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PRESENTACIO

Aquesta tesi doctoral s estructura segons les directrius de la normativa per a la
presentacio de tesis doctorals de la Universitat de les llles Balears. La tesi doctoral es
centra en analitzar si les alteracions funcionals dels macroags alveolars (MA) poden
tenir un paper en la patogeénia de |"alteracié de la resposta inflamatoria caracteristica
de la malaltia pulmonar obstructiva cronica.

Els estudis que comprenen aquesta tesi doctoral pertanyen a la mateixa linia
d’investigacié desenvolupada des del 2001 a la Unitat d’Investigacié de |"Hospital
Universitari Son Dureta sota la direccid de la Dra. Noguera i del Dr. Sauleda. Els
resultats obtinguts han aportat informacié rellevant que ha estat recollida en dos
articles originals publicats en revistes d"amplia difussié internacional, amb un factor
d’impacte global de 7.894, dels que la doctoranda és |"autora principal. La tesi s’ha
completat amb una publicacié addicional prévia a I'inici dels estudis i les beques
obtingudes en relaci6 a la mateixa.

Actualment, la present linea de treball continua en desenvolupament amb la

realitzacié d’altres estudis experimentals a la Unitat d’Investigacié de ['Hospital.
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1. CARACTERISTIQUES GENERALS DE LA MALALTIA PULMONA R

OBSTRUCTIVA CRONICA

La malaltia pulmonar obstructiva crénica (MPOC) es, segons la Global Initiative
for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD) 2009 (1), una malaltia prevenible i
tractable, que es caracteritza per una limitacié al flux d"aire que no és completament
reversible, és progressiva i s’associa amb una resposta inflamatoria pulmonar
anomala a particules o gasos nocius, fonamentalment al fum del tabac. A més, pot
presentar una afectacié sistémica extrapulmonar que pot contribuir a la gravetat en
alguns pacients.

La MPOC suposa un problema sanitari de primer ordre degut a la seva alta
prevalenca, a la seva alta morbimortalitat i a I'important cost sanitari que comporta (2).
A Espanya, la prevalenca és del 10.2% a la poblacié adulta d’entre 40 i 80 anys, sent
més alta en homes (15.1%) que en dones (5.6%) (3). Rennard assenyala que, entre
les persones molt fumadores, la prevalenca pot arribar al 50% (4).

Els simptomes caracteristics son la dispnea, la tos i I"expectoracio d evolucio
cronica i progressiva encara que alguns individus desenvolupen una limitacié important
al flux d"aire, sense presentar simptomes de tos ni d"augment de |"expectoracio (1).

Les alteracions anatomopatologiques poden trobar-se a les vies aeries centrals
i perifériqgues, en el parénquima i en la circulaci6 pulmonar. Existeix un procés
inflamatori cronic amb augment de cél.lules inflamatories especifiques que comporten
cicles repetits de lesio i reparacié de la paret de la via aéria i que produeix el remodelat
estructural (5). Generalment, la inflamacio i el remodelat augmenten amb la severitat
de la malaltia i persisteixen al deixar de fumar (6).

La inflamaci6 pulmonar en els pacientes amb la malaltia sembla una

amplificacié de la resposta inflamatoria del pulmé a irritants como el fum del tabac. No
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es coneix el mecanisme pel que es produeix aquesta resposta, pero podria estar
determinada geneticament.

A més de la inflamacio, altres dos processos semblen rellevants en la
patogénesi de la MPOC: I'estrés oxidatiu i el desequilibri dels enzims proteolitics i
antiproteases del pulmé que afavoreixen la destruccié del parenquima amb dilatacio
dels espais alveolars distals. Es el que s’anomena emfisema pulmonar (2).

El cessament de |'habit tabaquic és la mesura més efectiva per a disminuir el
risc de desenvolupament de la malaltia i aturar la seva progressio (9).

Els tractaments utilitzats en la MPOC (broncodilatadors, glucocorticoides
inhalats) milloren els simptomes, disminueixen les exacerbacions i milloren la qualitat
de vida, pero cap dells ha aconseguit reduir la caiguda de la funcié pulmonar que es
produeix al cap dels anys (10-12). L Unic tractament que ha demostrat augmentar la
supervivencia en pacients amb malaltia avancada és I'oxigen domiciliari durant 15 o
meés hores al dia (13,14). No obstant aix0, hi ha farmacs que mostren una clara
tendéncia disminuir la mortalitat, com el tiotropi (15) i el tractament combinat de
salmeterol i fluticasona (16). En els darrers anys, farmacs com els antioxidants, els
inhibidors de la fosfodiesterassa IV i la teofilina a baixa dosi han mostrat tambeé la seva
eficacia (17).

Altres tractaments, que no sén especifics de la malaltia, com les estatines i els
inhibidors de I'enzim convertidor de |'angiotensina, també han mostrat efectes

beneficiosos (18, 19).
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2. MECANISMES FISIOPATOLOGICS EN LA MPOC

La inflamacio i el remodelat sén dos aspectes importants en la MPOC i son
claus per a entendre la patogénesi de |"obstruccié al flux aeri caracteristica d"aquesta
malaltia (5). La inflamacio es caracteritza per la presencia d"un infiltrat de cél.lules
inflamatories (macrofags, neutrofils i limfocits) en la via aéria i en el parénquima
pulmonar, que alliberen mediadors inflamatoris (radicals lliures, interleucines,
proteases) que perpetuen aquesta inflamacié (5). Com a consequéncia d aquest
procés cronic es produeix una resposta reparadora anomala amb canvis en
I"estructura de la via aéria i del parénquima que es coneix com a remodelat. Aquest
procés és més accentuat en el cas de no existir una adequada activitat
antiinflamatoria. La consequéncia final és la disminuci6 del calibre de la via aéria amb

obstruccié cronica al flux aeri (5) (Figural).
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Figura 1. Inflamacié i remodelat en el parénquima i vies aéries en la MPOC.

