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LISTADO DE ABREVIATURAS
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ABC
ADN
ADNCc
ADP
AMPc
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ARNmM
ATP
AVAD
AVAD,
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CAT
CEAPHs
CEIC
CHGUV
CML
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a-actina de musculo liso

Area bajo la curva

acido desoxirribonucleico

acido desoxirribonucleico complementario
Adenosina difosfato

Monofosfato de adenosina ciclico

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensajero

Adenosin trifosfato

Afio de Vida Ajustado por Discapacidad

Afios de Vida Ajustados por Discapacidad
Bosentan

Albumina sérica bovina (Bovine Serum Albumin)
COPD Assessment Test

Células endoteliales de arteria pulmonar humana
Comité Etico de Investigaciones Clinicas
Consorcio Hospital General Universitario de Valencia
Células de musculo liso

Células de musculo liso de arteria pulmonar humana
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CPT Capacidad Pulmonar Total

CRP Proteina C-reactiva (C-reactive protein)

CVF Capacidad vital forzada

DALY Disability Adjusted Life Year

DAPI 4°,6- Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride
DCF 2’,7’-diclorofluoresceina

DMEM Dulbecco's modified eagle medium

DMSO Dimetilsulféxido

DO Densidad dptica

DPI Inhalador en polvo seco (dry powder inhaler)
ECso Concentracion eficaz 50%

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

(Ethylenediaminetetraacetic acid)
EEM Error estandar de la media

ELISA Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (Enzyme-
linked immun-osorbent assay)

Emax Efecto maximo del farmaco

eNOS Oxido nitrico sintasa endotelial

EGM Endothelial Cell Growth Medium

EPOC Enfermedad pulmonar obstructiva crénica
ERKs Extracellular-signal-regulated kinases

ERO Especies reactivas del oxigeno

ET Endotelina
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ET-2
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ETs
ETRs
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GAPDH
GBD
GMPc

GPCR
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h
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Receptor de endotelina A

Receptor de endotelina B
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Receptor acoplado a proteina G (G protein-coupled
receptor)
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Solucidn salina de Hank, Buffer de corte (Hank's balanced
salt solution)

Hospital Clinico Universitario de Valencia

Hipertension pulmonar
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HPA
HPPN
HRP
HTA
Hz
INK
IL-1B
IL-6
IL-8
kD
LDH

LTB,

MAP

MAPK

MDI

mEPHX1
mg
ml

MLC

Hipertension pulmonar arterial
Hipertension Pulmonar Persistente Neonatal
Enzima peroxidasa de rabano (Horseradish peroxidase)
Humo de tabaco ambiental

Hercio
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Interleuquina-6
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Proteina activada por mitédgenos (Mitogen-Activated
Protein)
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inhaler)

Hidrolasa epdxido microsomal 1
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MLCK

MLCP

mmHg
MMPs
MMP-8
MMP-9
MMP-12
mMRC
MOD
NAC

NF-kB

NO
OMS
PaO,
PAPM
PBS
PCR
PDE5S

PDGF

Quinasa de las cadenas ligeras de miosina (Myosin light
chain kinase)

Fosfatasa de las cadenas ligeras de miosina (Myosin light
chain phosphatase)

milimetros de mercurio

Metaloproteinasas de matriz (Matrix metalloproteinases)
Metaloproteinasa de matriz- 8

Metaloproteinasa de matriz-9

Metaloproteinasas de matriz-12

Medical Research Council britdnico modificado
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las células B activadas

Oxido nitrico (nitric oxide)
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Presion arterial pulmonar media
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derived growth factor)
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PDGF-BB
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PPA

RFCE
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Sa0,
SDS
SFB
SMI
TEM
TGF-B1

TIMP

TNFa
TRITC
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Factor de crecimiento de plaquetas tipo B

Por ejemplo

Prostaciclina (prostaglandina I,)

Prostaciclina (prostaglandina |,) sintasa
Presion parcial de oxigeno

Presiédn Pulmonar Arterial

Perfusion

Receptor de factor de crecimiento epidérmico
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kinase
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Saturacion de oxigeno

Dodecilsulfato sédico
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1. SISTEMA ENDOTELINA EN LA CIRCULACION PULMONAR

La endotelina (ET) es un péptido de 21 aminoacidos descubierta en 1988
[1].

Hay tres isoformas de la ET, denominadas ET-1, ET-2 y ET-3 [2], las cuales
estdn codificadas por 3 genes diferentes. ET-1 es considerada como la

isoforma patofisioldgica predominante y mds importante.
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Figura 1. Estructura y homologia de las endotelinas (ET), cadenas ceptidicas de 21
aminodacidos ET-1, ET-2 y ET-3 (Figura extraida y modificada de Masaki, T. et al. [3]).

1.1. RECEPTORES DE ENDOTELINA

Podemos distinguir dos receptores de endotelina (ETRs) diferentes,
denominados receptor de endotelina-A (ET,) y receptor de endotelina-B

(ETs), ambos distribuidos ampliamente en varios tipos celulares. Estos

27



fueron descritos por primera vez en el tejido pulmonar [4]. Son parte de la
familia del receptor acoplado a proteina G (GPCR, de su traduccién en
inglés G protein-coupled receptor) y poseen 7 dominios transmembrana.
Tanto ET, como ETz se expresan simultaneamente en todos los tipos
celulares estudiados, pero con una notable excepcidn; en células
endoteliales sélo se expresa el ETg [5]. Esta particular y Unica distribucion
de ET; endotelial se encuentra asociada a distintos efectos pre-clinicos y ha
generado algunos debates sobre los acercamientos farmacoldgicos dptimos
del bloqueo del sistema ET. Aunque el ET, expone igual afinidad por todas
las isoformas de ET, el ETg es mas sensible a los efectos de ET-3 [6].

La biologia y farmacologia de los ETRs es bastante compleja y sigue sin
comprenderse por completo. Se puede obtener una amplia variedad de
acciones a través de la estimulacion de ETR mediante la activacidn de
numerosas sefiales intracelulares. Ademds, algunos estudios funcionales
apoyan la existencia de una transactivacion entre ETRs en varios tipos
celulares [7-9].

Como en el caso de muchos otros GPCRs, hay evidencias de que ET, y ETg
pueden formar heterodimeros funcionales y de que esto debe tener alguna
importancia farmacolégica [8, 10-12]. Afadir también que, tras la
estimulacién con ET-1 se han podido demostrar numerosas modificaciones
post-traslacionales de ET, y ETg, y esto debe también modular la actividad
del receptor [13].

Por este motivo, todavia seria necesario un estudio pre-clinico sustancial

para clarificar este asunto, su relevancia en la enfermedad humana y su
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impacto sobre su dptima aproximacion al bloqueo farmacoldgico del
sistema ET.

Debido a que existen perfiles farmacoldgicos diferentes con varias
selectividades para el ET, y ETg , hay que ser prudentes en la evaluacién
clinica de esta nueva clase de farmacos, y tener en cuenta que,
eventualmente, ensayos comparativos directos de antagonistas de ETR
deben ser justificados con el fin de evaluar de forma clinica distintos

agentes farmacoldgicamente.

1.2. LOCALIZACION

La ET se encuentra ubicada y se produce, predominantemente, en el
endotelio vascular y, en menor proporcién, en otros tipos celulares,
incluyendo células de musculo liso de arteria pulmonar [14] y fibroblastos
pulmonares [15].

En vias aéreas periféricas, el ratio ETo:ETz es ~30:70 [16]. Este ratio varia
bastante entre especies, y los receptores se encuentran abundantemente
en células de musculo liso y en pared alveolar [17]. En arterias pulmonares
humanas, el ET, es predominante en grandes vasos, con un incremento de
la proporcion de ETg en muchas arterias pulmonares distales , llegando a

una proporcién de ~40% [18].

1.3. SINTESIS

La biosintesis de ET puede ser estimulada por varios promotores,

incluyendo hipoxia, factores de crecimiento, citoquinas, trombina vy
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angiotensina Il entre otros. Es interesante conocer que dicha biosintesis es
inhibida por el éxido nitrico (NO, de sus siglas en inglés nitric oxide) [19] y la
prostaciclina, dos factores cuya disminucidn contribuye a la patofisiologia
de la hipertensiéon pulmonar arterial (HPA).

La pro-ET, precursor inactivo de 39 aminodacidos al cual nos referimos mas
comunmente como big ET, es hidrolizada a ET madura por medio de la
accién de numerosos enzimas convertidoras de ET que encontramos

abundantemente expresadas en pulmodn [20].

Endotelina-1 (21 aa)

p 7
e { LB\A (5‘_, ‘_\ P

L"‘Pl‘ b (ys(s.—,}(y& N
< — N
A\pl / \
NG / ~ / \

Lys)
o @lu(fys} v(u W')Phe((v‘ Hn\)lru(“wl un) |Io |n,.. ¢

-- TF@-

Big-Endotelina-1

\
/ \
/ 1 \

Preproendotelina-1 J

% 4 Oxido nitrico 4
Mg Gen P
e S Endotelina-1 - y
S Sl B g Prostaciclina
ol ~rs Prosta landina E
W+ Célula endotelial & il

Angiotensina Il
Catecolaminas

Hipoxia

Factores de crecimiento
Trombina

Figura 2. Célula endotelial: Sintesis de endotelina-1. Factores de estimulacion e inhibicion.
(Figura extraida y modificada de Levin, ER. Et al. 1995 [21]).

La ET estd considerada como mediador paracrino, puesto que la mayor

parte de su produccién es liberada hacia el espacio intersticial subyacente,
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con una cantidad medible liberada mas pequefia en la circulacién. En este
aspecto, niveles elevados de ET circulante son generalmente aceptados
como representativos de la activacion del sistema ET del tejido.

Estudios pre-clinicos sugieren que los pulmones son el lugar de principal
produccidon de ET, ya que los pulmones de rata muestran los mayores
niveles de ET inmunoreactiva [22], con niveles de expresién de ARNm cinco
veces mayor que en cualquier otro drgano estudiado [2]. El pulmdn no sdlo
produce si no que también aclara la ET plasmatica de la circulacién, en un
~47% de extraccion en un solo paso sistémico por pulmones [23, 24]. Sin
embargo, en sujetos normales no hay un gradiente arteriovenoso de ET
significativo alrededor de la circulacidn pulmonar ya que la evacuaciéon y

secrecion al plasma estan equilibradas [24].

1.4. EFECTO DE LA ENDOTELINA EN LOS PULMONES

La ET es un potente vasoconstrictor pulmonar. Este efecto estd mediado
por sus receptores ET, y ETg [9]. En pequefias arterias pulmonares aisladas
de humano y pulmones y arterias pulmonares de resistencia de rata es
necesario el bloqueo combinado de ET, y ETg con el fin de alcanzar la
inhibicion 6ptima de la vasoconstriccion [8, 9, 25-28]. También existe
evidencia de cooperacién o accién cruzada entre los receptores, puesto que
el bloqueo combinado de ambos da como resultado una mejor inhibicién
de la vasoconstriccién pulmonar frente al bloqueo de cualquiera de los

receptores por separado [8, 9].
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Por otra parte, la ET puede comportarse como un débil vasodilatador
pulmonar. La estimulacion del ETg endotelial puede liberar vasodilatadores
como el éxido nitrico y prostaciclina (prostaglandina 1,) [29, 30]. En
condiciones  normales, ETs endotelial no parece contribuir
significativamente en el tono vascular pulmonar [9, 31], y la eliminacidn del
endotelio no afecta a la vasoreactividad pulmonar arterial inducida por ET-1
[9]. Sin embargo, bajo condiciones de hipertensiéon pulmonar, cuando la
linea basal del tono vascular pulmonar estd incrementada, el papel
vasodilatador del ETgz puede estar desenmascarado por estimulacion
selectiva ETg usando una pequefa concentraciéon de ET-1 o por bloqueo
selectivo de ETg [9, 31, 32]. Con concentraciones de agonista superiores, el
papel vasodilatador suave del ETg esta perdido y superado por una potente
y sostenida vasoconstriccién [9].

La ET fomenta la remodelacion vascular e intersticial (Figura 3), estimula la
proliferacién de las células de musculo liso de arteria pulmonar humana a
través de ET, y ETg [18] y estimula la proliferacién de células endoteliales
humanas a través de la activacion de ETg [33]. Ademas, provoca la
activacion de fibroblastos pulmonares y la proliferaciéon [7, 15], con la
deposicién de la matriz extracelular y la contraccion. Un dato interesante es
gue ratones transgénicos que sobre-expresan ET-1 en el pulmén no
desarrollan hipertensién pulmonar, pero muestran evidencias de

inflamacidn pulmonar con algun grado de fibrosis [34].
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Figura 3. Endotelina (ET-1) en Hipertensién Pulmonar Arterial. NO: Oxido Nitrico, PGls:
Prostaciclina, TXA,: tromboxano A,, ?: Efecto desconocido (Figura extraida y modificada de
Dupuis, J. et al. [35])

1.5. ANTAGONISTAS DEL RECEPTOR DE LA ENDOTELINA

Han sido desarrollados numerosos antagonistas de ETR [36]. Se distinguen
farmacolégicamente basandonos en sus diferentes afinidades por el ET, y
ETg, tal y como estd determinado por estudios vinculantes en cultivo
celular. Actualmente hay tres antagonistas de ETR que han sido aprobados
para la terapia de HPA en varios paises. Estos son:
- Bosentan (TracleerTM; Actelion Pharmaceuticals, Allschwil,
Switzerland), el primer antagonista de ETR, aprobado en 2001,

muestra igual afinidad por ambos receptores, con un ratio de
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afinidad ETa:ETg de ~40:1. Por este motivo comuUnmente nos
referimos al Bosentan como el bloqueador dual de ETR.

- Sitaxsentan (TheIinTM; Encysive Pharmaceuticals, Houston, TX,
USA), aprobado en 2006 en paises europeos, expone un ratio de
afinidad ETA:ETg de 6,000:1 y es por tanto considerado y presentado
como un antagonista selectivo de ETa.

- Ambrisentan (LetairisTM:GiIead Sciences, Foster City, CA, USA, en
USA; Volibris™: GlaxoSmithKline, London, UK, en otras partes del
mundo). Aprobado en USA en Junio del 2007. Este farmaco esta
también presentado como bloqueador selectivo de ET,, aunque
muchos de sus ratios de afinidad ETA:ETg publicados muestran una
selectividad ET,:ETg de alrededor de un logaritmo, ligeramente

superior que el bosentan [37].

Basado en datos pre-clinicos y a causa de la aparente compleja
farmacologia de los ETRs, podria haber significativas diferencias clinicas en
el perfil eficacia/seguridad de estos agentes, los cuales requeririan en

ultima instancia una cuidadosa evaluacion clinica en ensayos aleatorios.

1.6. EVIDENCIAS DE QUE LA ENDOTELINA-1 CONTRIBUYE A LA
HIPERTENSION PULMONAR Y ESTUDIOS PRE-CLINICOS

Existe una clara evidencia de la activacidn del sistema ET en practicamente
todos los modelos pre-clinicos de HP, de la misma manera que en todas las
categorias de HP humana [38]. En HP la expresién de ET-1 en plasma y

pulmén se encuentra incrementada, estando correlacionada con la
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severidad de la enfermedad, incluyendo el grado de remodelado pulmonar,
medida mediante ecografia intravascular [39-41]. Aunque se ha hecho
evidente y se ha demostrado por los ensayos clinicos que la ET-1 contribuye
a la HP, la ET-1 probablemente es activada de forma secundaria y no es
causa primaria de HP. La infusién crdnica de ET-1 causa una reduccién en la
reactividad vascular pulmonar al NO en ratas, pero no da lugar a HP [5].
Ademds, la sobre-expresién de ET-1 sola no provoca HP en animales
transgénicos [34], otros mecanismos deben operar de forma concomitante.
El tejido pulmonar y las arterias pulmonares de pacientes con HP exponen
un aumento de liberacion de ET-1 [18]. La capacidad, en modelos animales
in vivo y tejido humano para eliminar ET-1 de la circulacién estd, no
obstante, reducida en varios tipos de HPA, sugiriendo que se produce una
reduccién de la actividad endotelial de ETz en HPA [31, 42-44]. Se estad a la
espera de saber cémo se ven afectadas la proporcién de ET, y ETg en
diferentes condiciones patolégicas y cémo se ve modificada la cooperacion
entre receptores. A pesar de esta destacada cuestion, los antagonistas de
ETR han demostrado claramente su efectividad en modelos pre-clinicos de
HP [38, 45-47]. Los antagonistas de ETR pueden mejorar la hemodindmica,
hipertrofia ventricular derecha vy la supervivencia. Han demostrado su
capacidad para provocar un remodelado beneficioso de arterias
pulmonares, reducir fibrosis pulmonar y mejorar la funcidon endotelial de
vasos pulmonares. Estos efectos han sido obtenidos con dos antagonistas
ET, altamente selectivos y agentes que exponen una pequefia selectividad

diferencial y considerados bloqueadores duales de ET,/ETg. Ha habido muy
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pocas comparaciones pre-clinicas directas sobre la diferente selectividad

ETR para permitir cualquier conclusién firme de superioridad entre ellos.

2. ENFERMEDAD PULMONAR OBSTRUCTIVA CRONICA

2.1. DEFINICION

La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) es una enfermedad
prevenible y tratable que conlleva algunos efectos extra-pulmonares
significativos que pueden contribuir a la gravedad de los pacientes. Su
componente pulmonar se caracteriza por una limitacién al flujo aéreo que
no es completamente reversible, la cual es generalmente progresiva y esta
asociada a una respuesta inflamatoria anormal de los pulmones a particulas
nocivas o gases.

El tabaquismo es el factor de riesgo mas comun de la EPOC, aunque en
muchos paises, la contaminacidn del aire resultante de la quema de lefia y
otros combustibles fdsiles también ha sido identificado como un factor de

riesgo de dicha enfermedad.

2.2. LIMITACION DEL FLUJO AEREO EN LA ENFERMEDAD
PULMONAR OBSTRUCTIVA CRONICA

La caracteristica limitacidn crénica al flujo aéreo de la EPOC esta causada
por una mezcla de la enfermedad de las vias aéreas pequeias (bronquiolitis
obstructiva) y la destruccion del parénquima (enfisema), las contribuciones

relativas de los cuales varian de una persona a otra (Figura 4).
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La inflamacidn crénica causa cambios estructurales como el estrechamiento
de las vias aéreas pequeiias. La destruccién del parénquima pulmonar,
también por procesos inflamatorios, conduce a la pérdida de la unidn
alveolar de las vias aéreas pequefias y disminuye la retraccién eldstica del
pulmdn. A su vez, estos cambios disminuyen la capacidad para que las vias

respiratorias permanezcan abiertas durante la espiracién.

INFLAMACION

SN

Enfermedad de las Vias Aéreas pequenas. Destruccion del parénquima.

Pérdida de unionesalveolares.

Inflamacién de las Vias Aéreas e g
Disminucidn de la recuperacion elastica

Remodelacion de las Vias Aéreas

N

LIMITACION AL FLUJO AEREO

Figura 4. Mecanismos que subyacen la limitacién al flujo aéreo en la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC). (Figura extraida y modificada de Rabe, KF. Et al. 2007 [48]

Definiciones anteriores de la EPOC han hecho hincapié en los términos
"enfisema" y "bronquitis crénica". Enfisema, o destruccién de las superficie
de intercambio de gases de los pulmones (alvéolos), es un término

patolégico que a menudo (aunque erréneamente) se ha utilizado en clinica
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y en él se describe sélo una de las varias alteraciones estructurales
presentes en los pacientes con EPOC. La bronquitis crénica, o la presencia
de la de la produccion de tos y expectoracién durante al menos 3 meses en
el periodo de dos afios consecutivos, sigue siendo un término clinicamente
y epidemiolégicamente util. Sin embargo, no refleja el impacto de Ia
limitacién del flujo aéreo en la morbilidad y la mortalidad en pacientes con
EPOC. También es importante reconocer que la tos y la expectoracion
pueden preceder al desarrollo de la limitacion al flujo aéreo. Por el
contrario, algunos pacientes desarrollan limitacién al flujo aéreo

significativa, sin tos crénica ni produccion de esputo.

2.3. EPIDEMIOLOGIA

2.3.1. MORBILIDAD

Las medidas de morbilidad tradicionalmente incluyen las visitas al médico, a
emergencias y hospitalizaciones. A pesar de que las bases de datos de EPOC
para estos parametros son menos accesibles que los datos de mortalidad,
los pocos datos disponibles indican que la morbilidad debida a EPOC
aumenta con la edad y es mayor en hombres que en mujeres [49, 50]. En
este conjunto de datos, sin embargo, la EPOC en sus estadios iniciales
normalmente no es reconocida, diagnosticada o tratada, y por lo tanto no
puede incluirse como un diagndstico en la historia clinica del paciente.

