Universitat

de les Illes Balears

JERS;

A g
& 7 )
< kY

451;\?\\('

TRABAJO FIN DE GRADO

ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE LOS
CORTICOIDES INHALADOS SOBRE LA
INFECCION BRONQUIAL CRONICA POR
PSEUDOMONAS AERUGINOSA EN PACIENTES
CON ENFERMEDAD PULMONAR OBSTRUCTIVA
CRONICA (EPOC)

Noemi Cerdn Pisa

Grado de Biologia

Facultad de Ciencias

Aflo Académico 2020-21






ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE LOS
CORTICOIDES INHALADOS SOBRE LA
INFECCION BRONQUIAL CRONICA POR
PSEUDOMONAS AERUGINOSA EN PACIENTES
CON ENFERMEDAD PULMONAR OBSTRUCTIVA
CRONICA (EPOC)

Noemi Cerdn Pisa

Trabajo de Fin de Grado
Facultad de Ciencias

Universidad de las llles Balears

Aflo Académico 2020-21

Palabras clave del trabajo:

EPOC, corticosteroides, Pseudomonas, TLR, c-Jun

Noemi Cerén Pisa

Tutora externa: Amanda lglesias Coma

Ponente: Cristofol Vives Bauza

Se autoriza la Universidad a incluir este trabajo en el Repositorio Autor Tutor
Institucional para su consulta en acceso abierto y difusion en linea, Si  No | Si No
con fines exclusivamente académicos y de investigacion E O O






INDICE

F AN o VA = A = 1 6
TS Y 1 1 1] 4
[ o Yo 10T o3 [0 1 a1 8
\V/I=T (0T Ko} [ Yo | - VPP 11
Disefnio experimental.....................ccooieiiiiiiiinn... 11
Cultivo celular.........ooeeeeee i, 11
EXIracCion RN A . ... e, 13
Cuantificacion RNAtotal.........coveeeiiii i, 13
SINtESIS CDNA . ... ettt 14
RT-gPCR con duplicado............c.cooviiiiiiin . 14
ANAlISIS eStadiStiCO....ovvvoeee i, 15
S U1 1 7= T [ 1 15
IS CUSIOM e uitteeenssseennnnnssssnnnnnssssssnnnnssssssnnnnssssennnens 24
(@40 ] a1 o3 18 =3 Lo ] o I 27

Bibliografia...couieieiiarie i e 28



Abreviaturas

AEC
ANOVA
AP1

B

BAL
BP

C
cDNA
CP
DNA
EPOC
F
FABP5
FCS
FEV1
FP
FVvVC
GR
ICS
LABA
LAMA
MAPK
MRNA
PA
PBS
PCR
RNA
RT
RT-gPCR
SD
TLR2 /4
Tm
B2m
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Phosphate Buffered Saline / Tampdn fosfato salino
Polymerase Chain Reaction

Acido ribonucleico
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Quantitative Reverse Transcription PCR
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Toll Like Receptor 2/ 4

Melting temperature / Temperatura de fusion
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Resumen

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) es una de las mayores
causas de muerte a nivel mundial. Esta enfermedad se caracteriza por sintomas
respiratorios persistentes y una limitacién del flujo de aire debido a anomalias
respiratorias. Los pacientes con EPOC pueden ser tratados con diferentes
farmacos para reducir los sintomas y la frecuencia de las exacerbaciones, uno
de ellos son los corticosteroides inhalados (ICS). Varios estudios han descrito
que los ICS se asocian con un mayor riesgo de neumonia en pacientes con
EPOC. Los Toll-Like receptors (TLR) son los receptores encargados de
reconocer los patégenos, por ejemplo, Pseudomonas aeruginosa (PA) que es
reconocida por TLR2, 4 y 5 en macroéfagos alveolares. La union del ligando a TLR
activa diferentes vias de sefializacion, una de las cuales acaba activando el factor
de transcripcion de la proteina activadora 1 (AP1) mediante c-Jun, que también
puede ser activado por FABP5. Por tanto, se quiso estudiar si los ICS en
macréfagos aislados de pacientes con EPOC, infectados con PA y tratados con
budesonida y fluticasona, modificaban TLR2 y TLR4, asi como la de los factores
de transcripcion c-Jun y FABPS5. Los pacientes (n = 37) fueron divididos segun si
presentaban la enfermedad y segun el uso de ICS. Los macréfagos se obtuvieron
a partir de un lavado broncoalveolar (BAL), los cuales fueron cultivados e
incubados con PA con los corticosteroides. El estudio de las expresiones relativas
de TLR2, TLR4, c-Jun y FABP5 se realizé mediante una RT-qPCR a partir de la
extraccion de RNA, cuyos resultados fueron analizados por un ANOVA de una
via. Los resultados obtenidos demostraron que no es el uso de los ICS lo que
provoca un factor de riesgo de infeccién por PA, sino que es la dosis la que podria
afectar de manera critica a la respuesta frente patégeno por parte de los
macroéfagos.