Sharafkhaneh A et al. Proc Am Thor Soc. 2007; 5:475- 477.
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A aquesta inflamaci6 cronica de les vies aéries es sumen el desequilibri entre
["activitat proteolitica i antiproteolitica, i I'estrés oxidatiu. Juntament amb aquests
mecanismes patogenics acceptats, s"han proposat altres que poden contribuir com la
malnutricié, la inestabilitat del surfactant pulmonar, la inhibici6 de la histona

deacetilasa i I'errada en el manteniment estructural per apoptosi cel.lular (20).

2.1. Inflamacié pulmonar

La resposta inflamatoria exagerada a la inhalacié de particles (majoritariament
fum del tabac), més enlla de ser una resposta protectora, €s un fet caracteristic de la
MPOC que acaba produint dany en el pulmé dels fumadors susceptibles. S"ha estudiat
el tipus, el lloc i el grau d’inflamacio al pulmo, aixi com la seva relacié amb la intensitat

de la malaltia (21). Les cel.lules i mediadors que hi participen son els seglents:

Limfocits

Les biopsies bronquials de pacients amb MPOC lleu o moderada mostren meés
infiltracié per cel.lules inflamatories en les vies centrals que els no fumadors i els
fumadors que no desenvolupen la malaltia (22-24). S’observa un predomini de
limfocits T, especialment CD8+, i macrofags (CD68+) i es troba una correlacié entre el
nombre de limfocits T, el nivell de destruccio alveolar i el grau d”obstrucci6 al flux aéri
(24, 25). No obstant, el paper dels CD8+ en la MPOC no esta del tot clar i s"ha de
considerar la posibilitat que no siguin la poblacié cel.lular més important, encara que si
la més abundant (6).

Recentment, s’ha descrit que la malaltia podria tenir un component
autoimmune i es produiria com a consequéncia de I'activacio de les cél.lules T pels

antigens alliberats durant el dany tissular produit pel tabac (26).
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En les mostres quirdrgiqgues de parenquima pulmonar, la progressié de la
malaltia esta associada a un major remodelat en les parets bronquials i a una
acumulacié d’exsudats inflamatoris en la llum de les petites vies. El perfil cel.lular esta
compost per neutrofils, macrofags i limfocits T CD8+ i CD4+, amb una gran quantitat
de limfocits B i folicles limfoides peribronquials (21).

Els limfocits T poden causar dany tissular per activitat citolitica directa o a
través de citocines proinflamatories. Els limfocits CD8+ secreten un perfil de citocines
Thl i mediadors citotoxics com granzimes i perforines que augmenten |'expressié de
Fas (25, 27). La granzima B i les perforines indueixen I"apoptosi de pneumacits tipus |,
contribuint aixi al desenvolupament de I'emfisema. Alguns estudis demostren la
correlacio existent entre els nivells d’infiltracié de limfocits T i I"apoptosi present en
teixits emfisematosos (22, 28). Els limfocits CD4+ participen en la resposta immune

alliberant citocines i amplificant la resposta d"altres ceél.lules immunes efectores.

Neutrofils

Els neutrofils es troben augmentats en |I'esput i en la rentada broncoalveolar
dels pacients amb MPOC. El seu nombre, tant en I"esput induit com en les biopsies
bronquials, es relaciona amb la gravetat de la MPOC (29) aixi com amb la rapidesa de
la perdua de la funcié pulmonar (30). A més, es coneix que els neutrofils s6n una
potent font de mediadors inflamatoris tals com espéecies reactives d”oxigen, mediadors
lipidics amb activitat quemoatraient i proteases tissulars (31).

No obstant aix0, el paper dels neutrofils a la patogenia de la MPOC no esta del
tot clar (32). ElI fum del tabac produeix un augment dels leucocits circulants i un
segrest dels mateixos als microcapilars pulmonars a on és possible que siguin activats
per alliberar especies reactives d oxigen i proteases, que poden tenir un efecte toxic

directe (32). Les proteases secretades, que inclouen |'elastasa dels neutrofils, la
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catepsina G, la proteasa 3, aixi com les metal.loproteases MMP-8 i MMP-9, poden
contribuir a la destruccié alveolar i sén potents estimuladors de la secrecié de moc

(32).

Macrofags

El nombre de macrofags és fins a 10 vegades superior en les vies aéries, en el
parenquima pulmonar i en la rentada broncoalveolar dels pacients amb MPOC (32).
Els pulmons dels fumadors sense MPOC també mostren major nombre de macrofags,
encara que menys activats (33, 34). Donat que és el nucli central de la present tesi,

aquest apartat es desenvolupa al detall més endavant.

En resum, la majoria de les cél.lules del sistema immune estan implicades en
aquest procés inflamatori: (a) Cel.lules Fagocitiques, macrofags i neutrofils, que
produeixen gran quantitat de mediadors inflamatoris i (b) Limfocits T, que actuen com

a cél.lules efectores i reguladores de la resposta immune.

Citocines

Les citocines juguen un paper fonamental en el desenvolupament de la
inflamacié ja que participen en la captacié i activacié cel.lular i promouen la
supervivencia de multiples cel.lules inflamatories. Les citocines inclouen: (a)
Limfocines, secretades per limfocits T i que regulen la resposta immune, (b) Citocines
proinflamatories (TNF-a, IL-6, IL-8), que amplifiquen i perpetuen el procés inflamatori,
(c) Factors de creixement, que promouen la supervivencia cel.lular i participen en els
canvis estructurals de la via aeria (GM-CSF, TGF-B8, EGF, VEGF), (d) Quimiocines,
atrauen cel.lules inflamatories (MIP-a, MIP-B1, MCP-1) i (e) Citocines antiinflamatories,

gue modulen la resposta inflamatoria de manera negativa (IL-10 i TGF-B) (35).