La morbilidad de la EPOC puede verse afectada por otras condiciones

crénicas de comorbilidad [51] que no estdn directamente relacionadas con
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la EPOC pero que sin embargo pueden tener un impacto en el estado de
salud del paciente o puede interferir negativamente con el tratamiento de
la EPOC.

Los datos de morbilidad se ven afectados en gran manera por la
disponibilidad de medios (p.e. los ratios de hospitalizacién son altamente
dependientes de la disponibilidad de camas en el hospital) y estos tienen
gue ser interpretados con precaucion y con un entendimiento claro de los
posibles prejuicios inherentes en los datos. A pesar de estas limitaciones, el
European White Book' proporciona buenos datos sobre el nimero medio
de consultas por enfermedades respiratorias mayores de 19 paises de la
Comunidad Econdmica Europea. En muchas ciudades las consultas por
EPOC sobrepasaron en gran numero las consultas por asma, neumonia,
cancer de traquea y pulmén y tuberculosis. En los Estados Unidos, en el afio
2000 hubo 8 millones de visitas de pacientes ambulatorios a hospitales o
consultas meédicas, 1.5 millones de visitas a urgencias y 673.000
hospitalizaciones.

Otra via para calcular la morbilidad de la enfermedad es calcular los afios de

vida con discapacidad.

1 .
Publicado por la European Respiratory Society, el Libro Blanco Europeo de pulmon se basa

en los ultimos datos de la Organizacion Mundial de la Salud y el Centro Europeo de
Prevencidn y Control de Enfermedades, y las aportaciones de expertos en todo el continente
para presentar un examen riguroso de la salud pulmonar y la enfermedad en Europa en su
forma actual y un andlisis informado de las tendencias futuras. Cubriendo los factores de
riesgo, las principales enfermedades, el desarrollo de los diversos campos de la medicina

respiratoria y la formacién y el crecimiento de las organizaciones de apoyo a los pacientes, el
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libro expone una serie de recomendaciones de politica para asegurar un mejor futuro para la
salud respiratoria. Es una herramienta de fuente de datos y la promocion de vital
importancia para los profesionales sanitarios, politicos, defensores de los pacientes y de los

medios de comunicacion.

2.3.2. MORTALIDAD

La OMS publica anualmente estadisticas de mortalidad para determinadas
causas de muerte. Estos datos deben ser interpretados con precaucién
porque el término de EPOC no ha estado bien definido siempre.
Previamente a 1968 y a la 82 revisidn de la Clasificacion Internacional de
Enfermedades, los términos “bronquitis crénica” y “enfisema” fueron
extensamente utilizados. A los largo de los afios 70 el término EPOC fue
reemplazando a esos términos en algunos paises pero no en otros,
haciendo que las comparaciones de mortalidad por EPOC entre diferentes
paises fueran muy dificiles. Sin embargo la situacién ha mejorado con las 92
y 102 revisiones de la Clasificacién Internacional de Enfermedades, en las
cuales las muertes por EPOC o por obstruccién crénica de las vias aéreas
estdn incluidas en la amplia categoria de “EPOC y condiciones asociadas”.

De esta forma, el problema del etiquetado ha sido parcialmente resuelto,
pero la falta de reconocimiento y de diagndstico de la EPOC auln afecta a la
precision de los datos de mortalidad. Aunque la EPOC es a menudo una
causa primaria de muerte, es mas probable que sea incluida como algo que
contribuya a la muerte u omitido totalmente del certificado de defuncién, y
ser atribuida la muerte a cualquier otra causa como una enfermedad

cardiovascular.
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A pesar de los problemas con la precisiéon de los datos de mortalidad de la
EPOC, estd claro que es una de las causas mas importantes de mortalidad
en la mayoria de paises. El Global Burden of Disease Study® predijo que la
EPOC, que ocupd el sexto lugar como causa de muerte en 1990, alcanzard a
ser la tercera causa de muerte a nivel mundial en el 2020. Este aumento de
la mortalidad serd debido a la expansion epidémica de la inhalacién de
tabaco y cambios demograficos en la mayoria de los paises, con mas
poblacién viviendo durante mas tiempo. De estas dos causas, la

demografica es la mas fuerte.

2 .
The Global Burden of Diseases, Injuries, and Risk Factors Study (GBD) es el esfuerzo mds

grande y mds completo hasta la fecha para medir los niveles epidemiolégicos y las
tendencias en todo el mundo. Mds de 1.000 colaboradores GBD de 108 paises participan en

la actualizacién mds reciente.

Las tendencias en las tasas de mortalidad, con el tiempo, proporcionan
informacidon importante pero, otra vez, estas estadisticas se ven muy
afectadas por la terminologia, la conciencia de la enfermedad, y el potencial
sesgo de género en el diagndstico. Las propension de mortalidad de la EPOC
en general implica un seguimiento de varias décadas de la costumbre de
fumar. Esta predisposicién en la tasa de mortalidad estandarizada por edad
dentro de las seis principales causas de muerte en los Estados Unidos entre
1970 y 2002 indica que mientras que la mortalidad de varias de estas
condiciones cronicas se redujo en ese periodo, la mortalidad por EPOC
aumentd (Figura 5). Los ratios de fallecimiento por EPOC en Canadi, tanto

en hombres como en mujeres, ha aumentado desde 1997. En Europa, sin
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embargo, la tendencia es diferente, se observa un descenso de la
mortalidad en algunos paises. No existe una razon obvia para la diferencia
gue existe de ésta entre Norte América y Europa, aunque se supone que
factores tales como la sensibilizacidn, el cambio de terminologia, y el sesgo

de diagndstico contribuyen a estas diferencias.
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Figura 5. Tendencias de las tasas de mortalidad estandarizadas por edad para las 6 causas
principales de muerte en los Estados Unidos 1970-2002. (Figura extraida y modificada de
Jemal, A. et al. 2005 [52]).

La propension a la mortalidad por EPOC ha sido particularmente
sorprendente para las mujeres . En Canada, la tasa de mortalidad por EPOC
entre las mujeres se acelerd en la década de 1990 y se espera que pronto

supere la tasa de los hombres. En los Estados Unidos,
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las muertes por EPOC entre las mujeres se han incrementado
abruptamente desde la década de 1970. En el 2000, el nimero de muertes
por EPOC en los Estados Unidos fue mayor entre las mujeres que los
hombres (59,936 vs. 59,118), aunque las tasas de mortalidad para las
mujeres siguen siendo algo mas baja que para los hombres.

Es probable que el aumento de muertes por EPOC a nivel mundial continte.

2.4. CARGA ECONOMICA Y SOCIAL DE LA ENFERMEDAD PULMONAR
OBSTRUCTIVA CRONICA

2.4.1. CARGA ECONOMICA

La EPOC es una enfermedad muy costosa. Por una parte tenemos los costes
directos (valor de los recursos de atencién médica dedicada al diagnéstico y
atencién médica) y por otra parte los indirectos (consecuencias monetarias
de la discapacidad, el trabajo perdido, la mortalidad prematura, y el
cuidado o los costes de la familia como resultado de la enfermedad) [53].
En la Union Europea el total de costes directos que provienen de las
enfermedades respiratorias se estiman en alrededor de un 6% del
presupuesto sanitario total, representando la EPOC el 56% (38,6 millones
de euros) del total de enfermedades respiratorias consideradas. En los
Estados Unidos en 2002, los costes directos de la EPOC supusieron 18
billones de ddlares y ascendid, con los costes indirectos, a 14,1 billones de
délares. El gasto por paciente varian de wun pais a otro,

ya que éstos dependen de que a éstos se les proporcione la atencidn
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médica adecuada y de que ésta deba ser pagada por el propio paciente o
por la administracién.

Por todo esto no sorprende que exista una notable relacion directa entre la
gravedad de la EPOC y el coste de los cuidados [54], teniendo también en
cuenta que la distribucién de los gastos cambia a medida que la
enfermedad progresa. Por ejemplo, los costes de oxigeno, la hospitalizacidon
y atencidn ambulatoria se elevan a medida que aumenta la gravedad de Ila
EPOC, como se ilustra en los datos de Suecia que quedan reflejados en la

siguiente figura (Figura 6).
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Figura 6. Distribucion de los costes directos de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC) segun la severidad de la enfermedad. Copyright 2002 Colegio de los Estados Unidos
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de América de Especialistas Tordcicos. [54]. VEMS: Volumen de aire espirado maximo
durante el primer segundo de una espiracion forzada.

La presencia de EPOC aumenta en gran medida el coste total
de la atenciéon a los pacientes, especialmente cuando los gastos de
hospitalizacién son considerados. En un estudio del coste de enfermedades
relacionadas con la EPOC en los Estados Unidos, basado en la Encuesta
Nacional de Gastos Médicos de 1987, los gastos per capita de las
hospitalizaciones de pacientes con EPOC fueron de 2,7 veces el gasto para
los pacientes que no padecian la enfermedad ($5.409 vs. $2.001) [55]. En
un estudio realizado en 1992 por Medicare (programa de cobertura de
seguridad social administrado por el gobierno de Estados Unidos de Norte
América. Este se encarga de proveer atencidon médica a personas mayores
de 65 ainos o mas jovenes consideradas discapacitadas debido a graves
problemas de salud, como cdncer, insuficiencia renal con necesidad de
dialisis, etc. ), el gasto per capita anual para las personas con EPOC (8.482
délares) fueron casi 2,5veces los gastos para las personas sin EPOC (3.511

délares) [56].

Con frecuencia, las personas con EPOC reciben cuidado médico profesional
en sus hogares. En algunos paises, los planes de seguro nacional de salud
proporcionan cobertura de tratamiento con oxigeno, visita de los servicios
de enfermeria, rehabilitacién, e incluso ventilacion mecdanica en el hogar,
aunque la cobertura para determinados servicios especificos varia de un
pais a otro [57]. Cualquier estimacion de los gastos médicos directos para
cuidados en el hogar no representa el verdadero coste de la atencién

domiciliaria, porque ignora el valor econdmico de la atencién prestada a las
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personas con EPOC por miembros de su familia. En los paises en desarrollo,
los costes médicos directos pueden ser menos importantes que el impacto
de la EPOC en el lugar de trabajo y la productividad en su casa. Debido a
qgue los servicios de salud no pueden proporcionar atencién y cuidados a
largo plazo a personas con discapacidad grave, la EPOC puede obligar a dos
personas a abandonar el lugar de trabajo, a la persona afectada y un
miembro de la familia que ahora debe quedarse en casa para cuidar al
familiar incapacitado. Como el capital humano a menudo es el patrimonio
nacional mds importante para los paises en desarrollo, los costes indirectos

de la EPOC puede representar una seria amenaza para sus economias.

2.4.2. CARGA SOCIAL

Debido a que la mortalidad ofrece una perspectiva limitada sobre la carga
social de las enfermedades, seria deseable encontrar otros tipos de
medidas que sean mas consistentes y medibles para asi poder hacer una
comparacién fiable entre los diferentes paises. Los autores del Global
Burden of Disease Study (anteriormente referenciado) han disefiado un
método para estimar la fraccion de mortalidad y discapacidad atribuible a
las principales enfermedades y lesiones utilizando una medida compuesta
por la carga de cada problema de salud, la DALY (Disability Adjusted Life
Year) [58-60] en castellano la AVAD (Afios de Vida Ajustados por
Discapacidad). Los AVAD representan una medida de los afos de vida en
relacion con la pérdida de salud. Para una condicién especifica suman los

anos de vida perdidos debido a la mortalidad prematura y los afios vividos
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con alguna discapacidad, ajustandolos segun la gravedad de Ila
discapacidad. En 1990, la EPOC fue la doceava causa de pérdida de AVADs
en el mundo, siendo responsable de un 2,1% del total. Segun las
previsiones, la EPOC serd la séptima causa principal de pérdida de AVADs en
todo el mundo en el 2030, por detras de la cardiopatia isquémica, la
depresién grave, los accidentes de trafico, y enfermedad cerebrovascular.
Este aumento sustancial en la carga global de la EPOC proyectado para los
proximos afios refleja, en gran parte, el alto consumo de tabaco que se
seguira teniendo en muchos paises y el cambio de estructura de la

poblacidén en los paises en desarrollo [61].

2.5. FACTORES DE RIESGO DE LA ENFERMEDAD PULMONAR
OBSTRUCTIVA CRONICA

La identificaciéon de factores de riesgo es un paso importante hacia el
desarrollo de estrategias para la prevencién y tratamiento de cualquier
enfermedad. La identificacidn de consumo de tabaco como el factor de
riesgo mas comunes de la EPOC ha llevado a la incorporacién de programas
para dejar de fumar como elemento clave de la prevencién de esta
enfermedad, asi como una intervencidon importante para los pacientes que
ya la padecen. Sin embargo, aunque el tabaquismo es el factor de riesgo
mejor estudiado la EPOC, no es el Unico y existe una evidencia consistente
de estudios epidemioldgicos en la que se demuestra que los no fumadores
también pueden desarrollar obstruccién crénica del flujo de aire [62, 63].

Gran parte de las pruebas relativas a los factores de riesgo de la EPOC

provienen de los estudios epidemioldgicos de seccion transversal que
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identifican las asociaciones en lugar de la relaciéon causa-efecto. Aunque
varios estudios longitudinales (que son capaces de revelar las relaciones
causales) de la EPOC han seguido grupos y poblaciones de hasta 20 afios de
edad [64], no ha seguido la progresion de la enfermedad, o ha incluido los
periodos pre y perinatal, los cuales pueden ser importantes en la
determinacién individual del factor de riesgo de sufrir EPOC en un futuro.
Por lo tanto, la comprensién actual de los factores de riesgo para la EPOC es
en muchos aspectos incompleta.

A medida de que la comprensidn de la importancia de los factores de riesgo
(Figura 7) de la EPOC ha aumentado, también lo ha hecho el
reconocimiento de que practicamente todos los riesgos para la EPOC son
resultado de una interaccion gen-medioambiente. Por lo tanto, de dos
personas con el mismo historial de tabaquismo, sélo uno podria desarrollar
EPOC debido a las diferencias en la predisposicion genética a la
enfermedad, o el tiempo que viva. Los factores de riesgo para la EPOC
también puede estar relacionados de manera mas compleja. Por ejemplo,
el género puede influir en que una persona empiece a fumar o ciertas
exposiciones ocupacionales o ambientales; el nivel socioeconémico puede
estar relacionado con el peso al nacer de los nifios (y sus impactos en el
crecimiento pulmonar y el desarrollo); y una mayor esperanza de vida
permitird una mayor tiempo de exposicion a factores de riesgo. La
comprension de las relaciones e interacciones entre los factores de riesgo

requiere mas investigacion.
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Genética

Exposicién a particulas
Humo de tabaco
Exposicién laboral a polvos organicos e inorganicos
Contaminacién del aire por calefaccién y cocina de

combustible fésil en viviendas mal ventiladas

Contaminacién del aire exterior

Crecimiento y Desarrollo Pulmonar

Estrés oxidativo

Género

Edad

Infecciones Respiratorias

Haber padecido tuberculosis

Nivel socioeconémico

Nutricién

Figura 7. Factores de riesgo de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). (Figura
extraida y modificada de Rabe, KF. Et al. 2007 [48] .

2.5.1. GENES

La EPOC es una enfermedad poligénica y un ejemplo cldsico de interaccion
gen-ambiente. El factor de riesgo genético que estd mejor documentado es
una grave deficiencia hereditaria de la alfa-1 antitripsina [65], el mayor
inhibidor en la circulaciéon de proteasas de serina. Este rasgo recesivo
extrafio se padece mas comiunmente en individuos del norte de Europa
[66]. Se observa una aparicion prematura y el desarrollo acelerado de
enfisema panacinar y la disminucién de la funcién pulmonar en fumadores
y no fumadores con esta deficiencia severa, aunque el tabaquismo aumenta
el riesgo considerablemente. Existe una considerable variacién entre los

individuos en la extensién y severidad del enfisema y la tasa de disminucién
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de la funcidn pulmonar. Aunque la deficiencia de alfa-1 antitripsina es
relevante sélo para una pequefia parte de la poblacién mundial, muestra la
interaccidon entre factores genéticos y factores ambientales que conducen a
la EPOC. De esta manera, proporciona un modelo de cémo otros factores
de riesgo genético se cree que contribuyen a la EPOC.

Se ha observado un riesgo familiar significativo de obstruccién al flujo aéreo
en los hermanos fumadores de pacientes con EPOC severa [67], lo que
sugiere que los factores genéticos podrian influir en la susceptibilidad. A
través de analisis de ligamiento genético, se han identificado varias
regiones del genoma que probablemente contienen genes de
susceptibilidad de EPOC, incluyendo el cromosoma 2q [68]. Estudios de
asociacién genética han implicado una variedad de genes en la patogenia
de la EPOC, incluyendo el factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-
B1) [69], la hidrolasa epdxido microsomal 1 (mEPHX1) [70], y el factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa) [71]. Sin embargo, los resultados de estos
estudios de asociacion genética han sido las variantes genéticas en gran
parte incoherente y funcionales que influyen en el desarrollo de la EPOC
(que no sea la alfa-1 antitripsina) que no han sido definitivamente

identificados [68].

2.5.2. EXPOSICION A PARTICULAS POR INHALACION

Dado que los individuos pueden estar expuestos a una gran variedad de
tipos de particulas inhaladas durante toda su vida, es util pensar en

términos de la carga total de las particulas inhaladas. Cada tipo de particula,
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en funciéon de su tamafo y composicién, puede contribuir con un peso
diferente al riesgo, y el riesgo total dependera del total de inhalaciones de
estas particulas realizadas (Figura 8). De las muchas exposiciones por
inhalacién que se pueden realizar a lo largo de toda la vida sélo se sabe que
pueden causar EPOC por si mismas el humo de tabaco [72] y la exposicién
laboral a polvos y productos quimicos (vapores, irritantes y gases) [73-76] .
El humo del tabaco y la exposicién ocupacional también parecen actuar de
forma aditiva a aumentar el riesgo de desarrollar EPOC. Sin embargo, esto
puede representar una base de datos inadecuada de las poblaciones que
estdn expuestas a otros factores de riesgo, como son la fuerte exposicion a
la contaminacion del aire en el interior de un recinto mal ventilado en el
que se utiliza la biomasa para cocinar y como calefaccidn.

Como hemos visto en la figura 7 existen diferentes tipos de inhalacién de
particulas determinantes para el desarrollo de la EPOC de las que

destacamos el humo de tabaco.

2.5.2.1. HUMO DE TABACO

Fumar cigarrillos es con diferencia el factor de riesgo mas comun de la
EPOC. Los fumadores de cigarrillos tienen una mayor prevalencia de
sintomas respiratorios y alteraciones de la funcidén pulmonar, una mayor
tasa anual de disminucién del VEMS y una mayor tasa de mortalidad que los
no fumadores con EPOC. Los fumadores de pipa y puros tienen una mayor
morbilidad y mortalidad EPOC que los no fumadores, aunque sus ratios son

inferiores a los fumadores de cigarrillos. El fumar tabaco de pipa de aguay
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marihuana también implica factores de riesgo para la EPOC [77, 78],
aunque el riesgo relativo al consumo de cigarrillos no se ha referido. El
riesgo de EPOC en fumadores esta relacionada con la dosis [72]. La edad en
comenzar a fumar, el total de afios fumando, y el grado de tabaquismo en
el momento son predictivos de la mortalidad de EPOC. No todos los
fumadores desarrollan EPOC clinicamente significativa, lo que sugiere que
los factores genéticos modifican el riesgo de cada individuo [70].

La exposicion pasiva al humo del cigarrillo (también conocido como humo
de tabaco ambiental o HTA) también puede contribuir a padecer sintomas
respiratorios y EPOC [79] mediante el aumento de la carga total de
particulas y gases inhalados por los pulmones [80, 81]. Fumar durante el
embarazo también puede representar un riesgo para el feto, al afectar el
crecimiento pulmonar y el desarrollo en el Utero y el posible cebado del

sistema inmune [82, 83].
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Figura 8. El riesgo de EPOC esta relacionado con la exposicidn total de particulas inhaladas.