Introduccién

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) es una de las mayores
causas de muerte a nivel global (Lozano et al., 2012). Ya en el 2019 lleg6 a ser
la tercera mayor causa de muerte en el mundo, segun la Organizaciéon Mundial
de la Salud (World Health Organization, 2020).

La EPOC es una enfermedad comun, prevenible y tratable caracterizada por
sintomas respiratorios persistentes y una limitacion del flujo de aire debido a
anomalias respiratorias y/o alveolares causada normalmente por una exposicion
significativa a particulas nocivas (GOLD committee, 2021). Esta enfermedad
consiste en una inflamacion crénica del pulmén, que se diferencia por una
obstruccion progresiva y persistente al flujo aéreo (Itoh et al., 2013) y por la
destruccion del parénquima pulmonar (Salvi & Barnes, 2009). Los sintomas mas
comunes son disnea o dificultad para respirar, tos cronica y produccion de esputo
cronica (GOLD committee, 2021). Para diagnosticar esta enfermedad se utiliza
una espirometria, en la que se relaciona el volumen espiratorio forzado en el
primer segundo (FEV1) entre la capacidad vital forzada (FVC). Un valor menor de
0.70 en el resultado post-broncodilatador de FEV1/FVC confirma el diagnostico
de la EPOC (GOLD committee, 2021).

Ademas de los factores de riesgo genéticos, el tabaco es uno de los factores mas
importantes y conocidos, pero solo se le atribuye la mitad de los casos de EPOC
(Salvi & Barnes, 2009). La exposicion al humo de biomasa (de combustible o de
carbon), la exposicion ocupacional al polvo y los vapores, los antecedentes de
tuberculosis pulmonar, los de asma cronica, la contaminacion del aire exterior y
el nivel socioecondmico deficiente, son otros factores de riesgo importantes para
sufrir EPOC (Salvi & Barnes, 2009).

Ademas de los sintomas respiratorios diarios, los pacientes con EPOC presentan
episodios a lo largo de la enfermedad donde los sintomas se ven incrementados,
los cuales reciben el nombre de exacerbaciones. Estos episodios provocan un
aumento de la morbilidad y la mortalidad, por lo que a mayor frecuencia peor
estado de salud tienen los pacientes (Perera et al., 2007). Para reducir los
sintomas, la frecuencia y la severidad de las exacerbaciones existen diferentes
tratamientos (Vogelmeier et al., 2020). El tratamiento elegido depende de las
respuestas del paciente ante los mismos. Algunas de las terapias mas comunes
son [32-agonistas de accion prolongada (LABA), antagonistas muscarinicos de
accion prolongada (LAMA) y corticosteroides inhalados (ICS) (Vogelmeier et al.,
2020).



A pesar de los efectos beneficiosos de los ICS, hay estudios que demuestran que
la administracion de ICS se asocia con un mayor riesgo de neumonia en
pacientes con EPOC, aunque en pacientes con asma no se ha descrito (Festic et
al., 2016; Suissa et al., 2013). Aun asi, existe un debate sobre si el riesgo es el
mismo entre los diferentes tipos de ICS utilizados, budesonida o fluticasona. Los
ICS producen su efecto mediante la union al receptor glucocorticoide (GR),
interfiriendo directa o indirectamente en procesos gendmicos y no gendmicos
(Wagner et al.,, 2015). Su principal efecto es antiinflamatorio, incluyendo la
supresion de la produccion de citoquinas y quimiocinas y moléculas de adhesion
en las células epiteliales respiratorias (AEC, del inglés - airway epithelial cells)
(Wagner et al., 2015).

