REVISION Y PUESTA AL DIA

COMPARACION DE LA PRODUCCION LOCAL Y SISTEMICA DE MEDIADORES
INFLAMATORIOS EN DISTINTOS GRUPOS CELULARES DE PACIENTES CON
ENFERMEDAD PULMONAR OBSTRUCTIVA CRONICA

(. Lopez Ramirez, J.L. Lépez-Campos Bodineau.

Unidad Médico-Quirtirgica de Enfermedades Respiratorias. Instituto de Biomedicina de Sevilla (IBiS). Hospital Universitario Virgen del

Rocio/Universidad de Sevilla.

CIBER de Enfermedades Respiratorias (CIBERES). Instituto de Salud Carlos Ill, Madrid.

Premio Dr. Antona para la mejor Tesis Doctoral leida y aprobada en el afio 2021 por un miembro de Neumosur.

Palabras clave: Enfermedad pulmonar obstructiva crénica,
inflamacion sistémica, Proteina C reactiva, Amiloide A sérico.

INTRODUCCION

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)
es una enfermedad multidimensional, inflamatoria y
progresiva que afecta no solo a las vias respiratorias y
los pulmones, sino también a la circulacion pulmonar,
a la musculatura respiratoria y a diversos érganos
extrapulmonares. La afectacién extrapulmonar resulta
un aspecto esencial para evaluar el impacto global de la
enfermedad en el individuoy entre ellos, los denominados
efectos sistémicos de la EPOC son de descripcién
relativamente reciente’. Aunque en la actualidad es
imposible determinar si se trata de una mera asociacién
de circunstancias o si la EPOC es per se la responsable
de la afectacion sistémica de muchos pacientes, lo bien
cierto es que las guias de actuacién clinica no se limitan
exclusivamente al aspecto pulmonar de la EPOC.

La inflamacion sistémica en la EPOC se define
como un aumento de los niveles de marcadores
inflamatorios de diferentes vias biolégicas®. Dentro
de estos biomarcadores inflamatorios sistémicos,
destacan los RFA por ser unos de los mas estudiados
debido a su papel como nexo de fisiolégico entre la
respuesta inflamatoria local y sistémica’. Entre los
RFA mayores se encuentran la proteina C reactiva
(PCR) y el amiloide A sérico (AAS). Ambos reactantes
tienen un papel relevante en la reaccion aguda del
ser humano ante diversas agresiones externas y
curiosamente comparten estimulos secretores, con
un patrén de aumento similar en el suero®. Debido
a esta conexion entre ambos biomarcadores, se
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hace necesario su estudio conjunto para verificar
que los efectos atribuidos a una molécula no son
consecuencia de la actuacién de la otra.

No obstante, la implicacion final de los RFA en
la patogenia de las manifestaciones sistémicas de
la EPOC no ha sido completamente dilucidado,
plantedndose cuestiones no resueltas sobre su
secreciéon, perpetuacion en el tiempo e influencia
final en un determinado efecto de la enfermedad en
drganos diana distintos del pulmén.

El presente estudio se enmarca en el estudio de la
EPOC como enfermedad con repercusion sistémica.
Nuestra hipotesis sugiere que existe produccion
local de RFA en el tejido pulmonar y sistémica en
sangre periférica de pacientes con EPOC frente
a fumadores sanos, que indica una sintesis mas
elevada a nivel pulmonar, incluso compardndola con
la sintesis fisiolégica a nivel hepatico. El objetivo de
nuestro trabajo escomparar la expresiéon génica de
RFA tanto a nivel local, en el parénquima pulmonar
y tejido vascular de arteria pulmonar, como a nivel
sistémico, en células sanguineas y plasma, de
pacientes con EPOC y fumadores sin la enfermedad.
Posteriormente comparamos la sintesis de estos
mediadores inflamatorios en células pulmonares
con respecto a nivel hepatico, principal sintesis en
humanos, con objeto de determinar la contribucion
de cada uno a la inflamacién sistémica.