(Figura extraida y modificada de Rabe, KF. Et al. 2007 [48]

2.5.3. EL ESTRES OXIDATIVO

Los pulmones estan continuamente expuestos a oxidantes generados, ya
sea de forma enddgena, a partir de los fagocitos y otros tipos de células, o
exogena, de los contaminantes del aire o el humo del cigarrillo. Adema3s, los
oxidantes intracelulares, como los derivados del transporte mitocondrial de
electrones, estan involucrados en numerosas vias de sefializacion celular.
Las células pulmonares estdn protegidas contra este dafio oxidativo por el
buen desarrollo de sistemas enzimaticos y no enzimaticos. Cuando el
balance entre oxidantes y antioxidantes vira a favor del primero, por

ejemplo, un exceso de oxidantes y/o una disminucion de antioxidantes, se

53



produce estrés oxidativo. El estrés oxidativo no sdlo produce efectos
perjudiciales directos en los pulmones sino que también activa los
mecanismos moleculares que inician la inflamacién pulmonar. Por lo tanto,
se considera que un desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes es

importante en la patogénesis de la EPOC [84].

2.6. PATOLOGIA, PATOGENESIS Y PATOFISIOLOGIA

La inhalacion del humo del cigarrillo y de otras particulas nocivas provocan
la inflamacidn del pulmdn. Esta inflamacién, que se consideraria una
respuesta normal, parece amplificarse en los pacientes que desarrollan
EPOC, pudiendo inducir la destruccién de tejidos del parénquima (que
tendrd como resultado el enfisema), y alterar los mecanismos normales de
reparacion y defensa (dando lugar a fibrosis de pequefias vias respiratorias).
Estos cambios patolégicos llevar a la limitacién del flujo aéreo progresiva y
el atrapamiento de aire. A continuacidn se incluye una breve descripcion de
los cambios patoldgicos en la EPOC, sus mecanismos celulares vy
moleculares, y la base de alteraciones fisioldgicas y sintomas caracteristicos

de la enfermedad [85].

2.6.1. PATOLOGIA

Los cambios patolégicos caracteristicos de la EPOC se producen en las vias
respiratorias proximales, las vias aéreas periféricas, el parénquima
pulmonar y la vasculatura pulmonar [86] (Figura 9). Dichos cambios

incluyen la inflamacién crénica, con un mayor nimero de tipos especificos
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de células inflamatorias en diferentes partes del pulmdn, y los cambios
estructurales derivados de lesiones repetidas y reparacién. En general, los
cambios inflamatorios y estructurales en las vias respiratorias aumenta con

la gravedad de la enfermedad y persisten al dejar de fumar.

Vias aéreas proximales (traquea, bronquios> 2 mm de diametro interno)
Células inflamatorias: A Macréfagos, A CDB8 + (citotoxicos) Linfocitos T. pocos Neutréfilos o Eosindfilos

Cambios estructurales: 4 Células Caliciformes, Agrandamiento de las Glandulas Submucosas (ambos llevando a la
hipersecrecion de moco), metaplasia escamosa del epitelio.

Vias aéreas periféricas (bronquiolos <2 mm de diametro interno)

Células Inflamatorias: A Macréfagos, 4 Linfocitos T (CD8 +> CD4 +), Linfocitos B, Foliculos linfoides, Fibroblastos, pocos
Neutrofilos o Eosindfilos

Cambios estructurales: Engrosamiento de la pared de las vias aéreas, Fibrosis peribronguial, Exudado inflamatorio
luminal, Estrechamiento las vias respiratorias (bronquiclitis obstructiva). Aumento de la respuesta inflamatoria y el
exudado correlacionado con la severidad de la enfermedad.

Parénquima pulmonar (bronquiolos y alvéolos pulmonares)

Células Inflamatorias. Macrofagos, Linfocitos T CD8+

Cambios estructurales: Destruccion de la pared alveolar, Apoptosis de células epiteliales y endoteliales

+ Enfisema centrolobular: Dilatacion y destruccion de los bronquiclos: mas frecuente en pacientes fumadores

+ Enfisema panacinar: Destruccion de los sacos alveolares y los bronquiolos; mas frecuente en pacientes con deficiencia
en alfa-1 antitripsina.

Vasculatura Pulmonar

Células inflamatonias. 4 Macrofagos, 4 Linfocitos T

Cambios estructurales: Engrosamiento de la intima, Disfuncion de las células endoteliales,
A musculo liso < hipertensién pulmonar.

Figura 9. Cambios patoldgicos en EPOC. [87-90]

2.6.2. PATOGENESIS

La inflamacién en el tracto respiratorio de los pacientes con EPOC parece
ser una amplificacion de la respuesta inflamatoria normal de las vias
respiratorias a irritantes crénicos como el humo del cigarrillo. Los
mecanismos de esta ampliacidon aun no se comprenden, pero puede estar

genéticamente determinado.
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Algunos pacientes desarrollan EPOC sin fumar, pero la naturaleza de la
respuesta inflamatoria en estos pacientes es desconocida [91]. La
inflamacién de los pulmones se amplifica aln mas por el estrés oxidativo y
un exceso de proteasas en el pulmdén. En conjunto, estos mecanismos

conducen a los cambios patoldgicos caracteristicos de la EPOC (Figura 10).

HUMO DE TABACO /~ Factores del Huésped ™

/ v ‘
Particulas de biomasa K‘—-‘ \ Mecanismos de Amplificacion/
N o

Anti-oxidantes ~ feseea., INFLAMACION
] o

PULMONAR \( ——

Proteinasas

Mecanismos
Reparadores

(B;t‘o I'oAgm
EPOC

\ 4

Figura 10. Patogénesis de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). (Figura
extraida y modificada de Vestbo, J. et al. 2013 [92].
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2.6.2.1. MEDIADORES INFLAMATORIOS

La gran variedad de mediadores inflamatorios que han demostrado su
aumento en los pacientes con EPOC [93] atraen a las células inflamatorias
de la circulacion (factores quimiotacticos), amplifican el proceso
inflamatorio (citoquinas proinflamatorias), e inducen los cambios
estructurales (factores de crecimiento). Ejemplos de cada tipo de mediador

se enumeran en la siguiente figura (Figura 11).

Factores quimiostaticos:
- Mediadores lipidicos: p.e. Leucotrieno B, (LTB,) atrae neutréfilos y linfocitos T.
- Quimiocinas : p.e. Interleuguina 8 (IL-8) atrae neutréfilos y monocitos.

Citoquinas proinflamatorias:

p.e. El factor de necrosis tumoral (TNF-a) , IL-1B, y la IL-6 amplifica el proceso inflamatorio y puede contribuir a algunos
de los efectos sistémicos de la EPOC.

Factores de Crecimiento:
P.e. El factor de crecimiento transformante- § (TGF-§) puede inducir la fibrosis en pequenas vias aéreas.

Figura 11 . Mediadores inflamatorios implicados en la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC). (Figura extraida y modificada de Vestbo, J. et al. 2013 [92]).

2.6.2.2. ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo puede ser un mecanismo de amplificacién importante en
la EPOC [94]. Biomarcadores de estrés oxidativo (por ejemplo, peréxido de
hidrogeno, 8-isoprostano) se encuentran incrementados en el aire exhalado
condensado, en esputo, y en la circulacion sistémica de los pacientes con
EPOC. El estrés oxidativo se incrementa aun mads en las exacerbaciones. Los

oxidantes son generados por el humo del cigarrillo y otras particulas
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inhaladas, y liberado de las células inflamatorias activadas, tales como los
macroéfagos y neutréfilos [95]. También puede haber una reduccién de los
antioxidantes enddgenos en pacientes con EPOC. El estrés oxidativo tiene
varias consecuencias negativas en los pulmones, incluyendo la activacidn de
los genes inflamatorios, la inactivacion de antiproteasas, la estimulacién de
la secrecion de moco, y la estimulacion de la exudacién de plasma
aumentado. Muchos de estos efectos adversos estdn mediados por
peroxinitrito, que se forma a través de una interaccidon entre los aniones
superoxido y oxido nitrico. A su vez, el éxido nitrico se genera éxido nitrico
sintasa inducible, que se expresa en las vias aéreas periféricas y el
parénquima pulmonar de pacientes con EPOC. El estrés oxidativo también
puede explicar la reduccion de la actividad histona deacetilasa en el tejido
pulmonar de pacientes con EPOC, lo que puede conducir a una mayor
expresién de genes inflamatorios y también una reduccién en la accién

antiinflamatoria de los glucocorticoides [96].

2.6.2.3. BALANCE PROTEASA-ANTIPROTEASA

Existen pruebas convincentes de que existe un desequilibrio entre las
proteasas que descomponen los componentes del tejido conectivo y las
antiproteasas que protegen contra esto en los pulmones de pacientes con
EPOC. Algunas proteasas, derivadas de las células inflamatorias y células
epiteliales, se encuentran incrementadas en los pacientes con EPOC.
Existen evidencias cada vez mds importantes de que éstas pueden

interactuar entre si (Figura 12). La destruccion de la proteasa mediado de la
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elastina, el principal componente del tejido conectivo en el parénquima
pulmonar, es una caracteristica importante de enfisema y es probable que

sea irreversible.

Aumento de Proteasas Descenso de Antiproteasas

Serin Proteasas

Neutrofilo Elastasa Alfa-1 antitripsina

Catepsina G Alfa- 1 quimiotripsina

Proteinasa 3 Inhibidor de la secrecion de leucoproteasa
Elafina

Cistein-proteasas
Catepsina B, K, L, S Cistatinas

Metaloproteinasas de matriz (MMPs)
MMP-8, MMP-9, MMP-12 Inhibidores tisulares de MMP 1-4 (TIMP1-4)

Figura 12. Proteasas y antiproteasas implicadas en la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC). TIMP: inhibidor tisular de la metaloproteinasa (Tissue inhibitor of
metalloproteinase). (Figura extraida y modificada de Vestbo, J. et al. 2013 [92]).

2.6.3. PATOFISIOLOGIA

En la actualidad existe una buena comprensién de cémo el proceso de la
enfermedad en la EPOC da lugar a las alteraciones de las caracteristicas
fisiologicas y los sintomas. Por ejemplo, la disminucién del VEMS (volumen
de aire expulsado durante el primer segundo de una espiracion forzada)
principalmente es el resultado de la inflamacién y el estrechamiento de las
vias aéreas periféricas, mientras que la disminucidon de la transferencia

gases proviene de la destruccion del parénquima en el enfisema.
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2.6.3.1. LIMITACION DE FLUJO DE AIRE Y ATRAPAMIENTO DE AIRE

El grado de inflamacion, fibrosis y de exudado luminal de las vias aéreas
pequeias se correlaciona con la reduccién del VEMS vy la relacién
VEMS/CVF (siendo CVF la capacidad vital forzada), y probablemente con el
deterioro acelerado de la VEMS caracteristica de la EPOC [88]. Esta
obstruccién de las vias periféricas va atrapando progresivamente el aire
durante la espiracién, lo que da lugar a una hiperinflacién. A pesar de esto
el enfisema se asocia mas a alteraciones del intercambio gaseoso que a la
reduccién del VEMS, que no contribuye a la retencion de aire durante la
espiracion. Este hinchamiento tan grande que se produce debido a esta
retencién de aire da lugar a una reduccién de la capacidad inspiratoria de
tal manera que aumenta la capacidad funcional residual, particularmente
durante el ejercicio (en este momento esta fendmeno anormal se conoce
como la hiperinflacién dinamica), y esto se traduce en la disnea y la
limitacién de la capacidad de ejercicio. Hoy en dia se piensa que esta
hiperinflacidn se desarrolla en momentos tempranos de la enfermedad y es
el principal mecanismo en la disnea de esfuerzo [97]. La utilizacidon de
broncodilatadores de accidon en las vias aéreas periféricas reduce el
atrapamiento de aire, reduciendo asi el volumen pulmonar y produciendo
una mejoria considerable de los sintomas, asi como la capacidad de

ejercicio.

2.6.3.2. ALTERACIONES DEL INTERCAMBIO DE GASES

Las alteraciones del intercambio gaseoso tienen como resultado hipoxemia
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e hipercapnia, y se produce por varios mecanismos. En general, empeora la
transferencia de gas conforme la enfermedad progresa. La gravedad del
enfisema se correlaciona con la pO2 (presion parcial de oxigeno) arterial y
otros indicadores de desequilibrio ventilacion-perfusion (VA,/Q). La
obstruccién de las vias periféricas también se traduce en un desequilibrio
VA/Q, y se combina con una alteracién de la funcién muscular respiratoria
cuando el prondstico de la enfermedad es grave reduciendo la ventilacién,
lo que lleva a la retencién de didxido de carbono. Las anomalias de la
ventilacidn alveolar y la reduccion del lecho vascular pulmonar empeoran

aun mas las alteraciones del balance V,/ Q.

2.6.3.3. LA HIPERSECRECION DE MOCO

La hipersecrecion de moco, que da lugar a la tos productiva crénica, es una
caracteristica de la bronquitis crénica y no se asocia necesariamente con
limitacién del flujo aéreo. No todos los pacientes con EPOC padecen los
sintomas de hipersecrecion de moco. Cuando estd presente, se debe a la
presencia de una metaplasia mucosa que cursa con aumento del numero
de células caliciformes y agrandamiento de las glandulas submucosas en
respuesta a una irritacidon respiratoria crénica provocada por el humo del
cigarrillo y otros agentes nocivos. Varios mediadores y proteasas estimulan
la hipersecreciéon de moco y muchos de ellos ejercen sus efectos a través de

la activacién del Receptor de Factor de Crecimiento Epidérmico (RFCE) [98].
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2.6.3.4. HIPERTENSION PULMONAR

Durante el transcurso de la EPOC, los pacientes pueden presentar
Hipertension Pulmonar (HP) tardia de leve a moderada. Esto se debe a una
vasoconstriccidon hipoxica de las pequeiias arterias pulmonares, que con el
tiempo van dando lugar a cambios estructurales que incluyen hiperplasia de
la intima y que mas tarde derivan en una hipertrofia/hiperplasia del
musculo liso [99]. Existe una respuesta inflamatoria en los vasos similar a la
observada en las vias respiratorias y la evidencia de disfuncién de las células
endoteliales. La pérdida del lecho capilar pulmonar en el enfisema también
puede contribuir al aumento de la presién en la circulacién pulmonar. La
hipertension pulmonar progresiva puede llevar a la hipertrofia del
ventriculo derecho vy, finalmente, a una insuficiencia cardiaca derecha (cor

pulmonale).

2.6.3.5. CARACTERISTICAS SISTEMICAS

Cada vez es mas fehaciente que la EPOC afecta a varios rasgos sistémicos,
particularmente en pacientes con enfermedad grave, y que éstos tienen un
gran impacto en la supervivencia y la comorbilidad [100, 101] (Figura 13).
Comunmente podemos observar caquexia en pacientes con EPOC grave.
Puede haber una pérdida de masa muscular y debilidad como resultado de
aumento de la apoptosis y/o por falta de actividad fisica que leva a un
desuso muscular. Los pacientes con EPOC tienen mayor posibilidades de
padecer osteoporosis, depresidon y anemia crénica [102]. El aumento de las

concentraciones de mediadores inflamatorios, incluyendo el TNF-q, IL-6, y
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radicales libres de oxigeno, puede mediar algunos de estos efectos
sistémicos. Hay un aumento en el riesgo de enfermedades cardiovasculares,
gue se correlaciona con un aumento de la proteina C-reactiva (CRP, del

inglés C-reactive protein) [103].

CATACTERISTICAS SISTEMICAS DE LA EPOC

- Caquexia: pérdida de masa libre de grasa.

- Pérdida de musculo esquelético: apoptosis, atrofia por desuso.

- Osteoporosis

- Depresién

- Anemia normocitica normocronica.

- Aumento del riesgo de enfermedad cardiovascular: asociada con un A\ de proteina c-reactiva.

Figura 13. Caracteristicas sistémicas de la EPOC. (Figura extraida y modificada de Vestbo, J.

et al. 2013 [92]).

2.6.4. EXACERBACIONES

Las exacerbaciones representan una mayor amplificacién de la respuesta
inflamatoria en las vias respiratorias de los pacientes con EPOC, y puede ser
desencadenada por una infeccién bacteriana, virica, o por contaminantes
ambientales. Hay una relativa falta de informacidon acerca de los
mecanismos inflamatorios implicados en este proceso. En las
exacerbaciones leves y moderadas se produce un aumento de los
neutrofilos, y en algunos estudios también encuentran este aumento en
eosindfilos, en el esputo y la pared de las vias respiratorias [104]. Este
fendmeno se asocia con una mayor concentracién de ciertos mediadores,
incluyendo el TNF-a, LTB4 (leucotrienos B4) e IL-8 (interleuquina 8), y un

aumento en los biomarcadores de estrés oxidativo. Existe aun menos
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informacidn sobre las exacerbaciones graves, aunque un estudio mostré un
aumento marcado de los neutréfilos en la pared de las vias respiratorias y el
aumento de expresion de quimiocinas [105]. Durante el periodo de
exacerbacion se produce un aumento del hinchamiento y atrapamiento
aéreo, con reduccion del flujo espiratorio, lo que explica el aumento de la
disnea [106]. También se sufre un empeoramiento del equilibrio V,/Q

resultante de una hipoxemia grave.

2.7. TRATAMIENTO FARMACOLOGICO DE LA ENFERMEDAD
PULMONAR OBSTRUCTIVA CRONICA

El tratamiento estratégico para una EPOC estable deberia ser aquel que
considerase los sintomas individuales de cada paciente y su futuro riesgo de
exacerbaciones.
Habria que evaluar de forma individualizada los siguientes aspectos de la
enfermedad:

- Sintomas

-  Grado de limitacion al flujo aéreo (medido mediante

espirometria)

- Riesgo de exacerbaciones

- Comorbilidades
Evaluacion de los Sintomas: Para evaluar los sintomas deberian emplearse
cuestionarios validados, como la escala de disnea Medical Research Council
britanico modificado (MMRC) o el COPD Assessment Test (CAT)
Determinacion del grado de limitacion al flujo aéreo mediante

espirometria: En la siguiente figura se recoge la clasificacién a la gravedad
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de la limitacidn al flujo aéreo en la EPOC (Figura 14).

En pacientes con cociente VEMS/CVF post-broncodilatador <0,70
GOLD 1: Leve VEMS 2 80% del valor de referencia
GOLD 2: Moderada 50% < VEMS < 80% del valor de referencia
GOLD 3: Grave 30% < VEMS < 50% del valor de referencia
[ GOLD 4: Muy Grave VEMS < 30% del valor de referencia

Figura 14. Clasificacion de la gravedad de la limitacién al flujo aéreo en la EPOC (a partir del
VEMS posbroncodilatador)( Figura extraida y modificada de Rodriguez-Rosin, R. et al. 2011
[107]).

Evaluacion del riesgo de exacerbaciones: El mejor factor prondstico de las
exacerbaciones frecuentes (dos o mas por afo) es el antecedente de un
episodio previo tratado; el riesgo de exacerbaciones aumenta
proporcionalmente al deterioro de la limitacidn al flujo aéreo.
Evaluacion de Comorbilidades: La enfermedad cardiovascular, la
osteoporosis, la depresion y la ansiedad, la disfuncién musculoesquelética,
el sindrome metabdlico y el cancer de pulmdn son algunas enfermedades a
menudo concurrentes a la EPOC. Estas comorbilidades pueden influir en la
mortalidad y las hospitalizaciones, y deben tenerse en cuenta de forma
sistematica y ser debidamente tratadas [108-111].
Evaluacion combinada de EPOC: En la siguiente figura (Figura 15) podemos
observar como la aplicacion de una evaluacion combinada permite un
mejor tratamiento de la enfermedad mediante la combinacion de diversos
pardametros de evaluacidn.
Sintomas:
* Poco sintomatico (mMRC 0-1 o CAT<10): el paciente es A o
C.
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*  Mas sintomatico (mMMRC 22 o CAT210): el paciente es B o D.
Limitacion al flujo aéreo:

* Bajo Riesgo (GOLD 1 6 2): el paciente es A o B.

* Altoriesgo (GOLD 3 ¢ 4): el paciente es Co D.
Exacerbaciones:

* Bajo Riesgo (<1 al aino): el paciente es A o B.