15
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Mediadors proinflamatoris lipidics

Durant la resposta inflamatoria, algunes cel.lules participants alliberen leucotrié
B, (LTBs) que actua com a mediador quemoatraient dels neutrofils i també com a
activador dels mateixos i, en menor grau, dels eosinofils.

S’ha descrit que la concentraci6 de LTB, esta elevada en I"aire expirat (36), en
I"esput induit (36) i en el serum (37) dels pacients amb MPOC. La concentracio
observada en I'esput dels pacients amb MPOC es correlaciona amb el nombre de
neutrofils trobats (38, 39).

La concentracié de LTB4 en el serum dels pacients amb MPOC esta més
augmentada que en el de pacients amb asma o en el de controls i, I'administracio de
corticoesteroides, no esta asociada a la seva disminucid, per la qual cosa els efectes
beneficiosos dels corticoesteroides en els processos obstructius de las vies aéries no

pareixen estar mediats pel LTB,4 (37, 40).

2.2. Estrés Oxidatiu

Les accions que poden derivar-se de |"estrés oxidatiu inclouen la inactivacié de
les antiproteases (com |"a;-antitripsina i I'inhibidor de les leucoproteases (SLPI)) (41) o
I"activacio de les metal.loproteases (42). Els oxidants també poden danyar directament
els components de la matriu pulmonar (elastina i col.lagen) (43) i interferir en la sintesi
i reparacio de I'elastina (44). Tot aixo pot lesionar el pulmé amb destruccié del mateix i

aparicié d’emfisema.
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2.3. Equilibri proteases- antiproteases

El desequilibri entre I"activitat de les proteases i antiproteases és una de les
hipotesis dominants en la patogénesi de la MPOC. Aquest equilibri és necessari per a
aconseguir un optim manteniment de |"estructura pulmonar (20). Les alteracions del
mateix originen un increment de la destruccié tissular o una reparacié anomala que
origina I'emfisema. Els enzims proteolitics, com les serinproteases (fonamentalment
I"'elastasa del neutrofil) i les metal.loproteases (MMPs), son families d"enzims que
degraden proteines de la matriu extracel.lular i la seva activitat és neutralitzada per
uns altres enzims, I'aj-antitripsina (45-47) i els inhibidors tissulars de les
metal.loproteases (TIMPs) (46, 47), respectivament. El déficit d"aquests enzims pot
ocasionar emfisema pulmonar.

A més de la destruccié de la matriu, els fragments d elastina generats per les
proteases exerceixen un efecte quimiotactic sobre els mondcits incrementant la
inflamacié i creant un “feed-back” positiu que resulta en una destruccié continua del

paréngquima pulmonar (48-50).

2.4. Remodelat

La reparacio tissular consisteix en els mecanismes que el pulmé posa en marxa
per a reduir el dany tissular i perque les cel.lules lesionades 0 mortes es multipliquin de
manera suficient per a recuperar la seva integritat (51). De totes maneres, quan es
produeix una reparacié anomala, com per exemple després de la inflamacié cronica,
es parla de remodelat. A la MPOC, el remodelat s aprecia fonamentalment en la via
aeria amb fibrosi de la paret bronquial i hipertrofia del muscul llis, la qual cosa agreuja

I"obstruccio al flux aeri (52).
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2.5. Apoptosi cel.lular

Com a consecuencia de la inflamacié i de I'estrés oxidatiu pot produir-se
apoptosi. Els estudis en animals d’experimentacié i en humans han demostrat un
increment de |‘apoptosi de cél.lules estructurals de pacients amb MPOC en
comparacio amb fumadors i sans (53). L'errada en el manteniment de |'estructura
alveolar pel desequilibri entre I"apoptosi i la substitucié de les cél.lules estructurals
(endotelials, epitelials i fibroblastes) pot ser causa de desenvolupament d"emfisema.
L"emfisema pot resultar d"un increment de la mort de les cél.lules de la paret alveolar i/

o una proliferacio ineficient de I"epiteli i de I'endoteli alveolar (20, 54).

2.6. Altres factors

Alguns estudis suggereixen que la malnutrici6 pot contribuir a [|"aparicié
d’emfisema: la restriccid calorica pot desenvolupar un emfisema i perdua de cel.lules
alveolars que pot ser reversible si s‘augmenta la ingesta. També assenyalen que
I"emfisema originat a partir d"un estimul intern (restriccio calorica) és reversible mentre
que el degut a I'exposicié a agents externs no ho és (55).

Altres estudis assenyalen que el surfactant juga un paper important en el
manteniment de |"estructura alveolar al augmentar la seva plasticitat. Ito et al (56) han
demostrat que alteracions epigenetiques com les de I"acetilacié de les histones poden

tenir un paper en la patogénia de la malaltia.

2.7. Inflamacio sistemica

Les evidéncies recents suggereixen que la MPOC és una malaltia complexa
que a més de l'obstruccié al flux aeri comporta consequéncies extrapulmonars

relacionades amb la inflamacié sistéemica (57). El procés inflamatori generat i amplificat
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implica I"alliberament a la circulacié sistemica de mediadors inflamatoris que poden
determinar |"existéncia de manifestacions extrapulmonars, tals com la pérdua de
massa muscular i la caquéxia. La inflamacié sistémica pot iniciar o complicar altres
patologies com la patologia cardiovascular, I'osteoporosi, I"anémia normocitica, el
cancer de pulmé, la depressio i la diabetis (58). Aquesta inflamacié té relevancia
clinica ja que esta relacionada amb la disminuci6 de la funcié pulmonar, esta

augmentada durant les exacerbacions (58) i és un marcador pronostic (59).