Rev Esp Patol Torac 2022; 34 (3) 171-178



REVISION Y PUESTA AL DIA

MATERIALY METODOS

Objetivo 1: expresidn génica tisular y correlacién con
expresién proteica en suero.

Se disefio un estudio analitico observacional de
caso-control, en el que se compararon los niveles de
expresion génica de PCR y AAS en muestras quirurgicas
de parénquima pulmonar, tejido vascular de arteria
pulmonar y sangre periférica de pacientes con EPOC en
fase estable frente a fumadores sin la enfermedad.

Todos los sujetos incluidos en el estudio eran pacientes
que se encontraban en lista de espera para cirugia de
reseccién pulmonar por sospecha de neoplasia pulmonar
primaria e ingresaron de forma programada en la planta
de la Unidad Médico-Quirdrgica de Enfermedades
Respiratorias del Hospital Universitario Virgen del Rocio
para la realizacién de la técnica quirdrgica prevista.
Para su inclusion, los sujetos debian ser mayores de 40
anos, estar clinicamente estables en los 2 meses previos
a la intervencion, valorando para ello la asistencia a
servicios de urgencia, visita no programada al médico u
hospitalizacién por descompensacion respiratoria, segun
refiriera el paciente o constara en su historia clinica y el
diagnostico de EPOC se realizé en funcion de la normativa
GOLD 2016, exigiéndose un consumo acumulado de
tabaco >10 pag-afio y teniendo una espirometria con
una obstruccidn crénica al flujo aéreo, realizada en fase
estable.

Se excluyeron aquellos pacientes con historia de
infecciones respiratorias agudas en los dos meses
anteriores, una neoplasia diagnosticada previamente,
haber recibido tratamiento con radioterapia y/o
quimioterapia o la presencia de enfermedades crénicas o
enfermedades inflamatorias, que pudiera estar asociada
a una alteracion de la expresién de RFA, como son la
inmunosupresion, la apariciéon de algin evento isquémico
agudo de cualquier naturaleza en los seis meses previos,
insuficiencia cardiaca congestiva, padecer insuficiencia
renal terminal, cirrosis hepatica o artritis reumatoide entre
otras.

El dia de la intervencion quirdrgica y previamente a
ésta, a todos los pacientes, se realizé una analitica para
la determinacion de RFA mayores en sangre periférica.
La cantidad de tiempo transcurrido entre la abertura de
la capa cutdnea y la extraccion de la muestra anatémica
se midié en todos los participantes, excluyendo los casos
con un tiempo de > 2h debido al potencial incremento en
los marcadores inflamatorios relacionada con la cirugia.
Se seleccioné una porcién de parénquima pulmonar,
macroscépicamente normaly que estuvieralo mas alejada
posible de la lesién que habia motivado la intervencién,
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de aproximadamente 1 cm’ de superficie y 0,5 cm de
espesor, asi como de la arteria pulmonar resecada.

Para realizar los andlisis de expresion génica para PCR
y los 3 tipos de AAS humanos (AAS1, AAS2 y AAS4), tantos
en los tejidos como en los leucocitos de sangre periférica
se empled una reaccién en cadena de la polimerasa
de transcripcion inversa cuantitativa (RT-qPCR), un
método que consta de tres pasos: la extraccion de ARN,
transcripcion inversa a ADN complementario (ADNc)
y amplificacién génica del fragmento de ADNc. Las
determinaciones de PCR y AAS en plasma se realizaron
mediante ELISA siguiendo las instrucciones del fabricante.

Objetivo 2: estudios en modelos celulares: RFA en
células respiratorias y comparacién con hepatocitos.

Para los estudios realizados “in vitro” se han empleado
células epiteliales bronquiales (Nuli-1) y fibroblastos
pulmonares humanos (MRC-5) procedentes de una linea
comercial obtenidos de pacientes con EPOC (Lonza,
Walkerville, MD) y hepatocitos humanos (CCRL 2706 y
HEP3B) procedentes de lineas comerciales de la American
Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD). Las células
se cultivaron en placas de 10 cm® de didmetro (Nunc,
Dinamarca) manteniéndose en el medio de crecimiento
adecuado a 37°C, 5% de CO:2 y saturacién de humedad,
durante un maximo de 48 horas para las condiciones a
estudiar.