4 22 =
3 2
[s}
5 (C) (D) 3
< =
k=X 3 21 (ingreso ° %
o =2 en el hospital) B0 x
g = g2
= € 5
o :5 2 1 (noingreso .
% en el hospital =
8 (A) (B) -
E £
= 1 0 o
CAT< 10 CAT= 10
Sintomas
mMRC 0-1 mMRC 22
Disnea
Categoria - Clasificacion Exacerbaciones
de Paciente Caracteristicas Espirométrica por afio CAT mMRC
A Bajo Riesgo, Menos sintomas GOLD 1-2 <1 <10 0-1
B Bajo Riesgo, Mas sintomas GOLD 1-2 <1 210 22
C Alto Riesgo, Menos sintomas GOLD 3-4 22 <10 0-1
D Alto Riesgo, Mas sintomas GOLD 3-4 22 210 >2

Figura 15. Evaluacién combinada de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC).
Cuando se evalua el riesgo, debe escogerse el indice de riesgo mas alto segun el estadio
GOLD vy los antecedentes de exacerbaciones. (Figura extraida y modificada de Tashkin, DP. et
al. 2013 [112]).
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2.7.1. OPCIONES TERAPEUTICAS

2.7.1.1. TRATAMIENTO NO FARMACOLOGICO

Abandono del tabaquismo:

Dejar de fumar es la opcidon que mas puede influir en la evolucién natural
de la EPOC. El personal sanitario debe estimular dicho abandono por parte
de los pacientes [113].

Prevencion del Tabaquismo:

Hay que promover las normas y los programas generales de prevencion del
tabaquismo. Es preciso colaborar con las autoridades sanitarias para que se
aprueben leyes que establezcan que las escuelas, los centros publicos y los
entornos laborales sean espacios libres de humo y por otra parte animar a
los pacientes a mantener su domicilio sin humo.

Exposiciones Ocupacionales:

Se hard hincapié en la prevencién primaria, que puede lograrse eliminando
o reduciendo la exposicidon a diversas sustancias en el lugar de trabajo.
También es importante la prevencion secundaria, que se logra mediante la
vigilancia y la deteccidn precoz.

Contaminaciéon doméstica y atmosférica:

Provocada a partir de la combustién de biomasa utilizada para cocinar y
calentar viviendas cuya ventilacion es inadecuada. Se aconsejard a los
pacientes que tengan en cuenta los datos oficiales sobre a calidad del aire y
que, en funcién de la gravedad de su enfermedad, eviten las actividades
fisicas intensas al aire libre o permanezcan es sus hogares durante los

periodos de contaminacidn importantes.
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Actividad Fisica:
Realizar actividades fisicas de forma regular es beneficioso para todos los

pacientes que padezcan EPOC.

2.7.1.2. PREPARADOS FARMACOLOGICOS PARA LA EPOC ESTABLE

El tratamiento farmacolégico se emplea para reducir los sintomas,
disminuir la frecuencia y gravedad de las exacerbaciones y mejorar el
estado de salud y la tolerancia al ejercicio. Cada esquema de tratamiento ha
de ser especifico para cada paciente, ya que la relacion entre la gravedad de
los sintomas y la de la limitacién al flujo aéreo también estd influida por
otros factores, como la frecuencia y la gravedad de las exacerbaciones, la
existencia de insuficiencia respiratoria, la presencia de comorbilidades y el
estado de salud en general [113-117]. En la siguiente tabla (Tabla 1) se
recogen las diversas clases de medicamentos que se emplean
habitualmente para tratar la EPOC. La eleccién de la clase de farmaco

depende de la disponibilidad de medicacién y de la respuesta del paciente.
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FARMACO INHAADOR ) | ycautsupont mgjm) | O™ | ykccion ms)| ACGION rores
beta-2
De reaccion corta
Fenoterol 100-200 (MDI) 1 0,05% (jarabe) 4-6
Levalbuterol 45-90 (MDI) 0,21, 0,42 6-8
Salbutamol 100, 200 (MDI y PDI) 5 Snsi)gcx"g:r”a‘:i‘;s) 0,1y05 46
Terbutalina 400,500 (DP) Z,S‘y.'.; 46
(comprimidos)
De accién prolongada
Formoterol 4,5-12 (MDI y DPI) 0,01 12
Arformoterol 0,0075 12
Indacaterol 75-300 (DPI) 24
Salmeterol 25-50 (MDI y DPI) 12
Tulobuterol 2mg
(transdérmico) 24
De accién corta
Bromuro de Ipratropio 20,40 (MDI) 0,25-0,5 6-8
Bromuro de oxitropio 100 (MDI) 1,5 7-9
De accién p. d
Tiotropio ] 18 (DPI), 5 (SMI) 24
Combinacién de agonistas beta-2 de accién corta mas anticolinérgico en un inhalad
Fenoterol / Ipratropio 200/80 (MDI) 1,25/0,5 6-8
Salbutamol / Ipratropio 75/15 (MDI) 0,75/0,5 6-8
Aminofilinas 200-600 mg 240 Variable, hasta
(comprimidos) 24h
Teofilina (de liberacion retardada) 100-600 mg Variable, hasta
(comprimidos) 24h
Corticosteroides inhalados
Beclometasona 50-400 (MDI y DPI) 0,2-0,4
Budesonida 100, 200, 400 DPI 0,20,0,25,0,5
Fluticosona 50-500 (MDI y DPI)
Combinacion fija de i beta-2 de accion p da y corticosteroide
Formoterol / Budesonida 4,5/160 (DPI)
9/320 (DPI)
Salmeterol / Fluticasona 50/100, 250, 500 (DPI)
25/50, 125, 250 (MDI)
Corticosteroides sistémicos
Prednisona 5-60 mg
(comprimido)
Metilprednisona 4,8,16 mg
(comprimidos)
esdela i \
Roflumilast 500ug ‘ ‘ 2
(coprimidos)

Tabla 1. Farmacos de uso habitual en la EPOC.

DPI: Inhalador en polvo seco. MDI: Inhalador (aerosol) dosificador presurizado. SMI:
inhalador de niebla fina. No todos los farmacos estan disponibles en todos los paises; en
algunos pueden estar disponibles otros.[117-119]
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Broncodilatadores: Los broncodilatadores mejoran la limitacién del flujo
aéreo que caracteriza a la EPOC, ejerciendo un efecto sobre el tono del
musculo liso bronquial de las vias aéreas y, en general, son el tratamiento
de eleccién inicial en la EPOC. Los broncodilatadores de accién larga son
convenientes por ser mas efectivos en la mejora sintomatica que los de
accion corta. Ademas, la combinacién de broncodilatadores de distintas
clases farmacoldgicas puede mejorar la eficacia y disminuir los efectos
adversos, comparada con el aumento de dosis de un Unico broncodilatador.
Por ello, actualmente se trabaja en la mejora de los broncodilatadores
existentes asi como en posibles combinaciones con anti-colinérgicos ya que

se han descrito efectos aditivos entre ambos.

Agonistas B,: Los agonistas B, producen una relajacién del musculo
liso bronquial mediante la estimulacidn de los receptores p2-adrenérgicos,
gue aumentan el monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) intracelular,
produciendo un efecto antagonista sobre la broncoconstriccién. Se
distingue dos subtipos: accién corta (Fenoterol, Levalbuterol, Salbutamol,
Terbutalina) y accién larga (Formoterol, Arformoterol, Indacaterol,
Salmeterol, Tulobuterol). Tal y como se observa en la siguiente tabla (tabla
2), los B-agonistas de accidn corta se recomiendan como tratamiento inicial
de la EPOC, utilizdndose los de accién larga para el tratamiento de los
pacientes en estadios mas avanzados que no responden adecuadamente al

tratamiento con los anteriores [120-126].
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v

(leve) (moderada) (severa) (muy severa)
VEMS/CVF <0,70 <0,70 <0,70 <0,70
VEMS 280% predicho 50-80% 30-50% <30% predicho
predicho predicho <50% predicho y

fallo respiratorio
croénico

Tratamiento

Vacuna para la
gripey
broncodilatador
de corta
duracidn,
cuando sea
necesario
(agonista B, o
anticolinérgico)

Vacuna para la
gripe,
brocodilatador
decortay2>1
larga duracién
cuando sea
necesario,
considerar
rehabilitacion
respiratoria.

Vacuna para la
gripe,
brocodilatador
decortay2>1
larga duracién
cuando sea
necesario,
corticoide
inhalado si
exacerbaciones
repetidas,
considerar
rehabilitacion
respiratoria.

Vacuna para la
gripe,
brocodilatador
decortay2>1
larga duracién
cuando sea
necesario,
corticoide
inhalado si
exacerbaciones
repetidas,
administraciéon
de oxigeno a
largo plazoy en
caso de fallo
respiratorio
considerar
rehabilitacion
respiratoria 'y
operacién
quirurgica.

Tabla 2 .Terapia farmacoldgica en cada estadio GOLD de la EPOC. VEMS: Volumen de aire

espirado maximo durante el primer segundo de una espiracion forzada. CVF: Capacidad vital

forzada. (Tabla extraida y modificada de Pedersen, SE. et al. 2011 [127]).
Anti-colinérgicos: Los agentes

anticolinérgicos  producen

broncodilatacion al reducir la contraccién de la musculatura lisa,
antagonizando el tono colinérgico endégeno. Su principal efecto es el
bloqueo del efecto de la acetilcolina en los receptores muscarinicos. Se
distinguen dos subtipos: accién corta (Bromuro de Ipratropio, Bromuro de

Oxitropio) y accidn larga (Tiotropio) [128].
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Metilxantinas: En este subgrupo destaca la teofilina, que constituye
un tratamiento clasico de la EPOC. La teofilina presenta un efecto positivo
sobre la fuerza del diafragma, un aumento del rendimiento de los musculos
respiratorios, una reduccién del atrapamiento aéreo, una mejoria del
aclaramiento mucociliar y una reduccién de las agudizaciones. Sin embargo,
la teofilina, utilizada inicialmente como broncodilatador, ha sido relegada
por sus modestos efectos comparados con otros broncodilatadores
actuales. La teofilina ejerce su efecto actuando como inhibidor no selectivo
de fosfodiesterasa, sin embargo su utilidad es limitada dada su menor

eficacia y sus efectos adversos. [129-134]

Corticosteroides. Los corticosteroides inhalados constituyen el principal
tratamiento anti-inflamatorio de pacientes con asma. En la EPOC se utilizan
en combinacién con broncodilatadores de larga duracidn. Sus efectos en
pacientes con EPOC son controvertidos y, por ello, estan limitado a
indicaciones especificas, como en el caso de pacientes con EPOC avanzada
por su utilidad en el tratamiento de las exacerbaciones. Se distinguen
corticoides inhalados (Beclometasona, Budesonida, Fluticasona) vy
sistémicos (Prednisona, Metilprednisolona)[135].

Sin embargo, actualmente existen dudas de si realmente el tratamiento de
la EPOC con broncodilatadores, corticoides o ambos modifica el curso de la
enfermedad. Se piensa que su principal beneficio radica en la mejora de la
sintomatologia, especialmente en la limitacidon en el flujo aéreo, pero no
parece que tengan un efecto sustancial en la modificacion del progreso de

la EPOC. Por ello, actualmente se estdn investigando otras aproximaciones
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farmacolégicas dirigidas a los mediadores inflamatorios como diana

terapéutica[121, 136].

Otros tratamientos farmacoldégicos

Vacunas: La vacuna de la gripe puede reducir la gravedad y la
mortalidad de la enfermedad en pacientes con EPOC [137]. La vacuna
pneumocécica polisacarida se recomienda en los pacientes con una edad 2
65 anos con EPOC [138], y ademas se ha demostrado que reduce la
neumonia adquiridas en la comunidad de pacientes <de 65 afios con un
VEMS < del 40% con respecto al valor de referencia [139].

Tratamiento sustitutivo con alfa-1-antitripsina: No se recomienda
en pacientes cuya EPOC no tenga su origen en el déficit de alfa-1-
antitripsina.

Antibidticos: No se recomienda su uso, excepto para el tratamiento
de las exacerbaciones de origen infeccioso y otras infecciones bacterianas
[140-142].

Farmacos Mucoliticos: Los pacientes con produccidn de esputo
viscoso pueden beneficiarse del tratamiento con mucoliticos, aunque los
beneficios globales son insignificantes [142].

Antitusigenos: La utilizacion de farmacos antitusigenos nos esta

recomendada [143].
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2.7.1.3. TRATAMIENTO DE LAS EXACERBACIONES

Recordamos que se define como exacerbacién de la EPOC un episodio
agudo caracterizado por un empeoramiento de los sintomas respiratorios
mas alla de la variabilidad diaria y que obliga a un cambio en la medicacidn
habitual [144].

La causa mas comun de las exacerbaciones son las infecciones en el arbol

bronquial (virica o bacteriana) [145-147].

Opciones Terapéuticas

Oxigenoterapia: Se debe modular el oxigeno suplementario para
lograr mejorar la hipoxemia del paciente y alcanzar una Sa0O, (saturacién de
oxigeno) del 88-92% [148].

Broncodilatadores: Para el tratamiento de las exacerbaciones son
preferibles los broncodilatadores inhalados agonistas beta-2 de accién
corta, con o sin anticolinérgicos de accién corta.

Corticosteroides sistémicos: Los corticosteroides sistémicos
acortan el tiempo de recuperacién, mejoran la funcién pulmonar (VEMS) y
la hipoxemia arterial (Pa0O,) y reducen el riesgo de recaidas precoces, los
fracasos terapéuticos y la duracién de la hospitalizacion. Se recomienda una
dosis de 30-40 mg de prednisolona al dia durante 10-14 dias [121, 149-152].

Antibidticos: Deberian administrarse antibidticos en pacientes:

* Con los siguientes sintomas principales: incremento de la
disnea, aumento del volumen de esputo, incremento de la

purulencia del esputo.
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¢ Con un incremento de la purulencia del esputo y otro
sintoma principal.

* Que precisen ventilacion mecanica.
Otros tratamientos: De acuerdo con las caracteristicas clinicas del paciente,
debe considerarse un aporte apropiado de liquidos, prestando especial
atencién a la administracion de diuréticos y anticoagulantes, al tratamiento
de las comorbilidades y aspectos nutricionales. De igual modo, siempre
deben aplicarse medidas estrictas contra el tabaquismo activo.
Se debe hospitalizar a todos los pacientes que presenten caracteristicas de
exacerbacion grave (Tabla 3). Los criterios para el diagnéstico y tratamiento
de las exacerbaciones de la EPOC que requieren ingreso hospitalario
dependerdn de los recursos y medios locales de los que disponga cada

centro.

* Marcado incremento de la gravedad de los sintomas
* EPOC grave

* Aparicion de nuevos signos fisicos

* Ausencia de respuesta terapéutica

* Presencia de comorbilidades graves

* Exacervaciones frecuentes

* Edad avanzada

* Soporte domiciliario insuficiente

Tabla 3. Criterios para el ingreso hospitalario. (Tabla extraida y modificada de Vestbo, J.et al.

2013 [92]).
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2.8. EL REMODELADO DE LA ENFERMEDAD PULMONAR
OBSTRUCTIVA CRONICA

En la EPOC el término remodelado hace referencia a una serie de cambios
estructurales, desencadenados por una respuesta inflamatoria anormal y
cronica, que afectan principalmente a los bronquiolos y al parénquima
[153] y cuya extension estd asociada con la severidad de la enfermedad
[88]. Tanto el remodelado bronquiolar como la destruccion del parénquima
contribuyen a un deterioro progresivo de la funcion pulmonar, un
inadecuado vaciado del pulmdn tras espiracion y un subsiguiente proceso

de hiperinflacion caracteristico de la EPOC [154].

P EPOC VIAS AEREAS Normal
=N ™\, Inflamacién y
% cambios =
\ X estructurales

l\ e '..
2;\// Destruccion

pared alveolar \ |

Figura 16. Remodelado en la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). En la figura
se representan las principales anomalias estructurales desencadenadas en la EPOC, que
afectan tanto a las vias aéreas como al parénquima pulmonar.
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El epitelio bronquial constituye la primera barrera anatémica expuesta a las
particulas nocivas del humo de tabaco u otros estimulos ambientales. Las
células epiteliales bronquiales estdn involucradas en la iniciacién del
remodelado de los bronquiolos a través de la liberacién de diversos
mediadores pro-inflamatorios, como TNF-a, TGF-f1, IL-18 e IL-8, vy
proteasas. Estos mediadores desencadenan una respuesta inflamatoria
caracterizada por una infiltracién de células inflamatorias, entre las que
predominan neutréfilos, macréfagos y células T CD8" [155], con la
subsiguiente formaciéon de foliculos linfoides. La presencia de los foliculos
linfoides ha sido descrita en las vias aéreas de pacientes con EPOC [88] y,
aunque se requiere un estudio mas profundo de su presencia y funcidn, se
piensa que son responsables de una respuesta inmune que contribuye a
perpetuar la inflamacién durante afios tras el cese del tabaquismo [156].

La respuesta inflamatoria desencadena el remodelado de los bronquios de
pequeio calibre, que sufren hipertrofia e hiperplasia de la musculatura lisa
bronquial [157] y un proceso de fibrosis peri-bronquiolar. Estudios recientes
han descrito que tanto la proliferacién de células de musculo liso como la
acumulacién de miofibroblastos son procesos criticos que resultan en el
estrechamiento de los bronquiolos asociado a la EPOC [158, 159].
Las células caliciformes y las glandulas submucosas del epitelio bronquial
son las principales productoras del moco presente en el lumen de las vias
aéreas. La presencia de estas células productoras de moco en los
bronquiolos periféricos es escasa en condiciones no patoldgicas. Sin
embargo, en los bronquiolos periféricos de los pacientes con EPOC, se

produce un aumento del nimero de estas células, por un proceso conocido
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como hiperplasia de células caliciformes y glandulas submucosas [160].
Tanto la hiperplasia de estas células como la hiperproducciéon del moco
resultante, que contribuye a la oclusién de los bronquiolos, son las
principales caracteristicas de la disfuncidn mucociliar de la EPOC [161, 162].
Ademds, también se produce una liberacién de proteasas tipo elastasa, por
los neutroéfilos, o tipo granzima B, por los linfocitos CD8" presentes en los
foliculos linfoides, que contribuye a la destruccion del parénquima alveolar
y a la formacién de enfisema [155], término patoldgico que implica lesion
en los alvéolos debido a un agrandamiento en los espacios distales a los
bronquiolos acompafiado de destruccidon de la pared alveolar [163]. Esta
destruccién del parénquima, por pérdida de estructuras alveolares, causa
una disminucion en la retraccién elastica del pulmén [164].

También se ha descrito un remodelado vascular en pacientes EPOC,
caracterizado por un aumento de la masa de musculo liso vascular y por la
deposicién de elastina y coldgeno en la intima de las arterias. Estas
anormalidades en las arterias han sido asociadas con deficiencias en el
intercambio gaseoso [165] y, en algunos casos, con hipertensién pulmonar
[99].

En la siguiente tabla se resumen las caracteristicas del remodelado en la

EPOC.
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Estructura afectada Caracteristicas del remodelado en la EPOC

Aumento de la masa de musculo liso bronquial.

Bronquiolos Aumento del grosor de la pared bronquial (broncoconstriccién)

Fibrosis de la pared (matriz extracelular).

Hiperplasia de las células caliciformes.

Producciéon de moco - - -
Hiperplasia de las glandulas submucosas.

Parénquima Pérdida de pared alveolar (enfisema).
Remodelado en los vasos pulmonares.
Arteria pulmonar Aumento en la masa de musculo liso vascular, con riesgo de

hipertension pulmonar.

Localizacion

. Bronquiolos y alveolos.
predominante

Tabla 4. Caracteristicas del remodelado en la enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC). (Tabla extraida y modificada de Gosens, R.et al. 2006 [166] y Jeffery, PK. et al. 2004
[153]).

2.8.1. REMODELADO DE LOS BRONQUIOLOS: FIBROSIS PULMONAR

El remodelado de los bronquiolos ha sido descrito como el indicador
principal e independiente de la progresion de la EPOC, mas que el proceso
de inflamacion [88]. Por tanto, el progreso de la EPOC estd fuertemente
asociado al engrosamiento de la pared bronquiolar por procesos de

reparacion y remodelado.

Figura 17. Remodelado bronquiolar en la EPOC: Comparacion entre individuo sano y EPOC.
(Figura extraida de Decramer M et al, 2012 [156]). (A) Bronquiolo normal. (B) En la EPOC los
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bronquiolos sufren un estrechamiento debido a la infiltracién de células inflamatorias, la
hiperplasia mucosa y la deposicién de tejido conectivo en el espacio peribronquiolar.

La fibrosis peri-bronquiolar, proceso que contribuye a este engrosamiento,
ha sido descrita como una de las lesiones patolégicas mas importantes en
individuos con EPOC leve y moderada [167]. Los bronquiolos, caracterizados
por la ausencia de cartilago y por un diametro interno inferior a 2mm,
constituyen los conductos aéreos distales del pulmén y estan formados por
las siguientes capas: epitelio, [dmina propia, musculo liso y adventicia [168].
En pacientes con EPOC, el epitelio bronquiolar presenta anormalidades
estructurales como un grosor aumentado por metaplasia escamosa e
hiperplasia de células caliciformes [165]. Ademds de estas anormalidades
estructurales, el epitelio bronquiolar podria estar potencialmente implicado
en el proceso de fibrosis peri-bronquiolar.