2.8. Autoimmunitat

La possibilitat de la existencia d’un component autoimmune en la patogenia de
la MPOC va ser formulada per Agusti et al (60) el 2003. En els darrers anys, s"han
establert els mecanismes que tenen lloc en les diferents etapes que condueixen a la
MPOC (26): (a) resposta immune innata al fum del tabac, que es basa en el
reconeixement del dany tissular per les célul.les epitelials, macrofags i neutrofils, (b)
activacio i proliferacié de cel.lules T i (¢) reaccid immune adaptativa conduida pels
limfocits CD8+ i les cel.lules B, amb la formacio de folicles limfoides. Aquesta darrera
etapa contribueix a la persistencia de la resposta inflamatoria anys després del
cessament de I"habit tabaquic, com a resposta als autoantigens originats al llarg de tot
aquest procés.

D’altra banda, les consequéncies de la falta de retirada de les cel.lules
apoptotiques també contribueix a que continui I"estat inflamatori i, per tant, al risc de
desenvolupament de la resposta autoimmunitaria (61).

Recentment, s"han publicat dades tals com |"existéncia d anticossos circulants
contra el component principal de la matriu pulmonar, I'elastina (62), contra I"epiteli
pulmonar (63), la descripci6 d’'un model animal d’emfisema autoimmune (64) i

I"augment dels titols d"anticossos antinuclears i antiteixit circulants en els malalts amb
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MPOC (fet relacionat amb la disminucié de la funcié pulmonar) (65), que indiquen que
["autoimmunitat juga un paper dins aquesta resposta inflamatoria. No obstant aixo, son
necessaris més estudis encaminats a demostrar la relacio de causalitat entre

I"autoimmunitat i el desenvolupament de la MPOC.
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3. EL MACROFAG ALVEOLAR EN LA MPOC

La importancia del macrofag alveolar en la patogénesi de la MPOC es basa en
varies evidencies:

(@) El nombre de macrofags és fins a 10 vegades major en les vies aéries,
parénquima pulmonar i rentada broncoalveolar dels pacients amb MPOC (32) i es
correlaciona amb la severitat de la mateixa (66-68).

(b) EI macrofag constitueix la primera linea de defensa de la via aéria davant
els agents nocius i, a causa de les seves multiples funcions, esta involucrat en la
majoria de processos patologics que es desenvolupen a les vies aéries (2, 69, 70).

(c) Els macrofags, que s’originen en els teixits a partir dels mondcits
procedents del moll de I'os (69), sén el principal component del sistema mononuclear
fagocitic i juguen un paper critic en la iniciacid, manteniment i resoluci6 de la
inflamaci6 (71).

Per al desenvolupament d’aquestes funcions, els MA tenen [habilitat de
canviar les seves propietats funcionals en resposta a estimuls exdogens o a processos
patologics en el parenquima pulmonar (72, 73). Alguns dels marcadors associats amb
la defensa de I'hoste i amb la inflamacié actuen com a marcadors de | activacié
funcional dels macrofags i poden ser modificats per diferents senyals inflamatories que
es produeixen a diversos processos pulmonars (72-76). Alguns exemples d aquests
receptors son: (a) receptors implicats en la fagocitosi (CD44, CD36, CD51, CD61 i
CD14), (b) receptors relacionats amb la capacitat de presentacié de I'antigen (HLA-
DR), (c) algunes moléecules coestimuladores (CD80, CD86 i CD40) o (d) el receptor del

complement tipus 3 (CD11b).
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Els macrofags poden intervenir en la patogénia de la MPOC en diferents

aspectes:

3.1. Iniciacio de la inflamacid

La inflamacié s’inicia amb un canvi en el perfil de les molecules d"adhesié local
i es crea un gradient quimiotactic que comporta el segrest de cél.lules des de la
circulacio sistémica (71). Els polimorfonuclears son les primeres cél.lules que sofreixen
extravasacio i arriben al lloc de la inflamacié. Les ceél.lules mononuclears fagocitiques
(monacits/ macrofags) i els limfocits, sén també captades per a participar en el procés.
Els macrofags participen en la produccid, movilitzacid, activacio i regulacié de les

cél.lules efectores inflamatories/ immunes (71).

3.2. Activacio dels macrofags

El fum del tabac activa als macrofags i aquests alliberen mediadors inflamatoris
com citocines proinflamatories (TNF-a, IL-8, la proteina quimiotactica dels monocits-1
(MCP-1)), el leucotrie B4, espécies reactives d’oxigen, aixi com proteases tals com
MMP-2, MMP-9, MMP-12 i catepsines K, L i S (32).

Els pacients amb emfisema presenten una major concentracié en la rentada
broncoalveolar i una major expressio en MA de MMP-1 (Col.lagenasa) i MMP-9
(Gelatinasa B) (77, 78). També s’ha observat un increment de I"activitat de MMP-9
(79, 80) i MMP-2 (81) en el paréenquima pulmonar de pacients amb emfisema. L"interés
per les MMPs s”ha vist incrementat després de la demostracié de que la deleccio en el
gen que codifica la MMP-12 (Macrofag metal.loelastasa) prevé el desenvolupament de
I'emfisema després de I'exposicié al fum de tabac en el ratoli transgénic (82). Les

metal.loproteases tenen tres enzims que inhibeixen el seu efecte: sén els anomenats
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inhibidors tissulars de les metal.loproteases (TIMP-1, TIMP-2 i TIMP-3) (83). En els
fumadors que desenvolupen la MPOC, la produccié d antiproteases pot ser
inadequada per a neutralitzar els efectes de les multiples proteases, probablement a
causa de polimorfismes geneétics que alteren la funcié o la quantitat d"aquests enzims

(84).