Tras un estudio de dosis respuesta, se eligié la dosis de
10ng/ml IL-1 como estimulo pro-inflamatorio. Las células
se cultivaron durante 24 y 48 horas a esa concentracion de
IL-1. Cada experimento se repitié cuatro veces. En paralelo
se recogieron muestras controles de cultivo sin tratar pero
con el mismo tipo de medio de cultivo y durante el mismo
periodo de incubacién. En cada uno de los puntos, se
midié la viabilidad con trypan-blue celular por el método
de exclusién por Trypan-blue 0,4% (Sigma, GmbH,
Alemania) y se contaron en una camara hemocitdémetro.
Posteriormente, las células se centrifugaron a 1.000 rpm
durante 5 minutos, alicuotamos el sobrenadante y se
guardd a-80°C para determinar posteriormente proteinas
mediante ELISA. El pellet se congel6 en nitrégeno
liquido y después se guardd a -80°C para posteriores
determinaciones. De nuevo para los analisis de expresion
génica se empled RT-qPCR.
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El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité
de Revisidn Institucional del Hospital Virgen del Rocio,
Sevilla, Espana (CEl cédigo 2013/023), observandose las
normas de la Declaracién de Helsinki para estudios con
seres humanos y se obtuvo consentimiento informado
por escrito de cada participante previo a la inclusién en
el estudio. Los registros clinicos se anonimizaron en la
base de datos asignando un cédigo numérico a través
de un algoritmo. No se ingreso informacion personal que
pudiera usarse directa o indirectamente para identificar a
una persona.

El analisis estadistico se realizé con el programa
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences, IBM Corporation, Somers,
NY, EEUU) versidn 24.0. Los estadisticos descriptivos
usados para las variables continuas fueron la media y
la desviacién estandar y frecuencias y porcentajes para
las variables categoricas. Los estudios inferenciales se
realizan con tests paramétricos, salvo que alguna de las
variables incluidas en el andlisis demuestre no seguir
una distribucién normal. En el estudio de la expresion
de RFA, tanto a nivel de tejido como a nivel celular, entre
pacientes EPOC y fumadores sanos se utilizé la prueba t
de Student para datos independientes (test de Mann-
Whitney en caso de no paramétrico), previa verificacién
de la igualdad de las varianzas con el test de Levene.
Los datos categdricos se compararon con la prueba de
X’. Los valores de expresion génica relativa se evaluaron
con el método 2-AACt. En la estadistica comparativa se
aplico el test de Wilcoxon para comparar los valores de
expresion génica de acuerdo a la ubicacién anatémica.
Los datos categoricos se compararon con la prueba de
x> Las asociaciones entre la expresién génica del tejido y
los niveles plasmaticos de biomarcadores inflamatorios se
analizaron con el coeficiente de correlacion de Spearman.
Se acepta un error alfa de 0,05.

Objetivo 1: expresidn génica tisular y correlacién con
expresién proteica en suero.

La muestra estaba compuesta de 102 sujetos, de
los cuales 40 (39,2%) pacientes cumplian los criterios
diagndsticos de EPOC y 62 eran fumadores sin la
enfermedad. Las principales caracteristicas de los
participantes del estudio se resumen en la Tabla 1. La
mayoria de los pacientes fueron varones, tanto en el
grupo de casos (37 varones; 92,5%) como en el grupo
control (48 varones; 77,4%).

173

Comparacidn de la produccion local y sistémica de mediadores inflamatorios en distintos Grupos Celulares de pacientes con Enfermedad Pulmonar Obstructiva (ronica - C. Ldpez Ramirez

Caracteristicas generales de la poblacion de estudio.