La fibrosis peri-bronquiolar es un proceso fibrético asociado a la
contraccién del tejido, que causa el estrechamiento de la via aérea y la
consiguiente limitacién del flujo aéreo. Este proceso fibrético desencadena
cambios estructurales en los bronquiolos mediante la acumulacién de
fibroblastos/miofibroblastos y de un denso tejido conectivo extracelular
[159]. Actualmente no estd del todo claro el factor exacto responsable de la
produccidn de la matriz caracteristica del remodelado asi como el papel del
epitelio activado en el proceso de remodelado y en la
activacion/diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos en la fibrosis
peri-bronquiolar asociada a la EPOC.

Los miofibroblastos son células clave en el desarrollo de procesos fibréticos
[169], pudiendo contribuir a la fibrosis peri-bronquiolar caracteristica del

remodelado bronquiolar. Estas células presentan caracteristicas
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morfoldgicas y bioquimicas intermedias entre fibroblastos y células de
musculo liso [170] y actualmente los marcadores especificos para
diferenciarlas son limitados. Los miofibroblastos presentan una mayor
capacidad de proliferacién y migracion y se localizan en los focos fibréticos.
Comparten con las células de musculo liso la presencia de fibras de a-actina
de musculo liso (a-SMA), que les confiere un fenotipo contractil [169].
Ademds son células que sintetizan grandes cantidades de colageno,
considerado el principal componente de la matriz extracelular. Por tanto,
los miofibroblastos, junto con los fibroblastos, son los principales
responsables de la sintesis y deposicion de matriz extracelular,
desencadenando las alteraciones estructurales caracteristicas del
remodelado [169]. Tanto la presencia de a-SMA como la sintesis de
colageno se utilizan como indicadores para diferenciar a los miofibroblastos

de los otros dos tipos celulares.

Fenotipo Fenotipo Fenotipo
Fibroblasto | Miofibroblasto | célula de musculo liso
Proliferacion +++ ++++ +
Migracion ++ +++ -
Contraccion (a-SMA) - ++++ +HH+
Secrecion de matriz extracelular +++ ++++ +
(COL tipo 1)

Tabla 5. Caracteristicas de los miofibroblastos (Tabla extraida y modificada de Singh SR et
al, 2008 [170]). Definicion de abreviaturas: a-SMA: a-actina de musculo liso; COL tipo I:
coldageno tipo I.

Actualmente se postulan diversas vias para explicar el origen de los

miofibroblastos, representadas en la siguiente figura:
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Figura 18. Posibles origenes de los miofibroblastos. (Figura extraida y modificada de Scotton
CJ et al, 2007 [169]). Las posibles vias del origen de los miofibroblastos, células clave en
procesos fibréticos, son: (1) Proliferacién y diferenciacién de fibroblastos residentes, (2)
reclutamiento de fibrocitos circulantes y (3) transicién epitelial mesenquimal. Diversas
citoquinas, factores de crecimiento y rutas de sefializacién podrian mediar estas rutas
(flechas negras).

Una posible ruta es la proliferacion y diferenciacion de fibroblastos
residentes en los pulmones a miofibroblastos, bajo la influencia de un
ambiente profibrético [171]. Una segunda via que se plantea es que los
miofibroblastos deriven del reclutamiento de fibrocitos circulantes, un tipo
de células progenitoras que provienen de la médula espinal [172]. Ademas
se ha postulado otra via descrita en la literatura reciente, no representada
en esta figura, que seria la transiciéon de células de musculo liso de las vias
aéreas a miofibroblastos [173]. Por ultimo, otra hipotética via representada

en la figura describe una diferenciacién de células epiteliales a

82



miofibroblastos mediante un proceso conocido como transicion epitelial

mesenquimal (TEM).

2.9. HIPERTENSION PULMONAR ASOCIADA A LA ENFERMEDAD
PULMONAR OBSTRUCTIVA CRONICA

La Hipertensién Pulmonar (HP) es una complicacion importante que tiene
lugar en la evolucién natural de la EPOC. Su presencia esta asociada con la
reduccién de la supervivencia y un mayor uso de los recursos en materia de
asistencia sanitaria.

La clasificacion clinica que actualmente realiza la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) incluye la EPOC en el grupo diagnéstico Ill: La HP se
encuentra asociada a desérdenes en el sistema respiratorio o hipoxemia
(Tabla 6) [174]. El National Institute of Health la define como presién
arterial pulmonar media de mds de 25 mmHg [175]. Un esquema arbitrario
de la gravedad basado en la presiéon arterial pulmonar media seria el
siguiente: suave, de 26 a 34 mmHg ; moderado, de 35 a 44mmHg; y severa,
45mmHg o mas [176].

La HP en pacientes EPOC se manifiesta generalmente de forma suave y la
presentan fundamentalmente aquellos pacientes que padecen hipoxemia
severa. Existe a su vez un tipo de paciente EPOC con una HP
desproporcionada que se desarrolla con una elevada presiéon arterial
pulmonar media (= 40 mmHg) y con evidencia de una disfuncién o fallo del
ventriculo derecho (VD) a pesar de reducciones de suave a moderadas en

el volumen espiratorio forzado en 1 segundo (VEMS 2 50% predicho) y de la
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hipoxemia [176-178]. A dichos pacientes se les designa con el término

“fuera de proporcion”.

GRUPO DIAGNOSTICO OMS DESCRIPCION

Familiar Idiopatica asociada a otras
condiciones: p.e. la enfermedad
vascular del colageno

Grupo |: Hipertensién Pulmonar
Arterial

Grupo |l: Hipertensién Pulmonar , .
Fallo en el ventriculo izquierdo

Venosa
. ., EPOC
Grupo lll: Hipertensién Pulmonar ..
. Enfermedad Pulmonar Intersticial
asociada con enfermedad

s, . . Alteracion de la respiraciéon durante el

pulmonar intrinseca o hipoxemia. N
suefio

Enfermedad Crénica Tromboembdlica

Tumor

Parasitos

Material externo

Grupo 1V: Hipertensiéon Pulmonar
causada por obstruccion
tromboembdlica crénica.

Sarcoidosis Pulmonar
Grupo V: Diverso Histiocitosis de células de Langerhans
Linfoangioleiomiomatosis

Tabla 6 .Clasificacidn Clinica designada por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
Clinicla classification by the World Health Organization (WHQO) symposium on pulmonary
arterial hypertension in Venice, Italy, 2003.

The table is a modification of that published by Simmonneau et al.[174].

2.9.1. IMPACTO

Se desconoce la incidencia o prevalencia exacta de HP en EPOC. Un antiguo
estudio de Strasburgo, Francia, mostré que existia HP en 62 de 175
pacientes (35%) estudiados con EPOC moderada a severa usando un umbral

de presion arterial pulmonar media (PAPM) superior a 20mmHg. Datos mas
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recientes caracterizan mejor la prevalencia en algunos subgrupos de EPOC.
De la poblaciéon EPOC que fue estudiada, bien por necesitar un transplante
de pulmdn o por una cirugia de reduccién de volumen, aproximadamente la
mitad padecian HP [177]. Esta se manifestaba generalmente de forma
suave, con una presion arterial pulmonar media de 27+8mmHg. Sélo en un
4% de los sujetos estudiados se detectd una HP severa .

El grupo de Chaouat [178], en sus estudios, mostré que sélo 27 de 998
pacientes estudiados con EPOC presentaban una PAPM de 40mmHg o mas.
Y tan sélo 11 (1%) tenian HP sin ninguna otra causa identificable mas que
EPOC.

La extrapolacion de los datos utilizados para conocer los resultados
epidemiolégicos para EPOC en Estados Unidos nos permiten un analisis muy
interesante. Asumiendo que un 1% de los 500.000 pacientes hospitalizados
por EPOC padecen un HP de moderada a severa (presién arterial pulmonar
media de 40mmHg o mayor), la prevalencia general de HP significativa en
pacientes con EPOC es muy superior a la prevalencia de la HPA idiopatica.
Aquellos pacientes con HP severa parecen tener menos obstruccién severa,
tal y como lo indica el volumen espiratorio forzado en un segundo (VEMS),
de aproximadamente el 50% del valor previsto [178]. El 40% de los
pacientes con EPOC e HP examinado por autopsia presentd evidencia de
hipertrofia ventricular derecha [179]. El examen de una poblacién de
referencia que padece HP ofrece otra perspectiva. En el servicio de HP
perteneciente a la Clinica Mayo en Jacksonville, Florida, el 10% (58 de 578)
de los pacientes derivados por padecer HP entre 1998 y 2008 tenian EPOC

como causa primaria o contribuyente. Las referencias han sido mas
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frecuentes en los ultimos 3 afios, pero esto puede que sélo se deba a que
en la actualidad hay una mayor detecciéon de la enfermedad debido a
avances y mejoras médicas mas que a un aumento en la incidencia .

El desarrollo natural de la HP en el marco de la EPOC tampoco esta bien
caracterizada. Por una parte existe un estudio longitudinal que sugiere que
la HP inducida por el ejercicio puede preceder a un estado persistente
incluso en reposo [180]. Otro estudio de pacientes sometidos a cateterismo
cardiaco derecho secuencial demostraron una progresién en el tiempo,
aunque a un ritmo lento de 0,5mmHg por aino [181]. A pesar de los niveles
suaves y la lenta progresion de la HP en la mayoria de los pacientes con
EPOC, el estudio de Chaouat [178] confirma los datos mas antiguos que
sugieren un impacto mas dramdtico en la supervivencia [182, 183]. Cinco
afios de supervivencia oscilan entre menos de 20% a 36% (Chaouat menos
del 20%, Oswald 36%). El grupo francés ha demostrado que la supervivencia
se correlaciona con el deterioro de la HP y el envejecimiento.

Ademds, se ha demostrado que la HP es un factor predictivo de las
exacerbaciones de la EPOC [182]. Puede ser dificil separar el impacto
independiente de enfermedad cardiovascular y pulmonar cuando
coexisten. De acuerdo con Agencia para la Investigacion y el Informe de
calidad del 2005, las hospitalizaciones implican que las enfermedades
cardio-pulmonares (incluyendo, pero no limitado a, cor pulmonale) han
aumentado en un 51% desde 1997 [184]. Por lo general para pacientes con
un diagndstico secundario, la duracién de la estancia y costes hospitalarios
de enfermedad cardiaca pulmonar es mayor en comparacién con pacientes

con diagnéstico primario similar sin la enfermedad cardiaca pulmonar. En
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general, el coste estimado es de $5,6 millones, o 1,8% del coste total de

todas las estancias hospitalarias.

2.9.1.1. PATOBIOLOGIA

Normalmente, la circulacién pulmonar ofrece una baja resistencia que
puede acomodar a un aumento significativo en el gasto cardiaco con poco
aumento de la presién arterial pulmonar [185]. Los vasos pulmonares
tienen aproximadamente una décima parte de la resistencia y una cuarta
parte de la presién arterial en comparacidon con la circulacidn sistémica
[186].

Existe una gran variedad de procesos fisiopatolégicos implicados en la EPOC
asociada a HP. Por ejemplo, la hipoxia produce vasoconstriccion para
mantener una ventilacion adecuada para equilibrar la perfusién [186, 187].
La respuesta vasoconstrictora pulmonar hipdxica estd mediada
principalmente por alteraciones en los niveles de vasoconstrictores [188].
La hipoxia crénica produce un remodelado vascular en el que las distintas
funciones celulares estan alteradas, incluyendo fibroblastos, células
endoteliales y células del musculo liso vascular [189]. El remodelado
afectaria a las tres capas vasculares: fibrosis de la intima, hipertrofia del
musculo liso de la media, y la alteracién de la matriz de coldgeno de la
adventicia.

Se sabe que la remodelacién vascular descrita anteriormente explica la HP
persistente en la EPOC. La falta de reversibilidad en respuesta al oxigeno u

oxido nitrico inhalado apoya esa afirmacién. Lo que no se conoce es el
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mecanismo por el cual se produce la remodelacién. De hecho, la correlacién
entre la HP e indicadores de la gravedad de la enfermedad, tales como
VEMS y Pa0,, es débil. Los niveles de vasoconstrictores tales como la
endotelina-1, la serotonina, y angiotensina Il se encuentran generalmente
elevados, y los niveles de vasodilatadores enddgenos disminuyen
proporcionalmente. La disfuncion de las células endoteliales
probablemente contribuye al desequilibrio de los mediadores vasculares.
Como consecuencia, puede haber disminucidn de la produccion de NO y de
la prostaciclina, asi como la disminucién del aclaramiento de la ET-1 [190,
191]. Ademas, la angiotensina Il, la ET-1, y la serotonina estimulan la
proliferacién de células musculares vasculares lisas, lo que agrava el
remodelado vascular.

Los polimorfismos genéticos también pueden desempefiar un papel
importante. Estos vinculos se han demostrado con el gen de la 6xido nitrico
sintasa y el genotipo del transportador de serotonina LL. Este Gltimo puede
ser relevante para el posible papel de la serotonina y sus transportadores
en la hiperplasia del musculo liso vascular. Un estudio demostré Ia
correlacidn del genotipo LL con una mayor presion arterial pulmonar [192].
Mientras la mayoria de los pacientes con HP en asociacién con EPOC tienen
una presién arterial pulmonar media (PAPM) ligeramente elevada, un
pequeio porcentaje padece una HP de moderada a severa. Los expertos
han especulado sobre la causa de hipertensiéon pulmonar desproporcionada
con la gravedad de la EPOC. Uno de los autores consultados [193] piensa
que las dos explicaciones mas posibles son: (1) una respuesta

vasoconstrictora pulmonar debida a una hipersensibilidad a la hipoxia cuyo
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origen tal vez sea una predisposicién genética [192], o (2) la coexistencia
de la EPOC y la vasculopatia arterial pulmonar.

Otras areas de investigacion activa incluyen la toxicidad directa del humo
de tabaco sobre la circulacidn pulmonar [194-196], la inflamacién que
involucra a citoquinas, y los roles de hipercapnia crénica [197, 198] vy
policitemia [199]. Todos potencialmente pueden causar o facilitar el
remodelado vascular. Los factores mecanicos también pueden jugar un
papel importante. La hiperinflacion puede conducir a un aumento de la
resistencia vascular pulmonar [200]. La disfuncién diastélica puede elevar la
presion de llenado de la auricula izquierda, lo que contribuye a una
elevacion de la presién arterial pulmonar media [201]. La reduccién de
volumen capilar de un enfisema puede ser contributiva; sin embargo, la HP
no parece estar relacionada con el area total de la superficie alveolar o la
densidad pulmonar.

En pacientes con enfermedad grave, la arteriopatia pulmonar progresiva
aumenta la resistencia al flujo requiriendo mayores presiones ejercidas por
el ventriculo derecho. En ultima instancia, esto se traduce en la hipertrofia
del ventriculo derecho. Exacerbaciones de la EPOC pueden tener como
resultado el empeoramiento de la HP y el edema periférico [99]. En general,
la HP vuelve a la linea de base después de que el paciente se recupere de la
exacerbacion aguda. A pesar de que la retencién de liquidos y el edema
periférico puede ser sefial de la insuficiencia ventricular derecha, la hipoxia
y la hipercapnia de forma independiente pueden producir reabsorcion de

sodio y agua a través del sistema renina-angiotensina-aldosterona [202].
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2.9.2. REMODELADO VASCULAR PULMONAR

El remodelado vascular es un proceso que produce un engrosamiento de la
pared arterial y aumento de la resistencia de la misma mediante la invasién
de la pared del lumen del vaso reduciendo asi su didmetro. En la EPOC, el
remodelado vascular pulmonar afecta a las arterias pequefias vy
precapilares, y se ha identificado en diferentes grados de severidad de la
enfermedad. Los pacientes de EPOC e HP en fase terminal muestran
depdsito de musculo longitudinal, fibrosis y elastosis que amplian la intima
de las arterias pulmonares musculares [203, 204]. Esta ampliacién de la
intima de las arterias pulmonares musculares también esta presente en los
pacientes con EPOC muy grave, sin HP [195]. En las arteriolas, hay un
desarrollo de una capa media del musculo liso circular, delimitado por una
nueva lamina elastica, con la deposicion de musculo longitudinal y la
fibrosis de la intima [203, 204].

En EPOC leve a moderada, las arterias pulmonares musculares muestran
crecimiento de la intima con reduccidon del tamaino de la luz, que es mas
pronunciada en las pequefias arterias [205-207]. La hiperplasia de la intima
es resultado de la proliferacion de células musculares lisas (CML) mal
diferenciadas, y la deposicion de las fibras eldsticas y de coldgeno (Figura
19) [194]. Ademas, se encuentra muscularizacién de las arteriolas [208].

Los cambios en la tunica media son menos visibles en la EPOC y la mayoria
de los estudios morfométricos no han logrado demostrar diferencias en el
espesor de la capa muscular al comparar los pacientes con EPOC con los
sujetos control [205-207]. El remodelado de las arterias pulmonares no se

limita a pacientes con diagndstico establecido de EPOC. De hecho, el
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engrosamiento de la intima, que no difiere del observado en pacientes con
EPOC leve o moderada, también estd presente en los grandes fumadores

con funcién pulmonar normal [194].

Figura 19. Remodelado Vascular Pulmonar en la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica.
Serie de secciones de una arteria pulmonar con hiperplasia prominente de la intima y
estrechamiento de la luz. La inmunotincidn para la a-actina del musculo liso (A) revela la
proliferacién en la intima de células musculares lisas, aunque no todos ellos muestran
inmunorreactividad para la desmina [flechas] (B), un filamento contractil expresado en
células musculares lisas maduras, lo que indica un estado pobremente diferenciado. La
tincion para las fibras eldsticas (c) y de coldgeno (d) mostraron una marcada elastosis y
fibrosis en la intima.[209]

2.9.2.1. CAMBIOS INFLAMATORIOS

La EPOC es una enfermedad inflamatoria; por lo tanto, las células

inflamatorias pueden contribuir a las alteraciones de los vasos pulmonares.
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De hecho, el grado de remodelado vascular pulmonar se correlaciona con la
severidad de infiltrado de células inflamatorias en las vias respiratorias
pequeias [206, 208]. Los pacientes con EPOC tienen un mayor niumero de
células inflamatorias que infiltran la adventicia de las arterias pulmonares
musculares en comparacion con los no fumadores [197]. Este infiltrado
inflamatorio estd constituido en su mayoria por linfocitos T activados, con
un predominio de la subpoblacién CD8+ [197, 210]. Por el contrario, el
numero de neutréfilos, macréfagos y linfocitos B son minimas, y no difieren
de las de los sujetos control. En los pacientes con EPOC leve a moderada la
intensidad de infiltrado de células inflamatorias en las arterias pulmonares
se correlaciona con el grado de obstruccidn al flujo aéreo, lo que sugiere
que, conforme avanza la enfermedad, la reaccién inflamatoria en las
arterias pulmonares puede volverse mas severa [197].

Curiosamente, los fumadores con funcién pulmonar normal también
muestran un aumento del nimero de linfocitos T CD8+ en la arteria
adventicia, con una reduccidon del ratio CD4+ / CD8+ en comparacioén con
los no fumadores, que no difieren de los pacientes con EPOC de leve a

moderada [197].

2.9.3. DISFUNCION ENDOTELIAL

Las células endoteliales juegan un papel crucial en la regulaciéon de la
homeostasis vascular [211]. En los vasos pulmonares, las células
endoteliales contribuyen a la reduccién del tono vascular, [212] regulan la

adaptacion del vaso al flujo creciente [213] y modulan la vasoconstriccion
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hipdxica [214, 215]. La disfuncién endotelial de las arterias pulmonares se
ha demostrado en diferentes grados de gravedad de la EPOC: pacientes con
EPOC en fase terminal que se sometieron a un trasplante de pulmén [216] y
los pacientes con enfermedad leve a moderada (Figura 20) [207]. El
deterioro de la funcidon endotelial puede estar asociada con o como
resultado de cambios en la expresién o la liberacién equilibrada de
mediadores vasoactivos con propiedades vasodilatadoras, como el NO o la
prostaciclina, y los mediadores con propiedades vasoconstrictoras, como la
ET-1 o la angiotensina.

De hecho, la expresién de la éxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) en las
arterias pulmonares, que se encuentra disminuida en pacientes con HPA
idiopatica [191], también se reduce en pacientes con EPOC [217, 218] y en

los fumadores sin obstruccion al flujo aéreo [217].