3.3. Resoluci6 de la inflamaci6

La resolucié de la resposta inflamatoria o catabasi no és un procés passiu que
es doni en aturar-se l'estimul que el va produir, és a dir, quan es produeix
["abandonament de I"habit tabaquic. Es tracta d’un procés complex i altament regulat

que precisa de I"actuacié coordinada de diversos mecanismes (85-87).

Eferocitosi

L"eferocitosi consisteix en I'eliminacié de les cel.lules apoptotiques per les
cél.lules fagocitiques, fonamentalment macrofags. La fagocitosi de les cél.lules
apoptotiques (normalment neutrofils) per part dels macrofags €s un procés
antiinflamatori clau (87). El seu normal funcionament evita la necrosi secundaria de les
cél.lules apoptotiques no fagocitades (amb el conseglent alliberament del contingut
intracel.lular proinflamatori) i contribueix a la secrecié per part del macrofag fagocitador
de diversos mediadors antiinflamatoris (PPAR, IL-10, TGF-B, VEGF, HGF). Perque el
procés d’eferocitosi sigui efectiu, tant la ceél.lula apoptotica com el macrofag han
d’expressar a la seva superficie una série de senyals especifics. En la cél.lula
apoptotica I'expressié de fosfatidilserina (PS) constitueix un senyal molt especific
(“Eat-me signal”) (87). En el macrofag, els receptors scavengers millor caracteritzats

s6n el propi receptor de PS i els receptors CD36, CD14 i CD44 (87).
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Aclariment de I"acid hialuronic

L acid hialuronic (AH) és un glucosaminoglica que forma part de la matriu
extracel.lular. En la seva forma nativa existeix com a polimer d"elevat pes molecular
perd durant el procés inflamatori s"acumula en fragments de baix pes molecular.
Aquests fragments s6n importants pel manteniment de la resposta inflamatoria perqué:
(a) indueixen |'expressio de quimiocines (MIP-a, MIP-B1, MCP-1) (88) als MA, (b)
indueixen I"expressi6 de citocines (IL-8, IL-10) a les cél.lules epitelials bronquials (89) i
(c) poden actuar com a senyal dalarma endogen (“danger signals”) promovent
respostes antigen especifiques en els limfocits T mitjangcant receptors Toll-like (TLR)
(90).

El CD44 és el principal receptor per a I’AH i juga un paper clau en |"aclariment
d’aquests fragments de baix pes molecular (88). En els models animals, el déficit de
CD44 provoca una inflamacié pulmonar persistent caracteritzada pel déficit de
I"eferocitosi dels neutrofils apoptotics, I"'acumulacié progressiva de fragments d"AH i el

deficit en I"activacié de TGF-p (91).

Mecanismes antiinflamatoris

Els Peroxisome Proliferator Activated Receptors (PPARS) constitueixen una
familia de factors de transcripcid nuclear que regulen la resposta inflamatoria
antagonitzant les vies de senyalitzacio proinflamatories (NF-kB i AP-1) inhibint
I"expressio de gens proinflamatoris (citocines, metal.loproteases i reactants de fase
aguda) en diferents tipus cel.lulars (92, 93). Els PPARs s’expressen al teixit pulmonar,
als MA i a les cel.lules epitelials, endotelials i musculars (94).

D altra banda, el procés normal d eferocitosi estimula la produccié per part del

macrofag que ha fagocitat la cél.lula apoptotica de diversos factors de creixement
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(VEFG, HGF i TGF-B) que actuen com a mediadors antiinflamatoris i indueixen
reparacio tissular (95, 96).

El TGF-B és un potent estimulador de la proliferacié de celul.les mesenquimals
gue és esencial en la reparacid tissular. EI TGF-B suprimeix la produccio de
col.lagenases, incrementa la deposicié de col.lagen i disminueix I"activitat de les
metal.loproteases (MMPs), induint la produccié dels inhibidors tissulars de les
metal.loproteases (TIMPSs) (71).

Lee (97) descriu que el ratoli transgeénic IL-13 desenvolupa una remodelacié de
la via aéria dependent de |"activacié de la MMP-9 pel TGF- B i fibrosi. Morris et al (98)
descriuen que els ratolins que no sén capacos d’activar el TGF- B, desenvolupen
inflamacio i emfisema dependent de la MMP- 12. Es a dir, la regulacio del TGF- B és
crucial: I"'auséncia total de TGF- B allibera el fre damunt de la inflamacié i destruccio
tissular a I'espai aéri, mentre que massa TGF- 3 origina fibrosi de les vies aéries (99).

S’han identificat tres isoformes del TGF- B (TGF- B;, TGF- B,, TGF- B3), la
majoria implicades en [afectaci6 de les vies aéries, encara que per motius
metodologics la isoforma més estudiada és la TGF- ;.