Los Toll-Like receptors (TLR) forman parte del sistema inmune innato los cuales
reconocen selectivamente moléculas asociadas a patégenos, como
lipopolisacéaridos, flagelina o acidos nucleicos de virus o bacterias (Crespo-
Lessmann et al., 2010). Hasta el momento s6lo se han descrito 11 TLR en
humanos, los cuales se clasifican en grupos segun el tipo de molécula que
reconocen (Kawai & Akira, 2007). TLR1, 2, 4 y 6 reconocen lipidos, TLR 5y 11
ligandos proteicos y TLR3, 7, 8 y 9 detectan acidos nucleicos provenientes de
virus y bacterias (Akira et al., 2006). TLR10 es de los menos comprendidos y
todavia se siguen estudiando los ligandos que se unen a este receptor (Su et al.,
2021). Ademas, los TLR1, 2, 4, 5 y 6 han sido encontrados en la membrana
plasmatica, mientras que los TLR3, 7, 8, 9, 10 y 11 fueron encontrados
exclusivamente en compartimentos endosomales (Kawai & Akira, 2010).
Pseudomonas aeruginosa (PA) es una bacteria gram-negativa y un patdégeno
oportunista, el cual puede causar neumonia (Faure et al., 2018), y puede ser
reconocido por TLR2, 4, 5y 9 de las células del sistema inmune (Mclsaac et al.,
2012). En el caso de los macréfagos alveolares, una de las células pulmonares
involucradas en la primera linea de defensa, se ven sobreexpresados los TLR2,
4y 5 frente a una infeccién por PA (Raoust et al., 2009). La unién del ligando al
TLR activa diferentes vias de sefializacion intracelular. Entre estas vias se
encuentran las proteinas quinasas activadas por mitbgenos (MAPK: p38) y c-Jun,
un miembro de la familia de la proteina activadora 1 (AP1), las cuales también se
pueden activar mediante proteinas de union a acidos grasos (FABP), regulando
asi la produccion de mediadores inflamatorios (Figura 1) (Fitzgerald & Kagan,
2020; Furuhashi & Hotamisligil, 2008; Vidya et al., 2018).
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Figura 1. Via de sefializacion de TLR y FABP en macro6fagos (Furuhashi & Hotamisligil, 2008).

Entonces, los macréfagos y neutréfilos son fundamentales para una correcta
respuesta del sistema inmunolégico, ya que poseen multiples mecanismos para
el reconocimiento y posterior eliminacion de patdégenos. En pacientes con EPOC
el nimero de estas células se ve aumentado, pero, a pesar de ello, las infecciones
respiratorias son comunes, lo que sugiere que la funcion del sistema
inmunoldgico se ve afectada (Bhat et al., 2015). Los efectos de los ICS sobre los
macrofagos son complejos, en el anterior estudio en el que participé mi tutora,
Dra. Amanda Iglesias, se demostré que la infeccién por Haemophilus influenzae
provocaba una disminucion de las propiedades antiinflamatorias de los
corticosteroides a través de una disminucion de la actividad de histona
deacetilasa (Cosio et al., 2015).

El objetivo de este estudio fue investigar si el uso de ICS en macrofagos aislados
de pacientes con EPOC, infectados con Pseudomona aeruginosa (PA) y tratados
con budesonida o fluticasona, modificaban la expresion de TLR2 y TLR4, asi
como la de los factores de transcripcion FABP5 y c-Jun.



Metodologia
Disefio experimental

El estudio se ha realizado con una cohorte de 37 pacientes, de los cuales 11
tenian EPOC tratados con ICS, 16 tenian EPOC sin ICS y 10 no tenian EPOC y
eran no fumadores. Los pacientes fueron a realizarse una broncoscopia por
practica clinica habitual, donde se les hizo un lavado broncoalveolar (BAL) para
un posterior cultivo de macrofagos. Por tanto, las muestras fueron
proporcionadas por el neumologo. EI BAL es una técnica de muestreo
broncoscopica que se basa en la instilacién de 250 cc de suero fisiol6gico en la
lingula o el l6bulo medio del pulmon, de la cual se obtienen un nimero de células
pulmonares representativo de cada paciente. A partir del BAL se aislaron los
macrofagos alveolares y se realiz6 un cultivo celular con 6 tratamientos
diferentes: control (C) control con PA (CP), budesonida (B), budesonida con PA
(BP), fluticasona (F) y fluticasona con PA (FP); con el objetivo de analizar la
expresion de los mMRNA FABP5, TLR2, TLR4, c-Jun y microglobulina 2 mediante
PCR a tiempo real (RT-gPCR).

Cultivo celular

El BAL se centrifug6 en un tubo corning de 50 mL a 1800 rpm durante 8 min. Por
un lado, el sobrenadante se alicuot6 y se guardé a -80 °C para determinaciones
futuras. El pellet resultante de la centrifugacion se resuspendio en 5 mL de medio
de cultivo RPMI 1640 (10% suero fetal bovino (FCS), 1% HEPES Buffer, 1%
antibiotico (estreptomicina y penicilina)), se pasé a un frasco de cultivo y se
incubd 2 h a 37 °C, 5% CO2 y 95% de humedad. Tras la incubacion se descarto
el sobrenadante y se afiadieron otros 5 mL del mismo medio. Se rasparon con
una espétula de cultivo celular los macréfagos adheridos en el fondo del frasco
de cultivo, se recogio6 todo el medio y se puso en un tubo corning de 15 mL. Se
centrifugd a 1800 rpm 6 min, se descartd el sobrenadante y se resuspendio el
pellet con 1 mL de medio de cultivo RPMI (0.5% FCS, 1% HEPES Buffer).
Después, se contaron el numero de células introduciendo 10 pL en la camara de
Neubauer, para saber qué concentracion habia en el mL. Los calculos son los
siguientes:

- Concentracion total

n? células

- 10000 (factor de la cAmara) = células/mL (Ci)

n? cuadrantes contados



- Concentracion de células por pocillo (Cf)

Ci (calculo anterior) - Vi = Cf - Vf(siendo Vi=1mLy Vf=6 mL por el total
de 6 pocillos)

Segun el namero obtenido de células se determiné el nimero de pocillos a
utilizar, dicho niamero oscilaba entre 1y 6 pocillos. La placa que se uso era de 24
pocillos, ya que el area y la cantidad de medio a utilizar encajaba con el nimero
de células.