Controles | Pacientes con | Valor p*
(n=62) EPOC
(n=40)

Hombres (n) 48 (77.4%) 37 (92.5%) 0,046
Edad (afios) 044+135 | 674£801 NS
Tabaquismo activo 17 (27,4%) 13 (32,5%) NS
Consumo acumulado (paq-afio) | 43,5347 09,7+33,1 0,001
indice Charlson-edad 49+22 5,71+1,7 NS
FVC (%) 98,7+2045 |91,6+19 NS
FEV, (%) 940+1989 | 69,0184 <0,001
FEV/FVC (%) 77,1+69 59,0+9,7 <0,001

Predominaban los pacientes exfumadores en ambos
grupos, a excepcién de 17 fumadores activos en el grupo
control (27,4%) y 13 fumadores activos en el grupo de
pacientes EPOC (32,5%). Ningun paciente fumo el dia
previo alaintervencion. Hubo diferencia estadisticamente
significativa entre el consumo acumulado en paquetes-
afno entre ambos grupos, siendo 69,7 en los casos frente
a 43,5 en los controles. En cuanto a las comorbilidades
los pacientes con EPOC demostraron tener un indice
de Charlson mayor, pero sin alcanzar esta diferencia la
significacion estadistica.La distribucién de pacientes por
estadios GOLD era: 11 (27,5%) pacientes en estadio GOLD
|, 24 (60%) en estadio GOLD Il, 5 (12,5%) en estadio GOLD
lIl'y ningun paciente en estadio GOLD IV.

Al analizar la expresién génica de PCR y AAS en el
parénquima pulmonar, tejido vascular de arteria pulmonar
y leucocitos de sangre periférica, observamos que los tres
tipos de muestras expresaban ambos biomarcadores.
Se constata que el parénquima pulmonar es la principal
fuente de RFA en pacientes con EPOC en comparacion
con arteria pulmonar y la circulacion periférica (Figura
1).La expresién de AAS fue significativamente mayor
en el parénquima pulmonar que en la arteria pulmonar
(100% mas alto para AAS1 y AAS4, p = 0,015 y p <0,001,
respectivamente; 8 veces mayor para AAS2, p <0,001)
y leucocitos de sangre periférica (16 veces mas altos
para AAS1, 439 veces mayor para AAS2, y 5 veces
mayor para AAS4; p <0,001). En comparacién con los
leucocitos de sangre periférica, la expresion de AAS fue
significativamente mayor en la arteria pulmonar (8 veces
mayor para AAS1, p <0,001; 50 veces mas altos para AAS2,
p <0,001;y 2,3 veces mas alta para AAS4, p = 0,019) (Figuras
1B,(,D). Sin embargo, no se observaron diferencias en la
expresion de la PCR entre el parénquima pulmonar, la
arteria pulmonar y leucocitos de sangre periférica (Figura
1A).
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Figura 1: Comparacion de los niveles de expresion génica de distintos RFA , PCR (A)y subtipos de AAS (B,(,D )en diferentes tejidos
(células de la sangre, arteria pulmonar y parénquima pulmonar) de los pacientes con EPOC.
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Con respecto a los niveles plasmaticos, los pacientes Figura 2: Concentraciones plasmaticas de PCR y AAS en los

con EPOC tenian una carga inflamatoria periférica mas  fumadores sanos (controles, CNT) y los pacientes con diferentes
alta en comparacién con los fumadores sanos (Figura estadios de la EPOC.
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p <0,4), la arteria pulmonar (r =-0,049, p <0,7) y leucocitos
de sangre periférica (r = -0,271, p <0,09). Tampoco hubo
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AAS y su expresidn génica en el parénquima pulmonar (r
=-0,207, p <0,56), arteria pulmonar (r =-0,037, p <0,054) y
leucocitos en sangre periférica (r =-0,117, p <0,29).
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Abreviaturas: PCR: Proteina C reactiva; AAS: Amiloide A
sérico
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Objetivo 2. Estudios en modelos celulares: RFA en
células respiratorias y comparacién con hepatocitos.