La primera descripcié de |"associaciéo d"un polimorfisme del gen del TGF- B,
amb un augment de la susceptibilitat per al desenvolupament de la MPOC es va
realitzar el 2004 (100). S"han descrit diversos polimorfismes d’un nucleotid del gen
que codifica per al TGF- B, encara que no tots els treballs troben el mateix grau de
significacié i s’han realizat en poblacions diferents, per la qual cosa fan falta més

estudis sobre aquest tema (101).
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Mediadors lipidics especifics

Les lipoxines, protectines i resolvines s6n mediadors lipidics amb propietats
antiinflamatories i prorresolutives de la inflamacié de molt recent identificacié (86). Les
lipoxines bloquejen el reclutament dels neutrofils al focus inflamatori i estimulen
I"eferocitosi (102). Les protectines i resolvines col.laboren amb les lipoxines com a
molécules senyalitzadores de la catabasi (86). Les alteracions en aquests mediadors
poden interferir en la resolucio de la inflamacié. No s"han estudiat a la MPOC pero en
pacients amb asma persistent, s"ha observat una disminucié dels nivells de lipoxina

(103) i protectina D1 (104).

3.4. Inflamacio sistemica

L"activacié dels MA pot causar alteracions en la microcirculacio sistémica (105).
S’ha descrit, en animals d experimentacio i en cultius primaris, que els MA activats per
la hipoxia alliberen mediadors a la circulacié sistéemica que activen els mastocits
perivasculars i desencadenen una extensa inflamacié sistemica. La cascada
inflamatoria inclou I"activacié local del sistema renina-angiotensina i produeix un
increment de les interaccions leucocits-endoteli en les venules postcapilars,
incrementa els nivells microvasculars despecies reactives d'oxigen i produeix
extravasacié d’albumina. Es precisen més estudis que intentin corroborar aquestes

afirmacions.
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Tesi A. Pons Hipotesis de treball

Els MA dels pacients amb MPOC presenten una alteracié de la seva funcié en
la resposta inflamatoria que pot contribuir a disminuir la seva capacitat antiinflamatoria

i antielastolitica.

Per a abordar aquesta hipotesi general, s"han dissenyat dos estudis que

tracten aspectes especifics de la mateixa, tal com es discuteix a continuacio.
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Estudi I: Alliberament del factor transformant del creixement B i de

I"inhibidor tissular de la metal.loproteasa 1 pels MA en la MPOC.

Hipotesi:

Els MA dels pacients amb MPOC poden alliberar més mediadors
proinflamatoris i/0 menys mediadors antiinflamatoris que els dels fumadors amb funcié
pulmonar normal i que els dels no fumadors, el que explicaria la disminucié de la seva
capacitat antiinflamatoria i antielastolitica que contribueix a la patogénesi de la

malaltia.

Objectiu:

Estudiar |"alliberament pels MA cultivats de pacients amb MPOC, fumadors i no
fumadors amb funcié pulmonar normal de:

1. Especies reactives d oxigen

2. Mediador proinflamatori leucotrie B,

3. Mediadors antiinflamatoris: TGF- B i TIMP-1
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Estudi II: Caracteritzacio fenotipica dels MA i del s monocits circulants en

la MPOC.

Hipotesi:
Els MA dels pacients amb MPOC poden presentar alguns canvis en I'expressio
dels receptors de membrana que poden tenir implicacions en la resolucié de la

inflamacié pulmonar.

Objectiu:

Estudiar en els MA i en els monocits circulants de pacients amb MPOC,
fumadors i no fumadors amb funci6 pulmonar normal, |"expressio dels segients
receptors de membrana:

1. Receptors implicats en la fagocitosi: CD44, CD36, CD51, CD61 i CD14

2. Receptor relacionat amb la capacitat presentacio de I"antigen: HLA-DR

3. Molecules coestimuladores: CD80, CD86 i CD40

4. Receptor del complement tipus 3: CD11b
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Tesi Antonia Pons Articles publicats

Estudi I: “Decreased macrophage release of TGF- B and TIMP-1 in chronic
obstructive pulmonary disease”. _AR. Pons, J. Sauleda, A. Noguera, J. Pons,

B. Barcelo, A. Fuster, AGN Agusti. Eur Respir J. 2005; 26: 60-66. [FI: 3.947].
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Estudi II: “Phenotypic characterization of alveolar macrophages and
peripheral blood monocytes in COPD”.  AR. Pons, A. Noguera, D. Blanquer,

J. Sauleda, J. Pons, AGN Agusti. Eur Respir J. 2005; 25: 647-652. [FI: 3.947].

33



V. DISCUSSIO



En conjunt, els resultats d’aquesta tesi doctoral contribueixen a un millor

coneixement de la funci6 dels MA a la malaltia pulmonar obstructiva cronica.

1. Alliberament del factor transformant del creixem ent B i de I'inhibidor

tissular de la metal.loproteasa 1 pels MA en la MPO C.

En aquest estudi, s'investiga la capacitat dels MA de secretar tant molécules
pro (LTB4, ROI) com antiinflamatories (TGF-B,, TIMP-1) en pacients amb MPOC. La
resposta inflamatoria excessiva i persistent en els fumadors pot ser deguda o bé a un
augment de la resposta inflamatodria al fum del tabac i/o a una errada en la detenci6 de
I"activitat inflamatoria després del cessament de [|‘estimul (60). Les troballes
assenyalen que, els MA d aquests pacients, alliberen quantitats similars de LTB,4 i ROI
que els de fumadors amb funcié pulmonar normal i els dels no fumadors. Al contrari,
I"alliberament de TGF-B; i TIMP-1 pels MA esta marcadament disminuit en els

pacients amb MPOC.

Estudis previs han aportat que el LTB,4 esta augmentat en |"aire exhalat (36), en
I"esput induit (36) i en el serum (37) dels pacients amb MPOC perd no s’ha estudiat
I"alliberament de LTB, pels MA d"aquests pacients. El resultat del nostre estudi és
similar al demostrat per Spencer et al (106) en pacients amb déficit d"a;- antitripsina,
suggerint que la principal font de LTB, en els pacients amb MPOC és un altre tipus
cel.lular, possiblement el neutrofil (107). Aixd no és incompatible amb que els MA

siguin els principals productors daltres mediadors inflamatoris en la MPOC (108).