Si la cantidad de células era suficiente (minimo 50000 por pocillo), se enrasaba
hasta 6 mL con el mismo medio en el tubo corning, se resuspendian y se ponia
1ml en cada pocillo. El cultivo se incubé overnight a 37 °C con 5% de CO2y 95%
de humedad. Al dia siguiente se retiré el medio de cada pocillo con una pipeta y
se prepararon los medios de cultivo RPMI (0.5% FCS, 1% HEPES Buffer) con
budesonida y fluticasona a una concentracion final de 1 pM.

En la figura 2 se detalla los tratamientos realizados si el nUmero de ceélulas es
suficiente para los 6 pocillos.
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Figura 2. Modelo placa de cultivo muestra BAL.C: control; CP: control con PA; B: budesonida 1
uM; BP: budesonida 1 uM con PA; F: fluticasona 1 uM; FP: fluticasona 1 uM con PA.

Para la soluciéon de PA se us6 la cepa PAOL refrescada la noche anterior con
medio de cultivo LB (Luria Bertani) liquido a 37 °C en agitacién 180 rpm. Con el
objetivo de obtener una concentracion final de 10° bacterias a partir de la solucién
inicial, se utilizé un espectrofotometro a 600 nm. Entonces, se fue diluyendo la
solucion inicial con PBS hasta llegar a una lectura de 1.000, lo cual significaba



que se encontraba en la concentracion deseada. El volumen de PA necesario
segun el nimero de células de cada pocillo se calcul6 con la siguiente férmula:
- Volumen de PA para cada pocillo
Cf (calculo anterior) - 100 (MOI)
10°

Tras afiadir PA en los pocillos correspondientes, el cultivo se incub6 durante 3 h
a 37 °C con 5% de CO2 y 95% de humedad.

.1000 = pL PA

Pasado el tiempo de incubacion, por una parte, se retiré el medio de cada pocillo
y se guardd a -80 °C. Por otra parte, se limpiaron los pocillos con PBS sin
despegar las células del fondo, se aspird y se afladio 125 uL de TRIzol Reagent
para lisar los macréfagos y proceder a la extraccion del RNA.

Extraccion RNA

Se siguié el protocolo TRIzol Reagent (User guide, ThermoFisher scientific,
Waltham, MA, USA) con modificaciones. Por tanto, a la muestra anterior se le
afiadié 100 pL de cloroformo, se vorteé 15 s y se incubd 5 min a temperatura
ambiente. Después, se centrifugd a 13000 rpm durante 15 min a 4 °C, lo cual
separd la muestra en tres fases diferentes: organica (proteinas), interfase (DNA)
y acuosa (RNA). Se transfiri6 62.6 yL de la fase acuosa a otro tubo eppendorf y
se le afiadié el mismo volumen de isopropanol (proporcion 1:2 de TRIzol). Se
vorted 5-10 s y se incub6 10 min a temperatura ambiente. Se centrifugd a 13000
rom 8 min a 4 °C. Se descarto el sobrenadante y se agregaron 125 uL de etanol
al 75% (proporcién 1:1 de TRIzol). Se centrifugd a 8100 rpm 5 min a 4 °C, se
elimind el etanol y se dejo secar el pellet de RNA al aire 3 min aproximadamente.
Finalmente, se afadieron 12 yL de agua libre de nucleasas, se vorte0, se puso
en hielo y se cuantifico.

Cuantificacion RNA total

La concentracion de RNA total (ug/uL) de cada muestra se cuantific6 con un
espectrofotometro Nanovue plus a una absorbancia de 260 nm. Se pusieron 2 pL
de agua libre de nucleasas para su calibrado y se procedié a cuantificar las
muestras con el mismo volumen.