Tras 24 y 48 horas de incubacién en medio de cultivo
con IL-1 podemos observar como las células epiteliales,
fibroblastos pulmonares y hepatocitos humanos
responden al estimulo de esta citoquina proinflamatoria,
sintetizando ambos RFA implicados en la inflamacion
sistémica de la EPOC (AAS y PCR) (tabla2).

Si nos centramos a nivel pulmonar, al comparar la
expresion génica de los diferentes subtipos de AAS,
destaca a nivel de fibroblastos la mayor expresién de
AAS2 frente a células epiteliales y de forma significativa
frente al resto de marcadores (p = 0,029).Esta diferencia
es a favor de fibroblastos para los tres tipos de AAS y su
determinaciénalas 24 horas (p=0,029 para AAS1; p=0,029
para AAS4), lo cual podria dar un mayor protagonismo al
papel de los fibroblastos en la respuesta inflamatoria.

Expresion génica de AAS y PCR de células epiteliales, fibroblastos y hepatocitosfrente a controles

Hepatocitos Hepatocitos Epiteliales Fibroblastos
(CRL2706) (HEP3B) (Nuli-1) (MRC-5)
24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
PCR | Control | 1(0) 1(0) 1(0) 1(0) 1(0) 1(0) 1(0) 1(0)
-1 0,61(0,67) |56(243) | 142(0,70) 6,87 (5.,43) 391(0,18) |5,55(0,95) |32,02(44,58) | 1(0,56)
AAST | Control | 1(0) 1(0) 1(0) 1(0) 1(0) 1(0) 1(0) 1(0)
-1 L540,1) | 2,12(1,1) | 1438,94 (612,7) | 1578,19(1004,8) | 2,87(0,75) | 4,67(0.43) | 83,61(339) |4591(9.2)
AAS2 | Control | 1(0) 1(0) 1(0) 1(0) 1(0) 1(0) 1(0) 1(0)
-1 0,94 (1,1) | 083(0,5) | 1366,25(366,0) | 1986,69 (12354) | 6,52(6,9) | 148(8,2) | 199,73 (42,4) | 305,36(183,1)
AAS4 | Control | 1(0) 1(0) 1(0) 1(0) 1(0) 1(0) 1(0) 1(0)
I-1 1,58(0.5) | 4.82(L1) |235(L8) 3,08 (1,5) L34 (12)  [802(44) |163.25(0,5) |4.23(L9)
A nivel hepatico, destaca la mayor expresion génica Encontramos  diferencias  significativas  entre

para PCR y todos los subtipos de AAS en hepatocitos
de hepatocarcinoma (HEP3B) frente a hepatocitos sanos
(CRL2706), siendo significativo (p = 0,05) en el caso de
AAS1y AAS2.

Cuando comparamos la expresién génica a nivel
pulmonar con la sintesis fisioldgica a nivel hepatico,
vemos que la expresién génica a nivel pulmonar, en
células epiteliales y fibroblastos, es significativamente
mayor a nivel de todos los marcadores inflamatorios en
comparacion con los hepatocitos sanos (CRL2706).
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fibroblastos y hepatocitos sanos (CRL2706) a nivel de
AAS2 (p = 0,029 a las 24 y 48 horas) y tendencia a la
significacién a nivel de AAS1 y AAS4 (p = 0,057), y entre
células epiteliales y hepatocitos sanos (CRL2706) a
nivel de PCR a las 24 horas (p = 0,029). Sin embargo en
comparacion con hepatocitos de hepatocarcinoma
(HEP3B) es mayor la expresion génica de AAST y
AAS2 a este nivel frente al resto de tipos celulares.
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DISCUSION

El presente trabajo estudia la via patogénica de la
inflamacion sistémica en la EPOC. Estudios anteriores han
demostrado consistentemente que la inflamacion en la
EPOC no se limita a las vias respiratorias y los pulmones,
si N0 que se asocia a un cierto grado de inflamacién
sistémica’.

