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Resumen: la EPOC se ha asociado a un nivel de inflamacion
sistémica que condiciona el prondstico de manera importante. Sin
embargo, el otigen de la misma es desconocido. El objeto de este
trabajo es ver la respuesta a la hipoxia para determinar el origen de
la inflamacién producida en la EPOC.

Se han empleado lineas celulares humanas de fibroblastos
pulmonares, epiteliales bronquiales y hepatocitos sanos. Las células
eran incubadas con IL-13 o hipoxia durante 24 y 48 horas. Se
usaron células no tratadas como controles para los expetimentos
de IL-1B y células en condiciones de normoxia.

Se observa un aumento de IL8 de forma significativa respecto
al grupo control al estimular los fibroblastos con IL-1. No existen
diferencias significativas entre las células estimuladas con IL1 y las
células expuestas a hipoxia.

Se observa igualmente un incremento de IL-8 en células
epiteliales al ser estimuladas con IL-1 con tespecto al control. Los
hepatocitos estimulados con IL1 o hipoxia no incrementaron la
respuesta inflamatoria con respecto a las células control.

Al comparar el incremento de I1.-8 producido por las células
estimuladas con IL-1 respecto al control observamos que los
fibroblastos son los que mayor respuesta inflamatoria producen
a las 24 horas, pero después a las 48 horas la respuesta de las
epiteliales es mas mantenida en el iempo.

Los resultados de nuestro trabajo otientan a un origen
pulmonar de la inflamacién como respuesta a la hipoxia, siendo el
fibroblasto la célula que parece tener un papel principal en el origen
de esta inflamacion.
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STUDY OF LUNG FIBROBLAST CELL LINES AS A
SOURCE OF INFLAMMATION IN COPD

Abstract: COPD has been associated with systemic
inflammation that has an important effect on prognosis. However,
the source of this inflammation is unknown. The objective of this
study is to look at the response to hypoxia to determine the source
of the inflammation produced in COPD.

Healthy human lung fibroblast, bronchial epithelial and
hepatocyte cell lines were used. The cells were incubated with IL-
1B or hypoxia for 24 and 48 hours. The controls were untreated
cells in the I-18 experiments or normoxic cells.

A significant increase in IL-8 was observed with respect to the
control group after stimulating fibroblasts with IL-1. There were
no significant differences between cells stimulated with IT-1 and
cells exposed to hypoxia.

An increase in IL-8 was also observed in epithelial cells after
stimulation with IL-1 with respect to the control. Hepatocytes
stimulated with IL-1 or hypoxia did not increase inflammatory
response with respect to the control cells.

Upon comparing the increase in IL-8 produced by the cells
stimulated with IL-1 with respect to the control, we observed
that fibroblasts produced the greatest inflammatory response at
24 hours, but at 48 hours, the epithelial cell response was more
maintained over time.

The results of our study point to the pulmonary origin of
inflammation as a response to hypoxia, with fibroblasts being
the cell that seems to play a major role in the source of this
inflammation.
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INTRODUCCION

La EPOC ha dejado de ser considerada una
enfermedad limitada al pulmén para ser vista hoy
dia como una enfermedad sistémica con afectacion
de mdltiples 6rganos y sistemas. Estos efectos
sistémicos incluyen la inflamacién sistémica, las
alteraciones nutricionales y el bajo peso, as{ como
la disfuncién de los musculos esqueléticos.

Los mecanismos implicados en la perpetuacion
de la respuesta inflamatoria en los pulmones en
pacientes que desarrollan EPOC, incluso después
de dejar de fumar, no han sido establecidos en
su totalidad y son esenciales para que podamos
comprender los mecanismos patogénicos de la
EPOC, pudiendo ser importante para el desarrollo
de nuevas terapias. Se encuentra relacion entre
las enfermedades inflamatorias crénicas y el
envejecimiento, y los procesos implicados en el
envejecimiento pueden proporcionar un nuevo
mecanismo en la patogenia de la EPOC, . El
origen de este mecanismo es desconocido, aunque
distintos estudios apuntan a una posible carga
genética en su inicio.

Esta situacién estd asociada no sélo a una
respuesta inflamatoria anormal en el pulmoén,
sino también a una sistémica, que se manifiesta
por un incremento en células y metabolitos
inflamatorios en la circulacién, como la proteina
C reactiva (PCR), IL-6, 1L.-8 y TNF-«, entre otros.
Estos marcadores estin muy aumentados en los
pacientes EPOC frente a sujetos fumadores y no
fumadores. Ademas, el aumento de estas sustancias
esta relacionado con una mayor intensidad de los
sintomas y peor calidad de vida, .