Sintesis cDNA

A partir de la concentracion de RNA total se realizaron los calculos necesarios
para tener todas las muestras con 1 ug de RNA, con un volumen final de 20 uL
para la sintesis de cDNA.
1
pg/uL (resultado cuantificacion)

= pL de muestra con 1 pg de RNA

Para la retrotranscripcion (RT) a cDNA se us6 SensiFAST cDNA Synthesis Kit
(Bioline, London, UK). Por tanto, se cogi6 un volumen especifico de cada muestra
para tener 1 pg de RNA, se anadieron 4 pL de 5x TransAmp Buffer, 1 pL de
Reverse Transcriptase y agua libre de nucleasas hasta llegar al volumen final de
20 pL. Tras la preparacion de las muestras, se pusieron en un termociclador con
el siguiente programa: 25 °C 10 min (primer annealing), 42 °C 15 min (RT), 85 °C
5 min (inactivation). Al acabar se guardaron a -80 °C para una posterior RT-gPCR.

RT-gPCR con duplicado

Por una parte, se diluyeron 1:10 las muestras de cDNA afadiendo 180 pL de
agua libre de nucleasas. Por otra parte, se hicieron las mezclas para cada primer
de los mMRNA de interés (Tabla 1) teniendo en cuenta el andlisis con un duplicado.
Para cada muestra se pusieron 5 pL de KAPA SYBR FAST Universal Kit (Sigma
Aldrich, Billerica, MA, USA), 0.2 uL del primer forward, 0.2 pL del primer reverse,
2.6 uL de agua libre de nucleasas. Entonces, en cada pocillo se afiadieron 8 L
de la mezcla anterior y 2 pL de la muestra. Se tapé la placa, se centrifug6 a 2000
rom 2 min y se realizé la RT-gPCR con el programa correspondiente al mMRNA
gue se analiz6 en la placa. En el caso de las fases de la PCR de TLR2, FABP5y
B2m fueron: 95 °C 5 min, 95 °C 30 min, 60 °C 30 min, 72 °C 30 min, 65 °C 5 min.
Y en el caso de TLR4 y c-Jun fueron: 95 °C 3 min, 95 °C 30 min, 61.7 °C 30 min,
72 °C 30 min, 65 °C 5 min. Los resultados se normalizaron con los de 32m.
Ademas, se realizé la eficiencia de los primers mediante el uso de una recta
patrén a una concentracion conocida.



Tabla 1. Secuencias de cada primer de los MRNA de interés. F: Forward; R: Reverse

Oligonucleétido Secuencia (5’ =2 3’)
F GGACTTCTCCCATTTCCGTCT
TR R CTCCAGGTAGGTCTTGGTGTTC
F GATTTATCCAGGTGTGAAATCC
ThRa R TATTAAGGTAGAGAGGTGGC
F AAAGGATAGTGCGATGTTTC
e-Jun R | TAMAATCTGCCACCAATTCC
F TGGCCAAGCCAGATTGTATCA
FABPS
R CTGATGCTGAACCAATGCACC
F ACCCCCACTGAAAAAGATGAG
hzm R ATCTTCAAACCTCCATGATGC

Analisis estadistico

Los valores se expresaron como media + desviacidon estandar (SD) de al menos
3 experimentos diferentes por duplicado. La comparacién entre los grupos
experimentales se realizd mediante analisis de varianza de un factor (ANOVA).
Se consider6 que un valor de p<0.05 representaba una diferencia
estadisticamente significativa. Todo el andlisis estadistico se llevé a cabo
utilizando GraphPad InStat version 6.00 (GraphPad Software, Inc, La Jolla, CA,
EE. UU.).

Resultados
Andlisis RT-gPCR

Las eficiencias de cada primer a partir de la recta patron fueron todas alrededor
del 100% (Figuras 3-5).
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Figura 3. Representacion recta patron de los genes 82m, FABP5 y TLR2, junto con las eficiencias
correspondientes (E).
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Figura 5. Representacion recta patron del gen c-Jun (color verde), junto con la eficiencia
correspondiente (E).

Siguiendo el protocolo explicado anteriormente, se realizd el analisis de los
MRNA de interés. Entonces, se observo que la temperatura de fusién (melting
temperature o Tm) no era la esperada y, ademds, en algunas muestras se
observé que habia dimeros de oligonucleétidos por la cantidad insuficiente de
MRNA. (Figuras 6-10).
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Figura 6. Representacion de la temperatura de fusién del oligonucleétido B2m.
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Figura 7. Representacion de la temperatura de fusion del oligonucleétido c-Jun.
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Figura 8. Representacion de la temperatura de fusién del oligonucleétido FABP5.
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Figura 9. Representacion de la temperatura de fusiéon del oligonucleétido TLR2.
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Figura 10. Representacion de la temperatura de fusién del oligonucleétido TLR4.