També esta acceptat que I'estrés oxidatiu és un important factor que
contribueix a la patogénesi de la MPOC (109) i que els MA produeixen ROI (69). Els
resultats del present estudi recolzen |'observacio feta per Mc Leod et al (110) de que
no es detecten diferéncies significatives en |"alliberament de I"anié superoxid per part
dels MA cultivats de fumadors amb o sense MPOC. Tot aix0 suggereix un paper

marginal dels MA en la patogénesi de |"estrés oxidatiu que caracteriza a la MPOC.

Respecte al TGF-B,, s'observa que els MA dels pacients amb MPOC alliberen

una concentracio significativament menor en resposta al lipopolisacarid (LPS) que els

de fumadors amb funcié pulmonar normal i que els de no fumadors (Figura 2).
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Figura 2. Alliberament de TGF-3; a les 24h, amb i sense estimulacié amb LPS.

En estudis anteriors s’ha descrit un augment en I'expressi6 de TGF-B; a
I"epiteli de la via aéria de pacients amb bronquitis cronica o MPOC (111, 112) pero no
s"ha estudiat el seu alliberament per part dels MA. Les diferéncies entre els resultats

del present estudi i els daltres previs poden ser degudes a les diferents linies
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cel.lulars estudiades i a les tecniques utiltzades. L increment de |"'expressio de TGF-;
a I'epiteli pot reflectir la importancia d"aquesta citocina en la remodelat de la via aeria a
la MPOC (113). D’altra banda, la disminucié de |"alliberament de TGF-; per part dels
MA pot orientar a una deficient capacitat antiinflamatoria/reparadora daquestes
cél.lules en pacients amb MPOC. El comportament diferent en I"epiteli aeri i en els MA

de pacients amb MPOC també ha estat descrit per a altres citocines (114).

Es interesant assenyalar que s ha trobat la preséncia del polimorfisme del gen
del TGF-B; (que comporta una disminucié del mateix) entre els pacients amb MPOC
(100). Aquesta observacio esta d"acord amb la troballa que reflexa una reduccié de

I"alliberament de TGF-B; pels MA dels pacients amb MPOC.

Igualment s"ha observat que els MA dels pacients amb MPOC alliberen menys

TIMP-1 que els dels fumadors amb funcié pulmonar normal o els de no fumadors

(Figures 3i 4).
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Figura 3. Alliberament de TIMP-1 a les 4h, amb i sense estimulacié amb LPS.
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Figura 4. Alliberament de TIMP-1 a les 24h, amb i sense estimulaciéo amb LPS.
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Donat que el TGF-B; estimula I"alliberament de TIMP-1 (115), pot especular-se
que lalliberament més baix de TIMP-1 observat en la MPOC pot ser degut a la
disminucié de TGF-B; comentada anteriorment. En qualsevol cas, donat que el TIMP-1
€s una important molécula antielastolitica (67), I"alliberament disminuit en pacients
amb MPOC pot contribuir al desenvolupament de I'emfisema. Els resultats del present
estudi contrasten amb els de Russell et al (67) que no troba diferencies en
I"alliberament de TIMP-1 pels MA entre els pacients amb MPOC i fumadors amb funcié
pulmonar normal. Aixd pot ser degut a aspectes metodologics, ja que els autors del
present estudi han controlat els efectes aguts del tabac (evaluant els nivells de CO a
aire exhalat) que poden originar estrés oxidatiu que pot disminuir I"activitat del TIMP-1
(116) o bé a una desigual distribucio dels fumadors actius entre els individus que pot
enmascarar potencials diferencies entre els grups. El fet de que s exclogui als pacients
gue presentin una infeccié bronquial, que augmenta la inflamacié pulmonar (117),

també pot explicar les diferéncies amb altres estudis (67, 77).

Els resultats obtinguts indiguen que els MA dels pacients amb MPOC
presenten una disminuci6 de [alliberament de molecules antiinflamatories i
antielastolitiques i no de les proinflamatories estudiades. Les potencials implicacions
d’aquesta observacié en la patogenia o tractament de la MPOC s han d"encaminar a
considerar la possibilitat de que el dany tissular a la MPOC no sigui homés degut a la
existencia d'un procés inflamatori sind també a una alteracié en els mecanismes de

reparacio d"aquest dany o d’una errada en el fre de la inflamacio.
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2. Caracteritzacié fenotipica dels MA i dels monoci ts circulants en la

MPOC.

Els resultats de |"estudi anterior recolzen la idea de que els MA tenen un paper
important en el desenvolupament de la MPOC. Junt amb aix0, es coneix que els MA
tenen I"habilitat de canviar les seves propietats funcionals en resposta a estimuls
exogens i/o en processos patologics al pulmo (72, 73) perdo no s'ha estudiat el
fenotipus de superficie dels MA en la MPOC. En aquest treball s"ha estudiat el
fenotipus de superficie dels MA i dels monocits circulants (PBM) en els tres grups
d'individus considerats a |'estudi anterior. El fet d"estudiar el fenotipus dels PBM
permetra explicar si les potencials diferéncies en el fenotipus de superficie dels MA
poden estar ja determinades en la circulacio sistemica i diferenciar, aixi, si aquestes
diferencies son degudes als possibles efectes del microambient pulmonar o a un

“background” genetic diferent.