Nana-Sinkam et al. [219] han demostraron que la expresion de la
prostaciclina sintasa en las arterias pulmonares también se reduce en
pacientes con enfisema grave. Del mismo modo, Tuder et al. [220]
demostraron la pérdida de expresién de la prostaciclina sintasa en las
células endoteliales de las arterias pulmonares de pacientes con diferentes
formas de HP.

Giaid et al. [39] demostraron que la expresion de ET-1 en las arterias
pulmonares se encontraba incrementada tanto en formas primarias como

secundarias de hipertensién pulmonar.
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Figura 20. La disfuncién endotelial en la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC).
Cambios en la tensién de los anillos de la arteria pulmonar, precontraida con L-fenilefrina
(LP), en respuesta a concentraciones acumulativas de adenosina difosfato (ADP), un
vasodilatador endotelio-dependiente, en los pacientes con EPOC de leve a moderada y en
pacientes no fumadores. Los pacientes con EPOC mostraron una reduccidon endotelio-
dependiente de la relajacién en comparacién con los no fumadores [207] * P <0,05 frente a
los no fumadores. (Figura extraida y modificada de Barbera, JA. et al. 2009 [209]).

Sin embargo, estudios realizados en pacientes con EPOC de leve a
moderada o enfisema grave no han demostrado diferencias en la expresion
de ET-1 en las arterias pulmonares, en comparacién con los no fumadores
[217, 218]. No obstante esto podria deberse a que los pacientes evaluados

en esta serie no padecian HP.
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2.9.4. PATOBIOLOGIA DE LOS CAMBIOS VASCULARES PULMONARES

La hipoxia se ha considerado tradicionalmente el mecanismo patogénico
principal de la HP en la EPOC. Sin embargo, su papel estd siendo
reconsiderado porque la remodelacién vascular pulmonar y la disfuncién
endotelial se produce en pacientes con EPOC leve que no tienen hipoxemia
y en los fumadores con funcién pulmonar normal [194, 197, 206], y porque
la oxigenoterapia a largo plazo no revierte del todo la HP [221].
Observaciones recientes han indicado que los productos del humo del
tabaco puede ser la causa de la insuficiencia vascular pulmonar en la EPOC
[99]. Esta propuesta surge de la observacion de que los fumadores con
funcion pulmonar normal muestran cambios importantes en las arterias
pulmonares, tales como la proliferacién de células de musculo liso (CML),
[194] deterioro de la funcién endotelial [207], la reduccién de expresidn de
la eNOS, [217] el aumento de expresion de factores de crecimiento [195] e
infiltrado de células inflamatorias [197], que son indistinguibles de las
observadas en pacientes con EPOC leve a moderada, y se diferencian
claramente de los no fumadores.

Ademds, cobayas expuestas a largo plazo al humo del cigarrillo desarrollar
HP y el remodelado vascular [222], cambios que aparecen cuando no hay
evidencia de enfisema, lo que indica que las anomalias vasculares inducidas
por el humo del tabaco preceden a su desarrollo [223]. En este modelo
animal, la exposicién al humo del tabaco induce a cambios rapidos en la
expresiéon del gen del factor de crecimiento endotelial vascular (FCEV), el
receptor de FCEV, ET-1 y NOS inducible [224], mediadores que regulan el

crecimiento de células vasculares y la contraccién del vaso, y es probable
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gue estén involucradas en la patogénesis de los cambios vasculares
pulmonares de la EPOC. Ademas, la exposicion de las células endoteliales
de la arteria pulmonar al humo del cigarrillo provoca una inhibicidon
irreversible de la actividad de eNOS, que es como consecuencia de la
disminucién de contenido de proteina y el ARN mensajero [225]. El Humo
del tabaco contiene una serie de productos que tienen el potencial para
producir lesién endotelial, entre los que la acroleina aldehido parece papel
importante, ya que reduce la expresion de la sintasa de prostaciclina en las
células endoteliales [219].

En resumen, hay pruebas que sugieren que el evento inicial en la historia
natural del HP en la enfermedad pulmonar obstructiva pulmonar podria
comenzar con la lesién del endotelio por el consumo de productos de
cigarrillo (Figura 21). De hecho, las lesiones endoteliales en arterias
pulmonares en pacientes con EPOC pueden ser identificados en
observacién microscdpica como areas denudadas de endotelio [225]. Mas
sutil, pero no por ello menos importante, es la alteracion de sintesis
endotelial y liberacién de mediadores vasoactivos asociados con el habito
de fumar [217]. El dafio endotelial también produce un desequilibrio entre
los factores que regulan crecimiento de las células, lo que favorece la
proliferacién de células de musculo liso y deposicion de matriz extracelular
(Figura 21). Todos estos cambios pueden contribuir a la hiperplasia de la
intima, con la consiguiente reduccién del lumen arterial, lo que aumenta la

resistencia vascular pulmonar.
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Las arterias con disfuncién endotelial son mds susceptibles a la accién de
factores adicionales. Entre ellos, la hipoxemia arterial sostenida y la hipoxia
alveolar en las unidades pulmonares mal ventiladas desempefian un papel
crucial, ya que puede inducir mayor deterioro endotelial y el remodelado
vascular, ya sea directamente o a través de mecanismos dependientes de
FCVE, amplificando los efectos iniciales de los productos de humo de
cigarrillo. Efectos similares pueden ser producidos por las citocinas

liberadas por las células inflamatorias (Figura 21).

Humo de tabaco Productos inflamatorios
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Figura 21. Biopatologia de la Hipertensidon Pulmonar en la EPOC.

El humo del cigarrillo o diferentes productos inflamatorios pueden dar lugar al inicio de una
secuencia de cambios mediante el desarrollo de una disfuncién endotelial. El desequilibrio
entre agentes vasoactivos derivados del endotelio promueve la proliferacién de células de
musculo liso (CML), el remodelado de la pared vascular y la hipertensiéon pulmonar. En el
curso natural de la enfermedad, la inflamaciéon y la hipoxia contribuyen a mejorar y
perpetuar este proceso actuando sobre células endoteliales y del musculo liso.
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eNOS = Oxido nitrico sintasa endotelial; ET-1: endotelina-1; PGI,S: prostaciclina
(prostaglandina |,) sintasa. (Figura extraida y modificada de Barbera, JA. et al. 2009 [209]).

2.9.5. TRATAMIENTO DE LA HIPERTENSION PULMONAR ARTERIAL
ASOCIADA A LA ENFERMEDAD PULMONAR OBSTRUCTIVA CRONICA

En los Ultimos afios se han desarrollado varios farmacos para algunas
formas de HP que mejoran los sintomas clinicos y retrasan la progresion de
la enfermedad, pero el prondstico es todavia pobre. La eficacia de los
vasodilatadores esta limitada por la falta de selectividad pulmonar, el
desacoplamiento de la ventilacién-perfusidon y la baja eficacia cuando la
contraccién de las arterias pulmonares implica mecanismos de

sensibilizacién al calcio.

Las estrategias terapéuticas estan dirigidas a reducir la vasoconstriccion y/o
el componente proliferativo, y sélo la HPA posee un tratamiento
farmacolégico aprobado.

Se han utilizado antagonistas de los canales de calcio pero éstos sdlo
benefician a una pequeiia proporcién de pacientes con HPA. Durante los
ultimos afios se han desarrollado un grupo de fdrmacos destinados a
combatir la HPA incluyendo a inhibidores de las fosfodisterasas (sildenafilo
y andlogos), prostaciclinas y analogos (p.e. el iloprost) y antagonistas de los
receptores de ET-1 (bosentan y analogos), los cuales mejoran los sintomas
clinicos y ralentizan la progresion de la enfermedad. Aun asi, el prondstico
para pacientes tratados todavia es malo y las estrategias actuales estan

dirigidas al uso de combinacién de diferentes farmacos. Ademas, los
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tratamientos son muy caros, representando una gran carga econémica para
el sistema nacional de salud (desde alrededor de 15-25.000€ para el
sildenafilo hasta unos 75-150.000€ para el iloprost por paciente/afio, lo cual
aumenta cuando los usamos en combinacidn). La terapia para la
Hipertension Pulmonar Persistente Neonatal (HPPN) incluye Ia
administracién de NO inhalado, a pesar de que este tratamiento falla en
aproximadamente el 50% en recién nacidos y el sildenafilo actualmente
estd siendo considerado como alternativa. Pacientes que padecen una HP
desproporcionada teéricamente podrian beneficiarse de estos tratamientos
pero actualmente esto no estd aprobado debido a la falta de estudios
controlados randomizados. Es mas, el uso de la terapia con vasodilatadores
en pacientes con EPOC y con HP actualmente es controvertida
(especialmente en aquellos con una HP moderada) debido a un efecto
potencialmente nocivo de estos farmacos en el intercambio gaseoso (como
describiremos mas adelante). Un tratamiento seguro y efectivo podria
ademas de forma hipotética mejorar la supervivencia de gran parte de la
poblacién de pacientes con una Presion Pulmonar Arterial (PPA)

moderadamente elevada.

2.9.5.1. LIMITACION DE LAS TERAPIAS ACTUALES. BUSQUEDA DE
LOS FARMACOS IDONEOS

Los tratamientos actuales para la HP con vasodilatadores (bloqueantes de
los canales de calcio, inhibidores de PDE5 y analogos de prostaciclinas)
estdn limitados por sus efectos sistémicos. De este modo, la hipotensién

sistémica excluye el uso de dosis efectivas de vasodilatadores.
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En neonatos con HPPN, el ductus arteriosus vy/o el forament ovale
permanecen patentes permitiendo una comunicacidon (shunt) hacia la
izquierda o la derecha. Por consiguiente, la vasodilatacidon sistémica en
lactantes con HPPN es particularmente dafina debido a que aumenta el
shunt y reduce la oxigenacién arterial. Pese a la necesidad de la selectividad
pulmonar, los farmacos actuales presentan tanto acciones sistémicas como
pulmonares. Segun estudios realizados hace algunos afios en los que se
comparé el efecto vasodilatador de los vasodilatadores usados o con
potencial de ser usados en HP en ese momento en arterias pulmonares y
sistémicas de cerdos neonatos [226] el Unico vasodilatador pulmonar
selectivo fue el ATP (via receptores P2Y;), un compuesto con poco potencial

de ser usado como tratamiento crénico.

Algunos vasodilatadores no son capaces de inducir una vasodilatacion
efectiva dependiendo del mecanismo vasoconstrictor subyacente
responsable del aumento de la PPA. La contraccién del musculo liso se
produce por:

1/ aumentos en calcio intracelular que conduce a un aumento de la
activacion de la quinasa de las cadenas ligeras de miosina (MLCK por sus
siglas en inglés, myosin light chain kinase) y

2/ calcio-sensibilizacion mediada principalmente por la inhibicidn
de la fosfatasa de las cadenas ligeras de miosina (MLCP por sus siglas en
inglés, myosin light chain phosphatase).

De este modo, los bloqueantes de canales de calcio son muy efectivos

reduciendo el calcio pero son vasodilatadores precarios cuando las arterias
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pulmonares estdn estimuladas por vasoconstrictores (como el TXA;), que
actua principalmente en la sensibilizacién al calcio. EI NO y los farmacos que
activan/potencian la secuencia del NO-GMPc (p.e. los inhibidores de la
PDES (sildenafilo), activavadores de la guanilato ciclasa (riociguat)) son
efectivos reduciendo el calcio y tienen efectos parciales en la sensibilizaciéon
del calcio. El Fasudil y el Y-27632, farmacos que se desarrollaron como
inhibidores de la Rho quinasa, son vasodilatadores muy efectivos a pesar de
no afectar a los niveles de calcio [227].

Tradicionalmente, los pacientes han sido clasificados en aquellos que
responden a terapias vasodilatadoras y aquellos que no responden a las
mismas basdndose en una respuesta vasodilatadora aguda a la inhalacién
de NO o bloqueantes de los canales de calcio. Ahora parece que los
pacientes anteriormente considerados como resistentes a la terapia

vasodilatadora deberian responder ante un vasodilatador adecuado [228].

Otra limitacién de la mayoria, si no de todos, de los vasodilatadores
disponibles hoy en dia y que se administran sistémicamente son los efectos
de desacoplamiento en la ventilacidn-perfusion. La vasoconstriccion
pulmonar hipdxica (VPH) es un mecanismo fisiolégico de adaptacién
altamente conservada que optimiza la saturacidon de oxigeno en sangre
mediante un aumento de la resistencia vascular pulmonar en las regiones
pulmonares mal aireadas (hipdxia). Por lo tanto, bajo las condiciones de
enfermedad pulmonar obstructiva, la VPH nos lleva a reducir el flujo
sanguineo a regiones hipdxicas y lo redirige hacia los alvéolos mejor

ventilados con el fin de mantener la saturacién arterial de O, a expensas de
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una elevada PPA (Figura 22, izquierda). Los vasodilatadores usados
actualmente ejercen su accién prefundiendo bien los alvéolos bien
ventilados o los hipdxicos. Esto da lugar a una discordancia en el tandem
ventilacidn-perfusidn y a un efecto nocivo en el intercambio gaseoso (Figura
22, derecha).

Con el fin de sortear este problema han sido usados vasodilatadores
inhalados incluyendo el NO, nitritos, derivados de prostaciclinas y otras
drogas. La ventaja es que estos farmacos sdlo tienen acceso a los alvéolos
ventilados (la obstruccién aérea no permite alcanzar las zonas hipdxicas).
Ademds, dichos farmacos no alcanzan la circulacion sistémica y ,si lo hacen,
es sOlo parcialmente. El principal problema de esta opcién es que se
requiere la utilizacién de sistemas complejos de inhalacidon continua de

farmacos.
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Obstruccion

al flujo aéreo.
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al flujo aéreo
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Obstrucciéon aérea e HP Vasodilatador no selectivo
Bajo PPA, Bajo Sa0,

Figura 22 . Representacién esquematica del acoplamientote la ventilacidn-perfusién en la
obstruccidn aérea (izquierda) y desacoplamiento tras la administracidon de un vasodilatador
no selectivo (derecha). VPH: vasoconstriccién pulmonar hipdxica; HP: Hipertension
Pulmonar; PPA: Presién Pulmonar Arterial.

El farmaco iddoneo para tratar la HP debe mostrar las siguientes
propiedades:
1. Combinar efectos vasodilatadores y antiproliferativos.
2. Ejercer efectos vasodilatadores en la circulacion pulmonar,
evitando la hipotensién sistémica.
3. Ejercer efectos vasodilatadores selectivos en las dreas pulmonares
oxigenadas, manteniendo la VPH.

4. Ejercer efectos vasodilatadores efectivos bajo condiciones de
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sensibilizacion al calcio.
5. Farmacocinéticas apropiadas (activas oralmente y con vida media

prolongada).

Los beneficios esperados de estos compuestos son:
1. Reducir la PPA.
2. Alargo plazo reducir el fallo y la hipertrofia ventricular derecha.
3. Mejorar la saturacidon de oxigeno arterial, reduciendo la necesidad
de terapia con oxigeno.
4. Mejorar los sintomas clinicos: capacidad de realizar ejercicio.

5. Aumentar la supervivencia.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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La hipdtesis de la presente tesis doctoral estd basada en las siguientes
consideraciones, expuestas anteriormente, y resumidas a continuacion:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

La HP asociada a la EPOC se desarrollada principalmente por el
consumo cronico de tabaco, siendo un factor de mal prondstico de
la enfermedad, elevando la morbi-mortalidad y el gasto sanitario
asociado a la EPOC.

El sistema de la ET se encuentra sobre-expresado y alterado en los
pacientes con EPOC y contribuye al remodelado de las arterias
pulmonares y al desarrollo posterior de HP hipdxica.

El uso de vasodilatadores sistémicos para tratar la HP asociada a
EPOC es controvertido dados sus efectos deletéreos sobre el
desacoplamiento entre la ventilacion y la perfusion lo que
contribuye a una disminucién de la saturacién de oxigeno.

El empleo de vasodilatadores con efecto antiremodelado arterial y
con efecto débil en la saturacidn de oxigeno podria ser una terapia
de interés en la HP asociada a la EPOC.

El uso de antagonistas de los ETRs puede mejorar la disnea y la
capacidad de ejercicio en pacientes EPOC con HP
desproporcionada, sin embargo hoy dia se desconoce la preferencia
de bloqueo selectivo o dual de los ETRs.

Actualmente se desconoce el efecto del humo de tabaco sobre el
sistema de ET en los componentes celulares de las arterias
pulmonares, asi como el efecto de los inhibidores de ETRs sobre las

alteraciones del sistema de ET inducidos por el tabaco.
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En la presente tesis doctoral se hipotetiza una posible accidn
antiremodelado arterial pulmonar de los inhibidores de receptores duales
de ET. En concreto se hipotetiza que bosentan, un inhibidor dual de los
ETRs, mejora la disfuncion endotelial, el remodelado muscular arterial y la
contractilidad arterial pulmonar comprometidas por el humo de tabaco de

manera superior a la inhibicion de ETRs selectivos.
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Con el fin de evaluar la validez de las hipdtesis planteadas a partir de los

antecedentes expuestos, se establecen los siguientes objetivos, que se

desarrollaran en dos estudios diferenciados:

Objetivos del estudio 1:

i)

i)

Estudiar el efecto del extracto de humo de tabaco sobre el
sistema ET en células endoteliales de arteria pulmonar humana
Estudiar el efecto de bosentan sobre el efecto deletéreo del
extracto de humo de tabaco en el sistema de ET asi como en la

disfuncion endotelial

Objetivos del estudio 2:

i)

i)

i)

Estudiar el efecto del extracto de humo de tabaco sobre el
sistema ET en células de musculo liso de arteria pulmonar
humana

Estudiar el efecto de bosentan y de inhibidores selectivos de los
ETR sobre el efecto deletéreo del extracto de humo de tabaco
en células de mdasculos liso arterial in vitro y arterias
pulmonares ex vivo.

Estudiar el perfil diferencial de expresion de ETRs en arterias

pulmonares de pacientes sanos versus pacientes con EPOC
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MATERIAL Y METODOS
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MATERIAL

1. PACIENTES

Para el estudio utilizamos tejido periférico de pulmén humano obtenido de
pacientes que fueron sometidos a cirugia en el Servicio de Cirugia Toracica
del Consorcio Hospital General Universitario de Valencia (CHGUV) al
padecer carcinoma pulmonar. Este proyecto fue aprobado previamente por
la Comisién de Investigacion y el Comité Etico de Investigaciones Clinicas
(CEIC) del CHGUV vy se obtuvo el consentimiento informado escrito de cada
paciente participante. En los anexos | y Il se muestra la aprobacién de la
comisién de investigacion del CHGUV (anexo 1), y por el CEIC (anexo Il).
Ninguno de los pacientes presentaba signos clinicos de hipertensidn
pulmonar. Durante los dias previos a la cirugia se les realizaron pruebas de
funcion pulmonar (espirometria forzada) y gasometria arterial.

En los estudios in vitro se incluyeron pacientes asintomaticos no fumadores
con funcién pulmonar normal.

Los pacientes fumadores y pacientes EPOC fueron exclusivamente

admitidos para el estudio de la expresidon de ETRs en arteria pulmonar.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes se definen en la siguiente tabla:
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No fumadores Fumadores EPOC
Pacientes n 6 7 8
Edad (afios) 66+5 68+7 67+9
Consumo de Tabaco 0 30+3 40+8
paquete/afio
VEMS % pred 9243 9016 6818
CVF % pred 9414 9318 8716
VEMS/CVF % 8915 87+7 635
CPT %pred 9016 88+3 97+4
P..02, MMHg 9018 85+7 8416
P, co» mmHg 3746 3943 4143

Tabla 7. Los datos estdn presentados como meantSEM. EPOC: Enfermedad Pulmonar
Obstructiva Crénica; VEMS: Volumen Espiratorio Forzado en 1s; % pred: % predicho; CVF:
Capacidad Vital Forzada ; CPT: Capacidad Pulmonar Total ; P,q,: Presién de Oxigeno en
sangre arterial; P, co: Presion de Didxido de Carbono en sangre arterial. Paquetes/afio: 1
afio fumando 20 cigarrillos/dia.

2. FARMACOS UTILIZADOS

En el primer estudio planteado en este trabajo se han utilizado diversas

herramientas farmacolégicas que se representan en la siguiente figura:
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A. BOSENTAN B.BQ788 C. ML-7
) /o o QCH, O r_\ |
A_onNa 1] NH
r© S I 2 ¢ g
"o SN BN00 o,
- "o, W * HCI
Action Pharmaceuticals, Ltd. Sigma- Aldrich Sigma- Aldrich
Ref. B157 Ref. 12764
D. NAC E. Y27632
9 j) * 2HCI
HS OH -
HN \H/CH3 [)\J _~~CHs
H
0 \N NH>
Sigma- Aldrich Sigma- Aldrich
Ref. A7250 Ref. Y0503

Figura 23. Definicién de abreviaturas: Bosentan: Antagonista de receptor de endotelina;

BQ788: Antagonista selectivo del receptor de endotelina ETg; ML-7: Inhibidor selectivo de la

quinasa de la cadena ligera de miosina; NAC: N-acetil-L-cisteina; Y27632: Antagonista de la

Rho quinasa.