Dados estos primeros resultados se penso que podia ser provocado por una baja
cantidad de muestra, por lo que se modificé el protocolo de la preparacion de la
RT-gPCR. Aunque en el caso de TLR4 y FABP5 no se repitié la RT-gPCR, ya
gue los ciclos salieron demasiado tardios, es decir, no hubo una sobreexpresion,
sobre todo en TLR4. Entonces, se hicieron las mezclas de los primers TLR2, c-
Juny B2m sin afiadir los 2.6 pL de agua y en cada pocillo se pusieron Unicamente



5.4 yL de la mezcla del primer correspondiente y 4.6 yL de la muestra, con el
objetivo de diluir menos la muestra. De esta manera, al volver a realizar la RT-
gPCR la Tm era la esperada y no hubo dimeros de oligonucleétidos (Figuras 11-
13).
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Figura 11. Representacion de la temperatura de fusidon del oligonucleétido c-Jun. Muestras
procesadas con el protocolo cambiado.
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Figura 12. Representacion de la temperatura de fusion del oligonucleétido TLR2. Muestras
procesadas con el protocolo cambiado.
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Figura 13. Representacion de la temperatura de fusién del oligonucleétido 82m. Muestras
procesadas con el protocolo cambiado.

Analisis estadistico

Tras la RT-gPCR se analizaron con ANOVA las expresiones relativas de TLR2 y
c-Jun en cada grupo. En las tablas 2 y 3 se muestran las medias y SD de las
expresiones de TLR2 y c-Jun, respectivamente, obtenidas en cada grupo y de
cada tratamiento.

Tabla 2. Medias y desviaciones estandar (SD) de la expresion relativa de TLR2 de cada
tratamiento en los grupos no fumadores, EPOC sin ICS y EPOC con ICS. C: control; CP: control
con PA; BP: budesonida 1 uM con PA; FP: fluticasona 1 uM con PA.

No fumadores EPOC sin ICS EPOC con ICS

Media SD Media SD Media SD

C 0.7017 0.4271 0.5682 0.2945 3.041 3.518
CP 1.926 0.9200 0.4791 0.2887 3.741 3.134
BP 2.012 0.6574 1.418 0.9927 2.492 1.918
FP 1.990 0.8011 1.216 0.7345 2.587 2.127




Tabla 3. Medias y desviaciones estandar (SD) de la expresion relativa de c-Jun de cada
tratamiento en los grupos no fumadores, EPOC sin ICS y EPOC con ICS. C: control; CP: control

con PA; BP: budesonida 1 pM con PA; FP: fluticasona 1 pM con PA.

No fumadores EPOC sin ICS EPOC con ICS

Media SD Media SD Media SD

C 0.8943 0.5651 0.555 0.4384 1.032 0.4594
CP 3.072 2.768 0.7217 0.6783 1.732 1511
BP 0.4257 0.2190 1.218 1.218 1.512 1.461
FP 0.3786 0.2669 0.7783 0.5672 2.070 2.431

En el caso del grupo no fumadores, por una parte, TLR2 se observo que estaba
sobreexpresado de manera significativa en CP en comparacion con C (Figura
14A, Tabla 4). Por otra parte, c-Jun también se encontr6 mas expresado
significativamente en CP frente a C y, ademas, la expresion en BP y FP fue menor
de manera significativa comparado con CP (Figura 14B, Tabla 4).
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Figura 14. Representacion de la expresion relativa de los genes TLR2 (A) y ¢c-Jun (B) en el grupo
de no fumadores. C: control; CP: control con PA; BP: budesonida 1 uM con PA; FP: fluticasona 1

UM con PA. * p<0.05, « p<0.05.



Tabla 4. Nivel de significancia (p-valor) de las expresiones relativas de TLR2 y c-Jun en el grupo
no fumadores. Obtenidos por un ANOVA de una via, test de Bonferroni. C: control; CP: control
con PA; BP: budesonida 1 uM con PA; FP: fluticasona 1 uM con PA.

TLR2 c-Jun
Cvs.CP 0.0226 0.0373
CP vs. BP >0.9999 0.0082
CPvs. FP >0.9999 0.0070

En el caso del grupo EPOC sin ICS se observé una sobreexpresion significativa
de TLR2 en BP y FP frente a C y CP (Figura 15A, Tabla 5). En cambio, en la
expresion de c-Jun no hubo diferencias significativas entre ningan tratamiento
(Figura 15B, Tabla 5).
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Figura 15. Representacion de la expresion relativa de los genes TLR2 (A) y c-Jun (B) en el grupo
de EPOC sin ICS. C: control; CP: control con PA; BP: budesonida 1 uM con PA; FP: fluticasona 1
UM con PA. « p<0.05.

Tabla 5. Nivel de significancia (p-valor) de las expresiones relativas de TLR2 y c-Jun en el grupo
EPOC sin ICS. Obtenidos por un ANOVA de una via, test de Bonferroni. C: control; CP: control
con PA; BP: budesonida 1 uM con PA; FP: fluticasona 1 uM con PA.