Identificar el origen de estainflamacién sistémica
serfa un avance importante, ya que permitiria
identificar dianas terapéuticas para evitar que la
enfermedad progrese hacia otros 6rganos, evitando
la aparicion de una comorbilidad que tiene un
importante impacto pronostico. En este sentido, la
hipotesis mas extendida es que serfa la inflamacion
generada en el pulmoén, la que produciria un
rebosamiento (denominado en la literatura como
spill-over) de mediadores inflamatorios hacia el
torrente sanguineo, siendo el pulmon el origen de
esta inflamacion. Esta hipétesis no ha podido ser
corroborada completamente. Aunque las proteinas
originadas en el pulmén pueden ejercer efectos
sistémicos, hay una falta de correlacion entre las
concentraciones de citoquinas de la via aérea y las
que se detectan en la circulacion. Asi, investigadores
previos no han podido encontrar una asociacion
entre la carga inflamatoria del esputo inducido y la
presente en el plasma.
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El objeto de este trabajo es ver la respuesta a la
hipoxia en cultivos celulares de células pulmonares
y hepaticas para determinar el origen de la
inflamaciéon producida en enfermedades como la
EPOC.

MATERIAL Y METODOS

Cultivos celulares: para la determinacion de
este trabajo se han empleado lineas celulares
humanas de fibroblastos pulmonares (MRC-5)
obtenidas de la ECACC (Salisbury, UK), epiteliales
bronquiales (Nuli-1) y hepatocitos sanos (THLE-
2) obtenidas de la ATCC (Rockville, MD, USA) Las
células eran mantenidas en suspensiéon segun las
especificaciones del fabricante.

Estimulacion de las células: las células eran
crecidas hasta el 80% de confluencia, lavadas e
incubadas con medio sin suero durante 24 horas;
luego eran incubadas con 10 ng/mL IL-13 (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA) o hipoxia (1%
O,) durante 24 y 48 horas. Las concentraciones
de IL-18 se eligieron mediante un estudio de dosis
respuesta. Se usaron células no tratadas como
controles para los experimentos de IL-18 y células
en condiciones de normoxia (5% de O,) Los
experimentos fueron repetidos 5 veces.

Niveles de IL-8: se recogieron los sobrenadantes
de los medios de las células estimuladas con I1.-1,
hipoxia y de los controles; se centrifugaron a 2.750g
durante 5 minutos y luego se guardaron a -80°C
hasta futuras determinaciones. Nosotros medimos
los niveles de 1.8 mediante ELISA (Quantikine®,
R&D Systems) segun las instrucciones del
fabricante.

Analisis estadistico: para el analisis estadistico
descriptivo se utilizaron la mediana y error estandar
para variables continuas. Los niveles de interleucinas
fueron analizados mediante el test de U- Mann
Whitney. Todas las hipotesis se realizaron con un
nivel de significancia de 5% (2 colas), usando el
software de analisis estadistico, IBM SPSS, versién
20.0 (IBM Corporation, Armonk, NY, USA)

RESULTADOS

Estimulacion de los fibroblastos con 1L-1 e
hipoxia: la linea celular de fibroblastos humanos
(figura 1) se estimul6 con IL-1 e hipoxia durante 24
y 48 horas. Posteriormente medimos los niveles de
IL-8 en los sobrenadantes en las células, obteniendo
como resultado un incremento significativo en los
niveles de esta citoquina a ambos tiempos (p =
0,016 a las 24 horas y p = 0,029 a las 48 horas) en
las células estimuladas con IL-1 comparadas con
las células control (células no estimuladas) (figura
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1) Los fibroblastos expuestos a condiciones de
hipoxia incrementaron los niveles de IL-8 a las
48 horas comparados con las células expuestas a
normoxia, pero este incremento no fue significativo
(p = 0,057)

No encontramos diferencias significativas entre
las células estimuladas con IL-1 o con hipoxia.
Los fibroblastos estimulados con IL-1 tienen una
respuesta mantenida en el tiempo (durante las
48 horas) mientras que cuando son expuestos a
hipoxia, el incremento de IL-8 se produce a las 48
horas.