Bosentan:
El Bosentan, es un inhibidor no selectivo de los receptores Ay

B de la endotelina [229] , con mayor afinidad por el subtipo A.

La inhibicién de los receptores de ET afecta a las vias

intracelulares que median la vasoconstriccion y causan

vasodilatacién. Debidos a que estos receptores se encuentran
en concentraciones elevadas en pulmén, los antagonistas de

receptores de la endotelina fundamentalmente causan

vasodilatacién en la vasculatura pulmonar y disminuyen la

presiéon  vascular pulmonar. En ensayos controlados
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randomizados, el bosentan fue efectivo paliando los sintomas,
aumentando la tolerancia al ejercicio y prolongando el tiempo
de deterioro clinico en pacientes con Hipertensién Arterial
Pulmonar (HPA) idiopdatica. El Bosentan fue el primer
antagonista de receptores de endotelina en ser aprobado en los
Estados Unidos por la FDA ( Food and Drug Administration) en
noviembre del 2001, y hoy en dia permanece en uso activo.
Actualmente estd indicado para el tratamiento de la HPA clase

Il o IV [230].

BQ788:

El BQ788, [N-cis-2,6-dimethylpiperidinocarbonyl-L-gamma-
methylleucyl-D-1-methoxycarbonyltryptophanyl-D-norleucine],
es un antagonista selectivo del receptor de endotelina subclase
B, utilizado habitualmente para demostrar el papel enddégeno o

exogeno de la ET in vitro e in vivo.

ML-7:

Hexahydro-1-[(5-iodo-1-naphthalenyl)sulfonyl]-1H-1,4-
diazepine hydrochloride. Inhibidor selectivo de la quinasa de la
cadena ligera de miosina (MLCK) (Ki=0,3 mM). Muestra una
inhibicion mas potente que el compuesto original ML9
hydrochloride. Provoca una inhibicién reversible ATP-
competitiva de Ca** calmodulina-dependiente y de MLCKs de

musculo liso- independiente.
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* N-acetil-L-cisteina (NAC):
La N-acetil-L-cisteina (NAC) es un agente antioxidante que
inhibe el estrés oxidativo, con un efecto sobre el estado redox
celular y actuando directamente como un secuestrador de
especies reactivas de oxigeno. La NAC previene el aumento en
la expresion de citoquinas y quimiocinas inflamatorias
mitigando la estimulacién de NF-kPB por especies reactivas de
oxigeno [231-233]. Ademads, se ha demostrado que reduce la
frecuencia de las exacerbaciones en la EPOC y podria tener un
papel en el tratamiento de pacientes con exacerbaciones

recurrentes [234].

* Y27632:
El, Y-27632, (R)-(+)-trans-4-(1-Aminoethyl)-N-(4-Pyridyl)
cyclohexanecarboxamide diydrochloride) es un inhibidor
permeable a células, potente y selectivo de la ROCK (Rho-
associated coiled coil forming protein serine/threonine kinase).
El Y-27632 inhibe tanto a ROCKI (K; = 220 nM) como a ROCKII (
Ki = 300 nM). Esta inhibicién es competitiva respecto al ATP por

el lugar de unién [235] .

En el segundo estudio planteado a parte de trabajar de nuevo con

Bosentan y BQ788, utilizamos nuevas herramientas farmacoldgicas:
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F.BQ123 G. PD98059
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HN-N-N
O
HaC” “CHg
Sigma- Aldrich Sigma- Aldrich
Ref. B150 Ref. P215

Figura 24 .Definicion de abreviaturas: BQ123: Antagonista selectivo del receptor de

endotelina tipo A. PD98059: Inhibidor de la MAP giinasa quinasa.

* BQ123:
El BQ123 es un potente antagonista selectivo del receptor de
endotelina tipo A. También bloquea la movilizacién de Ca*, la

contraccién celular y la activacion MAP quinasa.

* PD98059:
El PD98059, 2-(2-Amino-3-metoxifenil)-4H-1-benzopiran-4-ona,
es un potente inhibidor de la MAP quinasa quinasa, también
conocida como MAPK/ERK quinasa o MEK quinasa. Media sus

propiedades inhibitorias mediante la unidn con ERK especifica,
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MAP quinasa MEK, por lo que previene la fosforilacion de

ERK1/2 (p44/p42 MAPK) mediante MEK1/2 [236].

3. ANTICUERPOS Y SONDAS DE PCR

3.1. ANTICUERPOS

Anticuerpo Primario:

* Anticuerpo anti-humano de receptor ETg de conejo (ref. E9905,
Sigma-Aldrich, UK).

* Anticuerpo anti-humano de receptor ETg (origen:conejo) (ref.
sc-33537, Santacruz Biotechnology)

* Anticuerpo anti-humano de receptor ET, de conejo (ref. E3651,
Sigma- Aldrich, UK).

* Anticuerpo anti-humano diphospho MLC (Thri18/Ser19) (origen:
conejo), (ref. 3674, Cell signalling).

* Anticuerpo anti-humano MLC (origen:conejo), (ref.3672, Cell
signalling).

* Anticuerpo monoclonal anti-humano de RhoA (origen:ratén),
(ref. MCA5312Z AbD Serotec, UK).

* Anti-humano B-actina (origen:ratdn) (ref. A1978 Sigma-Aldrich).

*  Anticuerpo anti-humano p-44/42 MAPK (ERK1/2)
(Thr202/Tyr204)(20G11) (origen: conejo), (ref. 4376s, Cell

Signalling)
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* Anticuerpo anti-humano ERK1/2 p-44/42 MAPK (ERK1/2)
(137F5) (origen:conejo), (ref. 4695, Cell Signalling)
* Anticuerpo anti-humano ET-1 (IC4) (origen: ratdn) (ref.

ab20940, Abcam)

Anticuerpo Secundario:
* Anticuerpo anti-ratéon conjugado a HRP (origen:burro), (ref.
Thermo Fisher Scientific (SA1-100)).
* Anticuerpo anti-conejo conjugado a HRP (origen:burro), (ref.
Thermo Fisher Scientific (SA1-200)).
* Anticuerpo anti-ratén conjugado a rhodamina (origen:burro),

(ref. Thermo Fisher Scientific (31686)).

3.2. SONDAS

* Receptor Endotelina Tipo B, ThermoFisher Scientific, ref.
Hs00240747_m1

* Receptor Endotelina Tipo A, ThermoFisher Scientific, ref.
Hs03988672_m1

* GAPD de Ratén (GAPDH) Control Endégeno Glyceraldehido
3-fosfato deshidrogenasa ,GAPDH, Applied Biosistems, ref.
4352339E

¢ TRITC conjugado con Faloidina (Phalloidin-
tetramethylrhodamine B isothiocyanate conjugate from

Amanita phalloides), Fluka, Sigma-Aldrich, ref. 77418
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4. KITS Y REACTIVOS

Reactivos Utilizados:

REACTIVO CASA COMERCIAL REFERENCIA
Acrilamida Sigma-Aldrich Ref. A3574
Bicarbonato Sédico (NaHCO3) Sigma-Aldrich Ref. S5761

BSA (Bovine Serum Albumin)

. ™
Invitrogen

Ref. 15561-020

Cigarros de investigacion para

EHT Tobacco Health Research Ref. 2R4F
Cloruro Calcico Panreac Ref. 141221
Cloruro de magnesio (MgCl,). Panreac Ref. 141396
Cloruro de Potasio (KCI) Panreac Ref. 141494
Cloruro de sodio (NaCl) Panreac Ref. 141659
PhezﬁlF;Lc(;:);eG, [?ill:,;?:llri'::bzride) Molecular Probes™ Ref. D1306
D(+)- Glucosa Panreac Ref. 141341
Deoxyribonuclease I,
Alexa Fluor® 488 Thermo Fisher Scientific Ref. D12371
Conjugate

Dithiothreitol Sigma-Aldrich Ref. 43816

DMSO (Dimetilsulfoxido) Sigma-Aldrich Ref. 34869
Dodecilsulfato sédico (SDS) Sigma-Aldrich Ref. L3771

ECL plus Amersham GE Healthcare Ref. RPN2132

EDTA
(Ethylenediaminetetraacetic Sigma-Aldrich Ref. E6758

acid)

Enzima Colagenasa Gibco, UK Ref. 17100-017

Filtro “Millex-GS Syringe

Driven Filter Unit MCE 0,22 Millipore Ref. SLGS033SS
um”

Formaldehido Sigma-Aldrich Ref. F8775
Fosfato de potasio (KH,PO,) Sigma- Aldrich Ref. P-5655
Fosfato disddico (Na,HPO,) Sigma-Aldrich Ref. RES0971S-A702X

FungizonaT'VI Sigma-Aldrich Ref. A2411
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Fura-2 acetometil ester

Sigma-Aldrich

Ref. FO888

HBSS (Hank's balanced salt
solution)
Buffer de corte

Gibco®

Ref. 14025092

HEPES (Acido 4-(2-hidroxietil)-
1-piperazino etanosulfénico)

Sigma-Aldrich

Ref. H4034

H,DCF-DA (2’,7'-
diclorodihidrofluoresceina
diacetato)
Indicador utilizado para
monitorizar la generacion
intracelular de especies
reactivas de oxigeno.

Molecular Probes

Ref. C6827

Lonomicina (lonomycin from
Streptomyces conglobatus)

Sigma-Aldrich

Ref. 19657

Leche en polvo para bloqueo
de membrana de Western Blot

Marvel®

Lipofectamine®2000
Transfection Reagent

Invitrogen™

Ref. 11668-019

Marcador de peso molecular
para Western Blot: Precision
Plus Protein™ Kaleidoscope™
Prestained Protein Standards

Bio-Rad Laboratories

Ref. 1610375

Mowiol®4-88 Calbiochem Ref. 475904
c;:;;ﬂ;?:::’ézm:::::)g TissueTek® Ref. 4583
Phalloidin-TRITC labeled
tetrar(rllse(:itll::)ct:laa::it:ad('e}RlTC) Sigma-Aldrich Ref. 77418
conjugado a faloidina)
Paraformaldehido 4% Panreac Ref.252931
Penicilina-Estreptomicina Sigma-Aldrich Ref. P-4333
Pepstatin A Sigma-Aldrich Ref. 77170
PBS (Tampodn fosfato salino) Sigma-Aldrich Ref. P-4417
RhoA-targeted siRNA (siARN) | Ambion™, Invitrogen ID:s758
Sacarosa Sigma-Aldrich Ref. 16104
Saponina Sigma-Aldrich Ref. 47036

Silencer® Select siRNA (siARN)

Ambion™, Invitrogen

Ref. 4397918

Tampon de lisis para la

Applied Biosystems™

Ref. 4305895
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purificacion de acidos
nucléicos. (Nucleic Acid
Purification Lysis Solution).
Tripsina Sigma-Aldrich Ref. T26000000
TriPure® Isolation Reagent |Roche, Indianapolis, USA) Ref. 11667157001
Tris Base Sigma-Aldrich Ref. 77-86-1
Triton X-100 Panreac Ref. 142314
Tween20 Sigma-Aldrich Ref. P-1379
Kits Utilizados:
KITS CASA COMERCIAL REFERENCIA
Kit “cell proliferation
enzyme-linked Roche Ref. 11647229001

immunosorbent assay
BrdU kit”

Kit “Endothelin EIA kit”

Cayman Chemical

Ref. 583151

Kit “Lactato
dehidrogenasa (LDH)”

Cayman Chemical

Ref. 10008882

Kit “Nitric Oxide Assay

Calbiochem-

Ref. 482650
Kit” Novabiochem €
Kit “RhoA G-LISA
Activation Assay Kit Cytosqueleton, Inc. Ref. BK124
(Colorimetric format)”
Kit “Thromboxane B2 EIA Cayman Chemical Ref. 501020

Kit”

TagMan® MicroRNA
Reverse Transcription Kit

Applied Biosystems™

Ref. 4366596

5. MEDIOS DE CULTIVO

MEDIO DE CULTIVO CASA COMERCIAL REFERENCIA
Albumina sérica bovina . .
(BSA) Sigma-Aldrich Ref. A7906
DMEM (dulbecco's
modified eagle medium) Lonza Ref. 12-614Q

123




EGM -2 SingleQuot Kit
Suppl. & Growth Factors .
(Endothelial Cell Growth Lonza, Clonetics, UK Ref. CC-4176
Medium)
Opti-MEM Invitrogen Ref. 11058021
PBS (Phosphate buffered Sigma-Aldrich Ref. P4417
saline)
RPMI-1649 (ROSM{e” Park Lonza Ref. 12-918F
Memorial Institute)
Suero de Cabra (Goat Gibco® Ref. 16210064
serum)
SFB (Suero Fetal
Bovino)(FBS- fetal bovine Sigma-Aldrich Ref. 12133C
serum)
6. APARATOS
APARATO CASA COMERCIAL

ABI Prism™ Nucleic Acid PrepStation

Applied Byosystems™

Bomba de respiracion para animales
(Harvard Apparatus Model 680 Rodent
Respirator)

Harvard Apparatus

Camara de perfusién de gas

Harvard Apparatus

Camara digital de alta resolucidén para
microscopio de fluorescencia
(CooISNAP HQ2 CCD)

Photometrics®

Espectrofotometro microplaca Victor
1420 Multilaber Counter

PerkinElmer®

9800 Fast Thermal Cycler

Applied Byosystems™

7900HT Fast Real-Time PCR System

Applied Byosystems™

Filtro de densidad neutra (nd8)

Nikon Instruments

Filtros de excitacion Nikon (340nm,
380nm)

Nikon Instruments

Filtros de emision Nikon (ancho de
banda 510/520nm, 45°,espejo
dicotémico 400nm)

Nikon Instruments

Krumdieck Tissue Slicer - Model
MD4000

Alabama Research and Development
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Lambda 10-2 (Sistema de rueda de
filtros para microscopia de
fluorescencia)

Sutter Instruments

Lampara de arco de xenon XBO 100,
100w, 50/60Hz

Nikon Instruments

Microprocesador Pentium lll

Intel® Corporation

Microscopio invertido de
epifluorescencia Nikon Eclipse TE-200
con objetivo de fluorescencia Nikon
Japan S fluor 40x de inmersion,
apertura numérica 1.3

Nikon instruments

NanoDrop 2000c Spectrophotometer

NanoDrop®, ThermoScientific

Sistema de Perfusion Multi-valvula

Harvard Apparatus

Vdlvula de Flujo

Harvard Apparatus
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METODOS

1. AISLAMIENTO Y CULTIVO DE CELULAS ENDOTELIALES Y
MUSCULARES DE ARTERIA PULMONAR HUMANA

Estos experimentos se realizaron siempre en arterias pulmonares de
pacientes no fumadores con la finalidad de conseguir un mejor estudio in

vitro de el humo de tabaco (HT).

1.1. AISLAMIENTO

Para el proceso de aislamiento celular partimos de piezas quirurgicas
humanas obtenidas por reseccion pulmonar debida a carcinoma de pulmén.
De dicha reseccién seleccionamos tejido no traumatico y libre de tumor
(tejido sano) del cual se extrajeron las arterias pulmonares que utilizamos
para nuestro estudio.

A continuacién todo el proceso se llevd a cabo en condiciones de esterilidad
con el fin de evitar cualquier tipo de contaminacién por agentes externos.
Se procedié a la recogida y procesamiento de la muestra en campana de
flujo laminar, con material adecuadamente esterilizado y en zonas de
cultivo celular asépticas.

El aislamiento mecanico se realizé con bisturis, pinzas mosquito rectas,
pinzas Allis, pinzas de diseccidn con garra y tijeras de Metzembaum.

Una vez tenemos la arteria aislada del resto del tejido pulmonar tomamos

segmentos de la misma de 2-3mm de didmetro interno. Abrimos la arteria
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cuidadosamente sin tocar la capa interna (endotelio), ya que podriamos
danar las células. Tras la disgregacién mecdnica se llevé a cabo Ia
disgregacion enzimatica con un 1% de enzima Colagenasa (Gibco, Reino
Unido) en medio de cultivo RPMI-1640 sin Suero Fetal Bovino (SFB) durante
30 minutos a 37°C. La colagenasa hidroliza el colageno en su formacién de
triple hélice, liberando fragmentos pequefios de tejidos y células aisladas.
Pasado este tiempo neutralizamos la disgregacién mediante la adicidon de
medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 suplementado con un
20% de FCS. El homogeneizado se centrifugd a 1200 rpm durante 8 minutos
a4°C.

Eliminamos el sobrenadante y, el pellet resultante de la centrifugacion fue
resuspendido con Endothelial Cell Growth Media 2(EGM-2) complementado
con Single Quotes (Clonetics, Reino Unido), FCS al 10%, fungizona al 1% y

penicilina/estreptomicina al 2%.

1.2. CULTIVO

Guardamos en el incubador a 37°Cy 5% de CO,, y cada dia procedimos a su
limpieza (comprobando que se encontraban bien adheridas) con una
solucién tampdn fosfato salino (PBS) durante tres dias. Una vez ya hubieron
crecido las células cambiamos el medio cada dos dias. Para hacer el primer
pase nos esperamos a que la confluencia fuese del 50% (aproximadamente

una semana).
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Después tripsinizamos las células mediante la adicion de solucidon de
tripsina (0,25% de tripsina) con el fin de que las células adheridas se
desprendan del sustrato.

Para hacer la seleccidn de las CMLAPHs utilizamos la adiciéon de bolas
magnéticas impregnadas con anticuerpo CD31 especifico para células
endoteliales de arteria pulmonar (Dynabeads CD31 endothelial cells’, Dynal
Biotech, Alemania). Para ello la mezcla de células resultantes de la
tripsinizacidon se incubaron con los Dynabeads forradas con anticuerpo
CD31 durante 30 minutos a 4° C agitandolas suavemente.

En el sobrenadante quedaran las CMLAPHs, mientras que adheridas a los
Dynabeads estaran las células endoteliales (CEAPHSs).

Tras la incubaciéon, recogimos las CEAPHs usando un concentrador de
particulas magnéticas (iman denominado MCP-1; Dynal) y las lavamos
cuatro veces con una solucién tampdn fosfato salino (PBS) / albimina de

suero bovino (BSA).
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Figura 25. Imagen representativa de células endoteliales de arteria pulmonar humana unidas
a bolas magnéticas (Dynabeads) cargadas con anticuerpo anti-CD31 durante el proceso de

aislamiento.

Por centrifugacion a 1200rpm a temperatura ambiente recogimos las
CMLAPHs, que posteriormente fueron cultivadas en medio DEMEM con
10% de suero fetal bovino (SFB), 1% de fungizona, y 2% de
estreptomicina/penicilina.

Y por otra parte al quitar el iman MCP-1 las CEAPHs se depositaron en el
fondo del tubo, las cuales aislamos por centrifugacion a 1200rpm vy
temperatura ambiente. Posteriormente dichas células fueron cultivadas con
medio Endothelial Cell Growth Media 2 (EGM-2) complementado con Single
Quotes (Clonetics, Reino Unido), SFB al 10%, fungizona al 1% vy

penicilina/estreptomicina al 2%.
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2. ESTUDIO DE LA EXPRESION GENICA MEDIANTE PCR A
TIEMPO REAL

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) es
una de las herramientas tecnolégicas mds innovadoras para el estudio de
los acidos nucleicos. Se caracteriza por ser una técnica de alta sensibilidad,
reproductividad y eficiencia, que genera resultados fiables en poco tiempo
y faciles de analizar.

Actualmente, sabemos que la misién de la PCR es copiar millones de veces
una secuencia especifica de ADN mediante una poderosa catalisis llevada a
cabo por una enzima conocida como ADN polimerasa, de tal forma que
cantidades pequefias de ADN pueden ser sintetizadas y copiadas fielmente
para analizarse con diferentes fines.

El progreso de esta técnica ha sido muy notable; es por ello que una de las
formas recientes para detectar y cuantificar a los acidos nucleicos es a
través de la PCR a tiempo real (RT-PCR, ReverseTranscription-PCR), la cual
es una modalidad de la PCR considerada como una técnica cuantitativa
(mientras que la PCR convencional o también conocida como PCR a punto
final, esta considerada como una técnica cualitativa).