TLR2 c-Jun
Cvs. CP >0.9999 >0.9999
CP vs. BP 0.0043 0.4045
CPvs. FP 0.0319 >0.9999




Por ultimo, en el grupo EPOC con ICS no se han obtenido en ningun tratamiento
diferencias significativas tanto para TLR2 (Figura 16A) ni c-Jun (Figura 16B)
(Tabla 6).
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Figura 16. Representacion de la expresion relativa de los genes TLR2 (A) y ¢-Jun (B) en el grupo de

EPOC con ICS. C: control; CP: control con PA; BP: budesonida 1 uM con PA; FP: fluticasona 1 pM con
PA.

Tabla 6. Nivel de significancia (p-valor) de las expresiones relativas de TLR2 y c-Jun en el grupo
EPOC con ICS. Obtenidos por un ANOVA de una via, test de Bonferroni. C: control; CP: control
con PA; BP: budesonida 1 uM con PA; FP: fluticasona 1 uM con PA.

TLR2 c-Jun
Cvs. CP >0.9999 0.9053
CP vs. BP >0.9999 >0.9999
CPvs. FP >0.9999 >0.9999

Discusion

Los macrofagos, neutréfilos y linfocitos son las células mas importantes en la
patogénesis de la EPOC (Barnes, 2016). Especificamente, los macréfagos son
esenciales para la defensa a través de su habilidad para detectar patdgenos que
puedan atacar a las vias respiratorias y para regular la inmunidad innata y
adaptativa (Vlahos & Bozinovski, 2014). Durante las exacerbaciones de la EPOC,
a pesar de los efectos beneficiosos de los ICS, se ha visto que estan asociados
a un mayor riesgo de neumonia, especialmente fluticasona (Festic et al., 2016;
Suissa et al., 2013). Se usaron macrofagos aislados de pacientes con EPOC y
de no fumadores sin EPOC para investigar el efecto de los corticosteroides sobre
las expresiones de los genes TLR2 y c-Jun. Los macrofagos alveolares en



pacientes con EPOC tienen caracteristicas Unicas y son muy diferentes a los
macréfagos derivados de otras fuentes, como los de las lineas celulares o los
monocitos derivados de la sangre (Lea et al., 2018).

El rol de TLR2 en la patogénesis de la EPOC es controvertido con datos
contradictorios en la literatura (Freeman et al., 2013; Pons et al., 2006; Simpson
et al., 2013; Von Scheele et al., 2010). Estos datos contradictorios pueden ser
debido a diferencias entre las células estudiadas (monocitos de sangre periférica
vs. macrofagos), diferentes cohortes de pacientes, potencial especificidad tisular
de la expresion de TLR y los modelos experimentales utilizados (exposicion
aguda vs. exposicion cronica) (Higham et al., 2018). Hay dos vias de sefalizacion
de TLR segun la proteina adaptadora que reclute, MyD88 y TRIF. Ambas
proteinas pueden transmitir la sefial a través de ubiquitinas ligasas hasta fosforilar
p38 MAPK y activarla. Por tanto, esta quinasa activada, a su vez, activa el factor
de transcripcién AP1 (c-Jun), lo cual conduce a una serie de respuestas celulares
relacionadas con la supervivencia celular, la proliferacion y la inflamacion (Tartey
& Takeuchi, 2017).

Por un lado, en el grupo de no fumadores se observo una sobreexpresion de
TLR2 tras la infeccién con PA (CP), por lo que los macréfagos alveolares sanos
reconocieron la bacteria, resultado parecido a los obtenidos por Hoppstadter et
al. (2019) y Maris et al. (2006). En cambio, las células tratadas con budesonida
(BP) y fluticasona (FP) no presentaron diferencias significativas en comparaciéon
con CP. Del mismo modo, Ji et al. (2016) vio que en macréfagos alveolares de
pacientes sanos incubados con lipopolisacaridos no hubo diferencia significativa
entre el control y las células tratadas con budesonida. Ademas, al igual que TLR2,
c-Jun estaba sobreexpresado tras la infeccion (CP), indicando posiblemente una
respuesta de inflamacién ante el patégeno. Por el contrario, las células tratadas
con los corticosteroides (BP y FP) no expresaron de manera significativa c-Jun,
comparandolas con CP, lo cual demuestra la capacidad antiinflamatoria de los
corticosteroides al ser inhibidores de AP1 (Rossios et al., 2011). De hecho, estos
resultados son similares a los obtenidos anteriormente por el grupo de
investigacion de la Dra. Amanda Iglesias, cuyo estudio se realizé con una linea
de monocitos tratados con budesonida y fluticasona e infectados con la misma
cepa de PA (datos no publicados).