Estimulacion de células epiteliales con IL-1
e hipoxia: las células epiteliales estimuladas con
IL1 aumentaron los niveles de IL8 a las 24 y 48
horas con respecto al control (p = 0,029) (figura
2) Cuando fueron estimuladas con hipoxia hay
un pequefio incremento de los niveles de 1L-8 a
las 48 horas cuando se comparan con las células
expuestas a normoxia, pero estos cambios no son
significativos (p = 0,057)

Las células epiteliales tienen mayor respuesta
inflamatoria cuando son estimuladas con IL-1 que
en condiciones de hipoxia.

Estimulacion de hepatocitos con IL-1 e hipoxia:
los hepatocitos estimulados con IL1 o hipoxia
no incrementaron la respuesta inflamatoria con
respecto a las células control (sin estimular) (figura
3)

Comparaciéon de fibroblastos pulmonares,
epiteliales bronquiales y hepatocitos estimulados
con IL-1 e hipoxia: comparamos el incremento
de IL-8 producido por las células estimuladas
con IL-1 durante 24 y 48 horas con respecto a las
células sin estimular (figura 4) y observamos que
los fibroblastos pulmonares y las células epiteliales
producen mayor respuesta inflamatoria que los
hepatocitos. Los fibroblastos son los que tienen
mayor incremento de IL-8 a las 24 horas, pero
después a las 48 horas la respuesta de las epiteliales
es mas mantenida en el tiempo.

Las unicas células que producen un incremento
cuando son expuestas a condiciones de hipoxia
durante 48 horas con respecto a las células en
normoxia son los fibroblastos (figura 5)
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DISCUSION

Los resultados de nuestro trabajo orientan a un
origen pulmonar de la inflamacién como respuesta
a la hipoxia, siendo el fibroblasto la célula que
parece tener un papel principal en el origen de esta
inflamacién, con mayor sensibilidad a la hipoxia,
aunque la célula epitelial mantiene durante mas
tiempo esta respuesta inflamatoria.

Los mecanismos inflamatorios en la EPOC
a nivel de la mucosa bronquial se ha investigado
en estudios realizados sobre muestras de esputo,
biopsias de pared bronquial, lavado broncoalveolar
y muestras de tejidos pulmonares resecados, que
muestran, de forma uniforme, un aumento del
numero de células inflamatorias, donde ejercen
papel principal los macréfagos, los neutrofilos y los
linfocitos T con una preponderancia del subtipo
CDS, .

Ademas, conocemos los efectos que tiene
la EPOC a nivel sistémico, si bien no hay una
definicién precisa de la inflamacién sistémica en
la. EPOC. Su reconocimiento se ha basado en
estudios que han demostrado un aumento de la
concentracion plasmatica de diversos marcadores
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inflamatorios (TNF-a, IL-6, IL-8, proteina C
reactiva [PCR], fibrinégeno y leucocitos) en los
pacientes con EPOC estable comparados con los
de una poblacién normal. Sin embargo, cuando se
realiza un analisis individualizado, se observa que un
porcentaje importante (40 - 50 %) de los pacientes
no presenta un aumento de estos biomarcadores.

La correlacion entre las concentraciones de
citoquinas de la via aérea y las que se detectan en
la circulacién no han sido aun correlacionadas. Asi,
investigadores previos no han podido encontrar
una asociaciéon entre la carga inflamatoria del
esputo inducido y la presente en el plasma.

En este sentido, nuestro grupo ha avanzado en el
estudio de esta dltima cuestioén en los ultimos afos.
De todos los mediadores descritos en la EPOC,
seleccionamos el reactante de fase aguda mayor
proteina C-reactiva (PCR) por ser el mas estudiado
y sobre el que se han descrito el mayor numero de
efectos sistémicos asociados. Incluimos también
en nuestros estudios al amiloide A sérico (AAS),
por ser el otro reactante de fase aguda mayor en el
ser humano que comparte estimulos de secrecion
con la PCR. Ambos mediadores son sintetizados
por el higado y se elevan en respuesta a las mismas
citoquinas, prmc1palmente interleucina  (IL)-0,
IL-1 y factor de necrosis tumoral alfa. Debido a
esta conexién entre ambos biomarcadores, se
hace necesario su estudio conjunto para verificar
que los efectos atribuidos a una molécula no son
consecuencia de la actuacion de la otra.