Aunque el aumento de los niveles de PCR, IL-6, IL-8 y
TNFa han sido reportados en pacientes con EPOC® 7, el
origen de la produccién de moléculas proinflamatorias
en esta entidad clinica sigue sin estar claro. Hasta el
momento, una de las teorias mds aceptadas sigue
siendo el fenédmeno de “derramamiento” (spill over) de
mediadores inflamatorios al torrente sanguineo, siendo
el pulmén el origen de esta inflamacién®. Sin embargo,
resultados mds recientes cuestionan esta hipétesis,
porque no se han identificado asociaciones significativas
entre las vias respiratorias y las concentraciones sistémicas
de citoquinas proinflamatorias’. Del mismo modo, las
cargas inflamatorias de esputo y de plasma inducida
no se correlacionaron entre si, poniendo esta teoria del
origen de la inflamacion sistémica en tela de juicio®. Es
por ello que la posibilidad de una causa inversa no pueda
descartarse, en la que la propia inflamacion sistémica, sea
la responsable de generar lesién a nivel de via respiratoria,
parénquima y vasculatura pulmonar'®Tampoco puede
descartarse posibles factores genéticos y constitucionales
que puedan predisponer a los pacientes con EPOC a cierto
grado de inflamacién, tanto pulmonar como sistémica"

Nuestro grupo ha demostrado anteriormente la
capacidad del parénquima pulmonary el tejido bronquial
de sintetizar RFA en pacientes con EPOC en comparacién
con fumadores que no desarrollaron la enfermedad.
Ademads, observamos un patrén de secrecion diferente
segun la localizacién anatémica y cuya secrecion parece
estar relacionada con variables clinicas de la enfermedad™
BEn particular, se observé que la expresion de marcadores
de inflamacién es diferente en los fibroblastos, células
epiteliales, y macréfagos”.

En este estudio, hemos ampliado nuestras
observaciones anteriores mediante la evaluacion de
sus niveles de expresion génicade PCR y AAS tanto en
los pulmones como en la arteria y sangre periférica,
observando que los tres tipos de muestras expresaban
ambos biomarcadores. Nuestros resultados actuales
indican generalmente una reacciéon inflamatoria mas
marcada a nivel local y no a nivel sistémico, al constatar
que el parénquima pulmonar es la principal fuente de
RFA en pacientes con EPOC frente a fumadores sanos,
en comparacién con arteria pulmonar y la circulacién
periférica.
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Debemosteneren cuentaunaserie de consideraciones
metodoldgicas en nuestro trabajo. Existe una diferencia
entre el nimero de pacientes EPOC frente a controles
sin la enfermedad. La metodologia de nuestro estudio
consiste en un disefio observacional, sin randomizacién
de los casos, lo cual puede dar lugar a una distribucién
heterogénea en algunas de las variables. En el grupo
de pacientes con EPOC, un menor nimero de pacientes
puede estar justificado, como ya hemos comentado, por
la dificultad de incluir pacientes en estadios graves que
puedan someterse a intervencién quirurgica, lo cual limita
el nimero de casos. Entre ambos grupos observamos
ademas una diferencia significativa en el consumo de
tabaco (paquetes-ano), lo cual puede justificarse porque
la relacion entre el grado de tabaquismoy laEPOC es dosis
dependiente. De esta manera, a mayor habito tabaquico,
mayor repercusién sobre la caida de funcién pulmonar y
mayor probabilidad de desarrollar la enfermedad.

