatémica
puede mostrar una variabilidad interindividual
significativa que resulta en ultima instancia en
diferentes fenotipos de la enfermedad® .

Las células endoteliales adrticas pueden secretar
PCR*y el AAS se ha demostrado que se expresa en
el endotelio®. Sin embargo, ningun estudio hasta la
fecha se ha centrado en el papel potencial del lecho
vascular pulmonar como una fuente de inflamacién
sistémica en la EPOC. Nuestros resultados indican
que la expresion de AAS en pacientes con EPOC
es mayor en la arteria pulmonar que en la sangre
periférica. Enunainvestigacioninmunohistoquimica
anterior, hemos demostrado que PCR y AAS en
la. EPOC son ambos expresados en la pared
del vaso pulmonar’. Aqui, hemos ampliado
nuestras observaciones anteriores mediante la
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evaluaciéon de sus niveles de expresion de genes
tanto en los pulmones como en la sangre. Nuestros
resultados actuales indican que existe una reaccion
inflamatoria mas marcada en el compartimento
local y no a nivel sistémico. En el compartimento
periférico, hemos medido la expresion de RFA en
leucocitos de sangre periférica, asi como sus niveles
plasmaticos circulantes. Los pacientes con EPOC
tenfan una mayor carga inflamatoria periférica en
comparacion con los fumadores sanos. Ademas,
el grado de inflamacion sistémica (medida por los
niveles plasmaticos de marcadores inflamatorios)
aumento en paralelo con la gravedad de la EPOC.
Sin embargo, la expresion génica RFA en el pulmén
(vasculatura pulmonar) no se correlacionaba con
su expresion en leucocitos de sangre periférica
periféricos ni con sus niveles plasmaticos. Aunque
se esperarfa correlaciones significativas entre el
plasma y la expresion tisular de RFA si la hipotesis
del desbordamiento fuese cierta, por ello creemos
que nuestros resultados deben ser interpretados
con cautela. En consecuencia, debemos realizar
algunas advertencias a cerca de nuestro estudio.
En primer lugar, la cuantificacion de ARNm no
proporciona informacién sobre la produccion
final de una proteina funcional. En segundo
lugar, numerosos RFA (incluyendo PCR y AAS)
pueden ser sintetizados en el higado, un 6rgano
que no ha sido investigado especificamente en el
actual trabajo. Ji y colaboradores® han estudiado
previamente la actividad inflamatoria en diferentes
compartimentos (por ejemplo, saliva, esputo,
lavado broncoalveolar y suero / sangre) de los
pacientes con EPOC estratificados de acuerdo a
su condicién de fumador. Los autores identificaron
varias asociaciones entre diferentes marcadores
inflamatorios, tanto a nivel local como sistémico.
Seran necesarios mas estudios de las respuestas
inflamatorias en diversos compartimentos (por
ejemplo, higado, esputo, o saliva) para identificar
otras posibles fuentes de inflamacion sistémica en
la EPOC.

En conclusion, la carga inflamatoria de la EPOC
parece ser mayor en el pulmén en comparacion
con la circulaciéon periférica. En particular, no se
observaron asociaciones entre la expresion de RFA
pulmonares y sus niveles plasmaticos circulantes,
por lo que la liberacién de proteinas inflamatorias
de los pulmones a la corriente sanguinea es
poco probable. Con base en estos resultados, es
necesario un estudio mas detallado de otras fuentes
potenciales de inflamacién sistémica en la EPOC,
por ejemplo, el higado.
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