Durante nuestros estudios sobre el origen de
la inflamacién sistémica, en un primer proyecto
piloto, observamos que el higado no es el tnico
responsable de la sintesis de PCR y AAS, sino
que el pulmén también es capaz de realizar esta
sintesis. Ademas, observamos que esta sintesis
esta aumentada en los pacientes con EPOC frente
a fumadores sin la enfermedad y que existe una
diferente expresion segun la localizacién anatémica
entre bronquio y parénquima. Segun nuestros
resultados, el parénquima es responsable de manera
mas importante de su sintesis'

Posteriormente, nos planteamos reproducir
estos hallazgos en una muestra mas amplia y avanzar
en la caracterizacion de los tipos celulares que eran
responsables de esta sintesis, constatando no sélo
que ¢l tejido pulmonar es capaz de sintetizar estos
mediadores, sino evaluando qué tipo celular es
responsable de la produccién de dichos marcadores
inflamatorios al estudiar de forma aislada los
distintos tipos celulares que componen el pulmoén:
fibroblastos, macréfagos, células epiteliales y
células dendriticas. Esto nos ha permitido entender
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el patron de sintesis de marcadores inflamatorios
en diversos tipos celulares del aparato respiratorio
mostrando que todos los tipos celulares son
capaces de sintetizar ambos mediadores, con un
predominio de las células epiteliales’. Este dato
es importante ya que la produccién de marcadores
de reactantes de fase aguda habia sido atribuida al
higado como principal érgano de respuesta ante un
dafo externo. Sin embargo, segin nuestros datos,
el pulmon es también capaz de activar la sintesis de
dichas moléculas en pacientes con EPOC. Con los
resultados del presente trabajo podemos refrendar
esta hipotesis, al aumentar la produccion de IL-8b,
tanto las células epiteliales como los fibroblastos,
pero no los hepatocitos.

Los resultados de este trabajo corroboran los
datos alcanzados en trabajos anteriores, mostrando
cémo son las células pulmonares las que parecen
tener el principal papel en el origen de la inflamacion
y siendo especialmente los fibroblastos de la mucosa
bronquial los que reaccionan de forma especial al
estimulo hipoxico.

El papel del fibroblasto como respuesta a
la hipoxia ha sido estudiado, demostrandose
los mecasnismos moleculares que inducen su
proliferacién mediada por la hipoxia, estando
implicados los factores inducidos por la hipoxia
(HIF)"

Igualmente, las células epiteliales bronquiales
se han considerado un controlador esencial de las
respuestas inflamatorias, inmunes y regenerativas a
los alérgenos, virus y contaminantes ambientales,
que contribuyen a la patogénesis de enfermedades
como el asma o la EPOC. Las células epiteliales
expresan receptores de reconocimiento de patrones
que detectan estimulos ambientales y secretan
sefiales de peligro enddgenas, que activan las células
dendriticas y unen inmunidad innata y adaptativa.
La inflamacioén epitelial domina la fisiopatologia en
estas enfermedades'®.

Los trabajos antes referenciados mostraban una
sintesis compartida de varios tipos celulares, lo que
sugiere una escasa especificidad que podria estar en
relacién con factores como la poca especificidad
de los mediadores estudiados; la no inclusién de
células endoteliales vasculares en el estudio; la no
experimentaciéon con inductores de la sintesis o
no disponer de una comparacion de la produccion
pulmonar con la produccién hepatica.

En este planteamiento nos quedaba por evaluar
la posibilidad de que fuera debido a la falta de
inclusién de células endovasculares y sanguineas,
ya que IL-1 es un marcador inflamatorio que se
libera por el endotelio ante un estimulo hipodxico,
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si bien ya habfamos demostrado que la principal
captacion por inmunohistoquimica se encuentra
en la pared vascular de los vasos pulmonares'. La
posibilidad de que, aunque exista produccién de
biomarcadores inflamatorios en los vasos, estos no
se correlacionen con la concentracion sérica de los
mismos hace que hayamos planteado la posibilidad
de analizar directamente la fuente principal de
biomarcadores sistémicos, el higado, y relacionarlo
con la expresiéon en células sanguineas con objeto
de evaluar si la sintesis de estos biomarcadores esta
alterada en pacientes con EPOC frente a fumadores
o exfumadores sin la enfermedad. Los resultados
de este trabajo apoyan esta teorfa.

Por tanto, con los resultados de este trabajo
podemos concluir que estudiando cultivos celulares
de células pulmonares y hepaticas sometidas a
estimulos inflamatorios y de hipoxia, parece que la
inflamacién como respuesta a la hipoxia tiene un
origen pulmonar, siendo el fibroblasto la célula que
parece tener un papel principal en el origen de esta
inflamacién, con mayor sensibilidad a la hipoxia,
aunque la célula epitelial mantiene durante mas
tiempo esta respuesta inflamatoria.
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