Existen estudios previos que muestran una correlacion
entre los niveles séricos de PCR y la progresién de la
enfermedad. Estos trabajos describen una relacién entre
la concentracién sérica de PCR y una disminucién del
FEV1 en los pacientes con EPOC, de forma que a mayor
concentracién de PCR mas rapido es el empeoramiento
del FEVI'®. Nuestro trabajo, a pesar del nimero limitado
de pacientes con EPOC en estadios avanzados de la
enfermedad (5 pacientes en estadio Ill de la GOLD y
ninguno en estadio IV), muestra como el grado de
inflamacion sistémica (medido por los niveles plasmaticos
deambos marcadores inflamatorios), aumento en paralelo
con la gravedad de la EPOC. Ademads, hubo asociacién
positiva significativa entre los niveles de PCR en plasma
y los niveles de AAS. Es posible, por tanto, que al incluir
mayor nimero de pacientes con enfermedad mas severa
hubiéramos podido obtener mayores diferencias en los
estudios inferenciales.

Centrandonos en el compartimento periférico, hemos
medido la expresién de los RFA en los leucocitos de
sangre periférica. Los pacientes con EPOC tenian una
carga inflamatoria periférica mas alta en comparacién
con los fumadores sanos. Sin embargo, la expresion
génica de RFA en el pulmoén (tanto en el parénquima
como en la vasculatura pulmonar) no se correlacionaba
con su expresion en leucocitos de sangre periférica ni con
sus niveles plasmaticos, por lo que la fuga de proteinas
inflamatorias de los pulmones a la corriente sanguinea
es poco probable. Ji et al!* han estudiado previamente la
actividad inflamatoria en diferentes compartimentos (por
ejemplo, saliva, esputo, lavado broncoalveolar y suero/
sangre) de pacientes con EPOC estratificados de acuerdo
a su consumo de tabaco.
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Los autores identificaron varias asociaciones entre
diferentes marcadores inflamatorios, tanto a nivel local
como a nivel sistémico. Aunque se esperaria que las
correlaciones de nuestro estudio fueran significativas
entre el plasma'y la expresidn tisular de RFA, si la hipotesis
del derramamiento a la circulacion sistémica fuera
cierta, nuestros resultados deben ser interpretados con
precaucion.

En primer lugar, la deteccién de la presencia de un
ARNmM no proporciona informacion sobre si ese ARNm
se traducird en una proteina o, de hecho, si serd una
proteina funcional. Estd falta de concordancia entre
los datos de concentracién de mRNA y los niveles de
proteina es una constante en los estudios de expresién
de mediadores inflamatorios en la EPOC”.En segundo
lugar, contindan por dilucidarse en nuevas lineas de
trabajo futuras, el papel de los polimorfismos en los
genes que codifican para marcadores inflamatorios. Es
posible que los polimorfismos de la PCR tengan relacion
con los resultados obtenidos'. Por ultimo, numerosos
RFA (incluyendo PCR y AAS) pueden ser sintetizados en
el higado, otra fuente potencial de inflamacion sistémica
en la EPOC.

En un segundo tiempo, hemos estudiado la via
patogénica de la inflamacion sistémica en la EPOC en dos
tipos celulares claves en la patogenia de la enfermedad
como son las células epiteliales y los fibroblastos
pulmonares (procedentes de lineas comerciales de sujetos
con EPOC), comparandola con la sintesis fisioldgica a nivel
hepatico, con objeto de determinar la contribucién de
cada uno a la inflamacion sistémica.

El higado se ha considerado tradicionalmente la
principal sintesis de PCR y AAS en humanos bajo el
estimulo de citoquinas (particularmente IL-1, IL-6, TNFa),
como respuesta ante un dafo externo. Tanto PCR como
la AAS estan presentes, pero en niveles bastante bajos, en
la sangre de individuos sanos. Sin embargo, sus niveles
pueden aumentar hasta 1.000 veces en 24 horas como
respuesta de fase aguda, reflejando en gran medida la
sintesis de novo en el higado. De los resultados obtenidos,
podemos afirmar que el higado no es el Unico responsable
en la sintesis de RFA, sino que el pulmén es también capaz
de realizar esta sintesis.