Por otro lado, el grupo EPOC sin ICS no present0 diferencias significativas en la
expresion de TLR2 entre el control (C) y el control con PA (CP), probablemente
debido a una tolerancia a TLR causado por una repetitiva estimulacién por
ligandos, tal y como describe Lea et al. (2018). Ocurrid todo lo contrario con los
macrofagos tratados con los corticosteroides (BP y FP), en los que TLR2 se



observd sobreexpresado en comparacion con CP. Ji et al. (2016) obtuvo los
mismos resultados tras la estimulacion con lipopolisacaridos y budesonida en
pacientes con EPOC, lo que sugiere que el sistema inmune respondié ante el
patdgeno. Asimismo, no se detectaron diferencias significativas en la expresion
de c-Jun entre ninguno de los tratamientos. Este resultado indica que estos
macrofagos presentaban un problema inflamatorio de base, provocado por la
propia EPOC vy por la infeccién por PA, donde los corticosteroides no fueron
capaces de disminuir esa inflamacién inhibiendo el factor de transcripcion AP1,
tal y como describié Rossios et al. (2011). Aunque cabe destacar que Wu et al.
(2005) demostrd que la estimulacién repetitiva por PA provocaba una tolerancia
a la propia bacteria, habiendo una disminucién de AP1, entre otros intermediarios
de la via de sefalizacion.

Finalmente, en el grupo EPOC con ICS no hubo diferencias significativas entre
los macrofagos control (C) y los infectados con PA (CP) que, al igual que el
anterior grupo, posiblemente causado por una tolerancia a TLR por una repetitiva
estimulacién (Lea et al., 2018). Ademas, al contrario que los pacientes sin ICS,
en las células de este grupo tratadas con los corticosteroides (BP y FP) no se
observaron diferencias significativas en comparacion con CP. Teniendo en
cuenta que estos macréfagos ya estaban tratados con corticosteroides al realizar
el BAL a los pacientes, es posible que hayan creado una tolerancia al uso de este
tratamiento. Igualmente, al incubar las células con budesonida y fluticasona
aumento la dosis inicial propia de los pacientes, pudiendo afectar negativamente
al reconocimiento del patdgeno, cuyo mecanismo se desconoce. De hecho, el
grupo de investigacion de la Dra. Amanda Iglesias realiz6 un estudio longitudinal
cuyo objetivo fue investigar la relacion entre el uso de ICS e infeccién por PA en
pacientes con EPOC con frecuentes exacerbaciones, como neumonia,
concluyendo que el factor de riesgo para tener infeccién por PA no era el uso de
ICS sino la dosis de este (datos no publicados). De la misma manera que TLR2,
no se observé diferente expresiéon en c-Jun entre los distintos tratamientos, por
lo que al igual en el anterior grupo la budesonida y la fluticasona no redujeron la
inflamacion y posiblemente los macrofagos presentaban una tolerancia a PA, tal
y como describe Wu et al. (2005).

Aunque los resultados obtenidos son interesantes, este estudio presenta
diferentes limitaciones que hay que tener en cuenta. Algunos de los resultados
obtenidos presentaron una desviacion estandar alta, indicando una mayor
dispersién de las expresiones de TLR2 y c-Jun en los macréfagos. Esto puede
haber sido causado por un tamafo de muestreo pequefio (n = 37), por la poca
cantidad de macréfagos obtenidos a partir del BAL y por la heterogeneidad propia



de la EPOC, donde cada paciente puede responder de manera diferente a los
tratamientos. Adem&s, no se estudié la actividad proteica de c-Jun ni las
citoquinas inflamatorias marcadoras de la EPOC para confirmar los resultados
obtenidos. Actualmente, este estudio se sigue investigando, por lo que se siguen
reclutando pacientes para el analisis de la actividad proteica mediante la técnica
de Western Blot, asimismo, las citoquinas se analizaron en el mes de septiembre
mediante la técnica ELISA multiplex. Aun asi, los resultados demuestran que a
pesar del efecto antiinflamatorio que presentan los corticosteroides en pacientes
sanos (grupo no fumadores), en pacientes con EPOC no se puede apreciar e
incluso los resultados sugieren que la dosis podria afectar de manera critica a la
respuesta de los pacientes con EPOC ante una infeccion por PA. Aunque para
confirmar esta conclusion es necesario realizar futuros estudios en los que se
incluyan un mayor niumero de pacientes y experimentos con diferentes dosis y
observar como afecta a TLR2 y c-Jun.

Conclusioén

Los ICS en pacientes con EPOC tienen beneficios, en los que se reducen las
exacerbaciones propias de la enfermedad. A pesar de ello, paralelamente
también puede ser un factor de riesgo para padecer infeccion por PA. Aunque no
es el uso de los ICS en si mismo lo que causa ese factor de riesgo, sino la dosis
gue se le administra a estos pacientes. De esta manera, cuanto mayor sea la
dosis de ICS, mayor sera el riesgo de padecer neumonia.
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