Els resultats assenyalen que |'expressié en la superficie de la majoria dels
receptors estudiats és similar en els tres grups estudiats, tant en els MA com en els
PBM, encara que hi ha algunes notables excepcions. En primer lloc, I"'expressio de
I"'HLA-DR i CD80 en els MA esta disminuida en els pacients amb MPOC (Figura 5) i,
en segon, hi ha una subpoblaci6 d'MA que expressen CD44 low" que esta

augmentada en aquests pacients (Figura 6).
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Figura 5. Expressi6 dels receptors de superficie HLA-DR i CD80 en els MA.
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Figura 6. % de MA que expressen nivells baixos de CD44 (CD44 low").
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Es sabut que els MA funcionen com a cél.lules presentadores de |'antigen
dirigint |"activacié dels diferents subtipus de limfocits. Es I'antigen HLA-DR el que
regula la presentacio d"aquests antigens pels MA i la seva expressio esta estretament
relacionada amb el seu estat d’activacié (76). D’aquesta manera, una expressid
reduida de I'HLA-DR damunt dels MA esta lligada a un estat d"hipoactivacio (118) i pot
promoure immunotolerancia (119, 120). A més, el CD80 juga un paper important en
proporcionar els senyals coestimulatoris necessaris pel desenvolupament de les
respostes immunes antigen especifiques (121). Aixi, la expresssio reduida de I"'HLA-
DR i CD80 trobada en els pacients amb MPOC suggereix que la funcié immune
mediada per ceél.lules pot ser anormal en aquests pacients. Aixd pot afavorir la
colonitzacié bronquial a través de la interferéncia en el reconeixement del complex
amb |"antigen a la superficie dels MA pels limfocits helper CD4+ (122). El fet que
I"expressio de I'HLA-DR i CD80 als monacits circulants sigui similar en els tres grups
estudiats suggereix que les diferencies observades en el fenotipus dels MA succeeix
en resposta a canvis en I'entorn pulmonar i descarta la possibilitat d"un “background”

genétic diferent en aquests pacients.

El CD44 és un receptor transmembrana que és el major receptor de superficie
per a |"acid hialuronic (123) i juga un paper fonamental en I'aclariment de I"’AH que
s"ha acumulat als llocs de la inflamacié i que provoca dany tissular, ja que té funcions
proinflamatories (88). En el pulm6 normal, el macrofag alveolar és la cel.lula coneguda
més important que internalitza I'HA per a la seva degradacio i el CD44 participa en
aquest procés (124). A més, la unié del CD44 a la superficie dels MA promou la
ingesta selectiva de neutrofils apoptotics in vitro (125). Per tot aixd, el CD44 juga un

paper fonamental en la resolucio de la inflamacio (91).
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Aquest estudi troba que el percentatge d'MA que expressen CD44low" és
superior en els malalts amb MPOC que en els fumadors amb funcié pulmonar normal i
que en els no fumadors. Aixo pot determinar una disminucié en la capacitat de
captacio de I'acid hialuronic (124) i, a més, una limitacié en [|"habilitat dels MA dels
pacients amb MPOC en retirar els neutrofils apoptotics (91, 125, 126) que pot
contribuir a la inflamacié pulmonar. Donat que el present estudi és transversal no es
pot establir si aquestes alteracions estan relacionades amb la patogénia de la malaltia

0 s6n una consequeéencia.

En resum, aquest estudi demostra que els MA dels malalts amb MPOC
exhibeixen un fenotipus de superficie caracteritzat per I'expressioé reduida de I"antigen
de presentacio HLA-DR i del CD80 i del receptor CD44 relacionat amb la finalitzacio de
la resposta inflamatoria. Aquestes observacions donen importancia al fet que les
alteracions descrites contribueixen a la resposta inflamatoria anormal que caracteritza

la MPOC.
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Tesi A. Pons Conclussions

Els macrofags alveolars en la malaltia pulmonar obstructiva cronica presenten
alteracions funcionals que poden ser determinants en el desenvolupament i progressio

de la malaltia ja que:

1. Alliberen significativament menys TGF-B; i TIMP-1 que els de fumadors
amb funcié pulmonar normal i els de no fumadors el que suggereix un

menor estat antiinflamatori i antiproteolitic.

2. Expressen un fenotipus especific caracteritzat per una expressié reduida de
dos receptors implicats en la presentacio de I"antigen i del receptor CD44

implicat en la resoluci6 de la inflamacié pulmonar.
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VI. ABREVIATURES



Tesi A. Pons Abreviatures

AH: acid hialuronic

AP-1: proteina activada 1

EGF: factor de creixement epitelial

GM- CSF: factor estimulant de colonies granulo-monocitiques
GOLD: iniciativa global per a la malaltia pulmonar obstructiva cronica
HGF: factor de creixement hepatic

IL-6, IL-8, IL-10, IL-13: interleucines 6, 8, 10, 13

LTB 4: leucotrie B4

MA: macrofags alveolars

MCP-1: proteina quimiotactica dels monocits 1

MIP-a: proteina inflamatoria dels macrofags a

MIP-B1: proteina inflamatoria dels macrofags 1

MMPs: metal.loproteases

MMP-1, 2, 8, 9, 12: metal.loproteasa 1, 2, 8, 9, 12

NF-kB: factor de transcripccié nuclear k3

PBM: monocits circulants

PPAR: peroxisome proliferator activated receptors

PS: fosfatidilserina

ROI: especies reactives d oxigen

SLPI: inhibidor de les leucoproteases

TGF-B,, », 3: factor transformant de creixement 8 1, 2, 3
TIMPS (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3): inhibidors tissulars de les metal.loproteases
TLR: receptors Toll-like

TNF-a: factor de necrosis tumoral o

VEFG: factor de creixement vasculo-endotelial
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