Se deben tener en cuenta algunas limitaciones para
los estudios realizados a nivel de cultivos celulares como
el nuestro, a la hora de evaluar la relaciéon potencial y
reflejar completamente la situacién in vivo. Nuestro
equipo cuenta con una amplia experiencia en el cultivo
celular, tanto en lineas comerciales como de cultivo
primario procedentes de muestras humanas.
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Sin embargo, las limitaciones que surgen ante este
tipo de estudios in vitro son especialmente debidas los
problemas de mantenimiento de las lineas celulares,
lo cual debe tenerse en cuenta a la hora de evaluar la
relacién potencial y reflejar completamente la situacion
in vivo.

A nivel pulmonar, destaca la expresién por parte de
fibroblastospara los tres tipos de AAS frente a las células
epiteliales, lo que daria un mayor protagonismo al papel
de estas células en la respuesta inflamatoria.

Los fibroblastos intervienen en la patogenia de la
EPOC, especialmente en la afectacién bronquiolar delavia
aérea fina, en la que se ha demostrado una proliferacién
peribronquiolar, que resulta ser el factor mas limitante en
la génesis de la obstruccion crénica al flujo aéreo"”. Los
fibroblastos son las principales células responsables en
la produccién y mantenimiento de la matriz extracelular
en el pulmoén. Por tanto, la alteraciéon en la capacidad
funcional de estos fibroblastospuede desempenar
un papel relevante en la patogénesis del enfisema
pulmonar, que se traduce en una desestructuracion del
tejido. Recientemente se ha sugerido una comunicacién
disfuncional del epitelio-fibroblasto a través de la
liberacién de mediadores que juegan un papel clave en
la inflamacién crénica y los procesos de remodelacién en
la EPOC™.

Centrandonos a nivel hepdtico, en primer lugar,
empleamos hepatocitos procedentes de pacientes con
hepatocarcinomas (HEP3B), factor limitante que puede
relacionarse con el mayor nivel de inflamacién obtenido a
nivel de hepatocitos con enfermedad. Estudios recientes
no solo confirman una mayor expresion de AAS en el
suero de pacientes con hepatocarcinoma en comparacién
con pacientes con lesiones benignas o sin enfermedad,
si no que observan una asociacién significativa entre
las concentraciones elevadas de este biomarcador y la
reduccion de la supervivencia global, lo que determinaria
su utilidad como marcador pronéstico™. En segundo lugar
empleamos hepatocitos sanos(CRL2706), eliminando ese
factor limitante en este segundo grupo celular,con idea
de explorar el comportamiento fisiolégico.

En nuestro trabajo encontramos, una mayor expresion
génica para PCRy todos los subtipos de AAS en el grupo
de hepatocitos con hepatocarcinoma frente a hepatocitos
sanos, destacando una mayor expresion de AAS1T y AAS2
de forma significativa en este grupo de hepatocitos frente
al resto de tipos celulares estudiados.
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Cuando comparamos la expresién génica a nivel
pulmonar con la sintesis fisiolégica a nivel hepdtico,
vemos que la expresion génica a nivel pulmonar, en
células epiteliales y fibroblastos, es significativamente
mayor a nivel de todos los marcadores inflamatorios en
comparacion con los hepatocitos sanos.

Sin embargo, debemos reproducir este estudio en
pacientes con EPOC, paradeterminarsiel comportamiento
del tejido hepatico de estos pacientes se comporta de
manera similar, y si esta expresiéon de biomarcadores
a nivel pulmonar es independiente o no de la sintesis
fisiolégica hepética, contribuyendo a aclarar el origen de
esta inflamacién sistémica en la EPOC.

En conclusion, los conocimientos actuales de los
distintos mecanismos que subyacen a la inflamacién
de la EPOC estan aumentando significativamente en
los Ultimos aios, pero sigue lejos de ser completa. Se
necesitan mas estudios para identificar las posibles
fuentes sistémicas de moléculas proinflamatorias en
pacientes con EPOC. El interés por identificar nuevos
biomarcadores prondsticos inflamatorios de la EPOC
tiene como objetivo final, dilucidar el nexo de unién entre
la EPOC y la afectacién sistémica de la misma y ofrecer y
mejorar nuevos enfoques terapéuticos a medida®®.
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