Por lo tanto, la reaccién aprovecha la actividad de la enzima ADN
polimerasa, que tiene la capacidad de sintetizar naturalmente el ADN en las
células. En la reaccién, si usamos como sustrato ADN gendmico, entonces
tipicamente hablamos de una PCR, pero si usamos acido deoxiribonucléico
(ADN) complementario (ADNc) proveniente del ARNm (acido ribonucleico
mensajero) se le conoce como RT-PCR. Esta conversion se logra mediante

una reaccidon conocida como transcripcién inversa y controlada por la
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enzima transcriptasa inversa, capaz de convertir el ARNm en una molécula
de ADNCc.

Para poder hacer la RT-PCR primero que nada debemos extraer el ARN en
su totalidad a partir de las CMLAPHs y CEAPHs que tenemos cultivadas.
Este paso se realizé mediante el uso de Tripure®Isolation Reagent (Roche,

Indianapolis, USA).

2.1. EXTRACCION DE ARN A PARTIR DE CELULAS DE MUSCULO LISO
DE ARTERIA PULMONAR HUMANA

Una vez transcurrido el tiempo de estimulacién, se lisaron las células
utilizando el tampdn de lisis para la purificacion de dacidos nucleicos
(Applied Biosystems, Darmstadt, Alemania). El acido ribonucléico (ARN)
total se aislé mediante el sistema de extracciéon ABI PrismTM 6100 Nucleic
Acid Prep Station (Applied Biosystems, Darmstadt, Alemania), siguiendo las
instrucciones del fabricante.

A continuacidn se determind la concentracion del ARN extraido mediante el
espectrofotémetro NanoDrop 2000C (ThermoFisher Scientific, Waltham,
MA, EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante. Este sistema permitié
determinar la concentracién del ARN total (ng/uL) mediante medidas de
absorbancia a 260 nm (Ayp) ¥ 280 nm (A,g) a partir del espectro de
absorcién de las muestras. También se obtuvo el valor de la pureza de las

muestras, determinado por el ratio Ayeo/Azso.
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Figura 26. Extraccion de ARN total y cuantificacidn. A. Sistema ABI Prism TM 6100 Nucleic
Acid Prep Station para la extraccion de acidos nucléicos. B. Espectrofotémetro NanoDrop

2000C para la cuantificacién de acidos nucléicos.

La integridad del ARN extraido fue confirmada con el sistema
electroforético capilar 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA, EEUU), siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARN extraido se

almacend a -802C hasta su utilizacion.

El siguiente paso fue la sintesis de ADNc a partir del ARN molde extraido.

2.2. RETROTRANSCRIPCION INVERSA

En la reaccién de retrotranscripcion inversa (RT), la enzima
retrotranscriptasa inversa es la encargada de sintetizar ADNc a partir de un

ARN molde.
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Tomando en consideracién la cuantificacion del ARN extraido, se
transformd un total de 300ng de ARN en ADNc utilizando Tag Man Reverse
Transcription Reagents Kit (Applied Biosystems, Perkin-Elmer Corporation,
CA, EEUU) en un volumen final de 15uL. Se realizé este proceso en un
termociclador 9800 Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems) con los
siguientes pasos: incubaciéon durante 10 minutos a 259C, ciclo de 30
minutos a 482C e inactivacion de la enzima, durante 5 minutos a 95°C. El

ADNCc sintetizado se almacend a -202C hasta su utilizacion.

9SSC

5

42°C

30'
10! 4 @ C

Figura 27. Retrotranscripcidon inversa. A. Termociclador 9800 Fast Thermal Cycler para
realizar la reaccidn de retrotranscripcion inversa. B. Etapas de la reaccion. En la figura se
muestran temperaturas (2C) y tiempos (minutos) de los distintos pasos de la reaccién.

2.3. RT-PCR A TIEMPO REAL

La reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) consiste en la amplificacidn
selectiva de una regién de ADN de interés, utilizando oligonucledtidos como
cebadores de la sintesis de ADN. Los cebadores se unen especificamente a

secuencias que flanquean la regién que se pretende amplificar. La reaccién
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de amplificaciéon consiste en la repeticién de un ciclo integrado por tres
etapas:

- Desnaturalizacion del ADN molde.

- Hibridacién de cebadores.

- Elongacion.
La repeticién de este ciclo un determinado nimero de veces produce un
aumento exponencial en la cantidad de ADN de la regién de interés.
La variante denominada PCR en tiempo real (RT-PCR) constituye una forma
precisa de detectar y cuantificar los niveles de ARN mensajero (ARNm). Los
equipos de RT-PCR permiten la deteccién directa del producto de
amplificacion durante la fase exponencial de la reaccion empleando
lectores de fluorescencia que permiten medir la fluorescencia emitida
durante la reaccién. Para ello se utilizaron Ensayos de Expresion Génica
TagMan®, que son mezclas pre-formuladas de sondas y cebadores
especificos para el gen de interés marcadas con fluorocromos. Los reactivos
TagMan utilizan una sonda fluorogénica y la actividad 5’ nucleasa de la Taq
polimerasa de ADN para detectar un producto de PCR especifico a medida
gue se acumula durante la reaccién, tal y como se detalla en la siguiente

figura:
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A. roussrzacion B. ocessuazamaTo o8 cavena C. swamcan D. POUMERZACON COMPLETADA
B qmeimmm @ o %o S
Paso 1: un notificador (R)y  paso 2: cuando ambos Paso 3: durante cada Paso 4: una vez separado
un apantallador (Q)se  marcajes estan unidos a la ciclo de extension, la del apantallador, el
unen a los extremos 5 J 3 sonda, se inhibe la emision polimerasa Taq DNA fluorocromo notificador
de una sonda TagMan®. del fluorocromo notificador. separa el fluorocromo emite su fluorescencia

notificador de la sonda. caracteristica.

Figura 28. Los reactivos TagMan utilizan una sonda fluorogénica y la actividad 5’ nucleasa de
la Tag polimerasa de ADN para detectar un producto especifico de la reaccidn en cadena de
la polimerasa (PCR) a medida que se acumula durante la reaccién (Figura extraida de

“Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System: Guia de reactivos” 2006, 2010).

La existencia de estas sondas fluorogénicas permite la deteccidn en tiempo
real Unicamente de los productos de amplificacién especificos. En la
siguiente tabla se enumeran los Ensayos de Expresion Génica TagMan®

utilizados para el estudio de la expresion de los genes de interés.

Receptor Endotelina Tipo B ETg Hs00240747_m1 77

Receptor Endotelina Tipo A ETa Hs03988672_m1l 96

GAPD de Ratén (GAPDH)
Control Endégeno
Glyceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa

GAPDH 4352339E 107

Tabla 8. Ensayos de Expresion Génica TagMan® utilizados en la RT-PCR a tiempo real
(Applied Biosystems).
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Cada reaccién de PCR contenia los siguientes componentes:

- 1 puLde ADNc sintetizado en la transcripcion inversa

- 5uLde TagMan® Gene Expression Master Mix

- 0,5 puLdelasonday cebadores correspondientes

- 3,5 pL de agua dietilpirocarbonato (DEPC)
para alcanzar un volumen final de 10 pL.
La PCR se desarroll6 en un termociclador 7900HT Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) con las siguientes condiciones: un paso inicial de 2 minutos a
09C, un ciclo de 10 minutos a 952C y 40 ciclos de 15 segundos a 952C seguidos de 1

minuto a 609C.

Figura 121. RT-PCR a tiempo real. A. Termociclador 7900HT Fast Real-Time PCR System para
la realizacién de la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) a tiempo real (RT-PCR). B.
Software RQ Manager utilizado para el analisis de las curvas de amplificacion obtenidas y la
cuantificacidn de la expresion génica.

A partir de los datos de fluorescencia registrados se obtuvieron curvas de
amplificaciéon en las que se representaba el logaritmo de la intensidad de
fluorescencia frente al nimero de ciclos transcurridos. Para medir la
expresiéon de un determinado gen se utilizo el ciclo umbral (Ct), ciclo en el
gue se alcanza el nivel prefijado de fluorescencia. Cuantas mas copias haya

de ARNm de partida del gen estudiado, mas ADNc se obtendrd en la
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retrotranscripcion inversa y antes comenzard la amplificacion a ser
exponencial.

La cuantificacidn relativa de los distintos genes se realizé con el método de
comparacién de Ct, utilizando el gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) como control endégeno y normalizando los resultados al grupo
control.

En este método se utiliza la siguiente ecuacién:

AACt = ACt; — ACt,

Siendo:

ACt; = (Ct gen problema — Ct gen referencia) de la muestra 1

ACt; = (Ct gen problema — Ct gen referencia) de la muestra 2

Para que la determinacién a través de esta féormula aritmética sea valida,
debe cumplirse que la eficiencia de la reaccién para el gen problema y para
el gen de referencia sea aproximadamente igual. El proveedor de las sondas
utilizadas en los experimentos garantiza que la eficiencia en las reacciones
es de 1. Se estudié cada muestra por duplicado, se corrigieron los valores
frente al gen referencia y se normalizaron frente al grupo control. Se calculé

el valor 27*“ de los distintos grupos y se representd junto al grupo control,

AACt AACt

cuyo valor de 2 es igual a 1. El valor 27" equivale a la expresién relativa

de ARNm de un determinado gen.
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3. TRANSFECCION DE siARN

El ARN de silenciamiento (siRNA, por sus siglas en ingés small interfering
RNA), incluyendo el siARN codificado control, fueron adquiridos en Ambion
(Huntingdon, Cambridge, UK). El siARN para RhoA (ID: s758) sentido 5’-
CACAGUGUUUGAGAACUAUtt-3" y anti sentido 5-AUAGUUCUCAAA

CACUGUGgg-3’ fueron disefiados también por Ambion.

Las CEAPHs fueron transfectadas con siARN (50nM) en medio libre de suero
y antibidtico por un periodo de 6h. Posteriormente el medio fue aspirado y
reemplazado por medio con suero por un periodo de 42h antes de los
experimentos con el EHT.

El reactivo de transfeccion utilizado fue la lipofectamina-2000 (Invitrogen,
Paisley, UK) a una concentracion final de 2pg/ml.

La expresion de ARNm para la transcripcion de RhoA fue determinada por
RT-PCR a tiempo real después de 48h del post-silenciamiento y comparado
con el siARN control al tiempo respectivo para determinar la eficiencia del
silenciamiento.

Ademds, la expresion proteica de RhoA fue medida mediante la técnica de
Western blot después de 48h tras el silenciamiento, utilizando un
anticuerpo monoclonal comercializado anti-humano RhoA (origen:ratén)
(AbD serotec, UK, cat. n2 MCA5312Z). La expresién de proteina fue referida
a la expresién de B-actina (1:1000, Sigma, USA) como control interno.

Todos los experimentos se hicieron por triplicado.
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4. ESTUDIO DE LA EXPRESION PROTEICA MEDIANTE
WESTERN BLOT

La extraccién de proteinas de CMLAPHs, la de CEAPHs, los cortes de
precision de pulmén humano y los tejidos de arteria pulmonar de pacientes
no fumadores, fumadores y pacientes con EPOC fueron probados para ET;
(50 kDa), ET, (54 kDa), p-ERK1 / 2 (42-44 kD), B-actina (42 kD), RhoA (22kD)
y p-MLC (18kD) utilizando inmunodeteccion mediante la técnica de
Western blot, técnica analitica usada para detectar proteinas especificas en
una muestra determinada mediante electroforesis en gel.

Para ello las células se rasparon de un matraz confluente de 25cm’ y se
lisaron en hielo mediante la adicion de un buffer de lisis que consta de
coctel inhibidor completo al que se le adiciond6 1mM de 4cido
etilendiaminotetraacético (EDTA, Roche Diagnostics Ltd, West Sussex, Reino
Unido) con 20mM de base Tris (Sigma-Aldrich), 0,9% cloruro sédico (NaCl,
Panreac), 0,1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich), Dithiothreitol 1mM (Sigma-
Aldrich) y 1Img/ml de Pepstatina A (Sigma-Aldrich).

Para cuantificar el nivel de proteina en cada muestra y asi garantizar la
igualdad de carga de las mismas utilizamos el protocolo de Bio-Rad (Bio-Rad
Laboratories Ltd, Herts, Reino Unido) siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Con el fin de separar las diferentes proteinas del extracto celular se
cargaron un total de 20ug de proteina desnaturalizada por muestra, en un
gel de poliacrilamida y sodio dodecil sulfato (SDS/PAGE, por sus siglas en
inglés) junto con un marcador de pesos moleculares Bio-Rad Kaleidoscope

(Bio-Rad Laboratories).
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Al gel, formado por un gel de apilamiento (acrilamida al 5%) situado encima
de un gel de resolucién (acrilamida al 10%), se le aplicé una corriente
eléctrica de 100V durante 1h, provocando que las proteinas migrasen a su
través.

Posteriormente se transfirieron las proteinas desde el gel a una membrana
Difluoruro de Polivinilideno (PVDF, por sus siglas en inglés Polyvinylidene
difluoride) mediante una electrotransferencia himeda. La membrana se
bloqued con leche en polvo al 5% en PBS que contiene 0,1% de TWEEN®20
(PBS-T) durante 3h. Transcurrido el bloqueo, se incubd la membrana con el
anticuerpo primario correspondiente durante toda la noche (Overnight) a
4°C.

Tras la incubacién, se lavé la membrana y se incubd con el anticuerpo
secundario correspondiente, conjugado con peroxidasa de rabano (HRP) (1:
1000) durante 1 hora. Tras los lavados, se utilizé ECL Plus (Amersham GE
Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido), siguiendo las instrucciones del
fabricante, para la deteccién de las proteinas marcadas.

Los anticuerpos primarios y secundarios utilizados se indican en la siguiente

Tabla:

Anticuerpo primario

Nombre Referencia Dilucion

. . E9905
Anticuerpo antljhumano <.:le receptor ETg Sigma-Aldrich, 1:1000

(origen:conejo)
UK
sc-33537
Santacruz
Anticuerpo anti-humano de receptor ETg (origen

cuerp mnd . P » (orig biothecnology, 1:1000

conejo) . .

California
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Anticuerpo anti-humano de receptor ET, (origen E3651
P coneio) PrOTEIATONEEN | qioma-Aldrich, | 1:1000
! UK
Anticuerpo anti-humano diphospho MLC
3674
(Thr18/Ser19) o 1:1000
. . Cell signalling
(origen: conejo)
AntlcuerpF) antl-humano MLC 3.672 . 1:1000
(origen: conejo) Cell Signalling
Anticuerpo anti-humano p-44/42 MAPK
4376s
(ERK1/2) Cell Signallin 1:10000
(Thr202/Tyr204)(20G11) (origen: conejo) gnafling
Anticuerpo anti-humano ERK1/2 4695 1:1000
p44/42 MAPK (Erk1/2) (137F5) (origen:conejo) Cell Signalling ’
MCA53127
Anticuerpo monoclonal anti-humano de RhoA 1:1000
(origen: ratén) AbD Serotec,
gen: UK
A1978
i- -acti igen:raté 1:1000
Anti-humano f-actina (origen:ratén) Sigma-Aldrich
Anticuerpo secundario
Nombre Referencia Dilucion
Thermo
Anti ti-rato j d HRP
nticuerpo a(';r'i r:n?gj:’r?)”ga oa Scientific (SA1- | 1:1000
gen: 100)
Anticuerpo anti-conejo conjugado a HRP Thermo
P (or en.Jburro)J & Scientific (SA1- | 1:1000
gen: 200)
Peroxidasa conjugada 1:10000

Tabla 9. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en ambos estudios.

Definicion de abreviaturas: MLC (Myosin Light Chain): Cadena ligera de miosina. HRP:
Peroxidasa de rabano. ERK1/2 (Extracellular signal-regulated kinases 1 and 2): Quinasas
1 y2 reguladas por sefiales extracelulares. p-ERK 1/2: phospho ERK1/2

La densitometria de las bandas fue realizada empleando el software Imaje J

1.42 (disponible en http://rsb.info.nih.qgov/ij USA).
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Los resultados se expresan siempre referenciados al control endégeno B-
actina y en el caso de proteinas fosforiladas como es el caso de p-ERK1/2 a

la proteina total ERK1/2.

5. PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE EXTRACTO DE
HUMO DE TABACO

El extracto de humo de tabaco utilizado en los experimentos se obtuvo a
partir del humo generado por los cigarros de investigacién (2R4F; Tobacco
Health Research, Universidad de Kentucky, KY, EEUU). Para generar dicho
humo se introdujo el cigarro en una bomba de respiracion de animales
(Apparatus Rodent Respirator 680; Harvard, Alemania) aplicando un
mecanismo que simula la inhalacion humana al consumir el cigarro (3
bocanadas/minuto; 1 respiraciéon 35 ml; cada bocanada de 2 s de duracion
y consumiendo el cigarro hasta llegar a 0,5 cm por encima del filtro).

El humo de tres cigarros, generado mediante este procedimiento, se
burbujed en un matraz con 25 mL de medio de cultivo Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) para CMLAPHs y EGM-2 para las CEAPHSs
precalentado a 37°C. El EHT generado se esterilizé mediante filtrado con un
filtro de acetato de celulosa de 0.22um (Corning, NY, EEUU). El extracto
obtenido como resultado de este procedimiento fue considerado como
100% de EHT vy se utilizé como estimulo en los experimentos dentro de los
30 minutos posteriores a su preparacion.

Una dilucién al 10% de EHT corresponde aproximadamente a la exposicion

asociada a fumar dos paquetes de tabaco diarios [237].
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La calidad de la solucion de EHT preparada se evalué mediante medida de
absorbancia a 320nm, que es la longitud de onda especifica de absorcién
del peroxinitrito contenido en el EHT. Las soluciones de EHT madre
presentaron una absorcién de 3.0 £+ 0.1. Y con el fin de probar la
citotoxicidad del EHT, se realizd un ensayo de citotoxicidad de lactato
deshidrogenasa (Lactate dehydrogenase Cytotoxicity Assay, Cayman,
Espafa) para lo cual se trataron los dos tipos celulares con concentraciones
de EHT de hasta 10% durante 24 y 48h. No se observaron diferencias
significativas en los niveles de lactato deshidrogenasa del sobrenadante en

comparacién con el grupo control.
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Figura 30. A. Cigarros de investigacién 2R4F utilizados en los experimentos. B. Bomba de
respiracion de animales utilizada para generar el extracto de humo de tabaco (EHT) y
burbujearlo en el medio de cultivo.
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6. CALCULO DE LA CONCENTRACION INTRACELULAR DE
CALCIO CON UN MICROSCOPIO DE EPIFLUORESCENCIA
NIKON ECLIPSE TE-200

La concentracién intracelular de calcio libre ([Ca*'];) se realizaron con un
microscopio invertido de epifluorescencia Nikon Eclipse TE-200 con un
objetivo de fluorescencia Nikon Japan S fluor 40x de inmersidn con una
apertura numérica de 1.3. Se utilizaron filtros de excitacién Nikon de 340
nm y de 380 nm acoplados a una rueda de filtros controlada por un sistema

Lambda 10-2 (Sutter Instrument, CO).

La fuente de iluminacion utilizada fue una ldmpara de arco de xenon
modelo Nikon XBO 100, con una potencia de 100 w y una frecuencia de
radiacién de 50/60 Hz.

El filtro de emisidn utilizado fue de la marca Nikon con un ancho de banda
de 510 nm / 520 nm montado en un angulo de 45° con un espejo dicroico
de 400 nm. Para reducir el fenédmeno de fotoblanqueado se utilizé un filtro
neutro ND 8.

Para recoger las imagenes de las diferentes muestras se utilizé6 una camara
digital photometrics CoolSNAP fx acoplada a un fotomultiplicador y a un
ordenador Pentium Il con sistema operativo windows 2000 profesional.
Tanto la cdmara digital, la rueda de filtros y los experimentos realizados

fueron controlados por un programa informdtico Metafluor® versién 5.
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=———=—==——= Muestra

Objetivo
fluorescente

Espejo dicroico

Camara digital
barrera Fotomultiplicador

Configuracion de un microscopio invertido para la realizacién de imagenes
ratiométricas fluorescentes

Figura 31. Esquema del funcionamiento de un microscopio de epifluorescencia con los
componentes necesarios para captar imagenes dindamicas de concentraciones de calcio.

Las medidas de calcio se realizaron optimizando primero las condiciones de
la cdmara digital. Para ello se controld la rueda de filtros de excitacion para
gue cambiase el filtro de 340nm por el de 380nm a una velocidad de
100ms.

Este cambio de excitacidn se realizé con un obturador de luz o shuter para
minimizar el tiempo de exposicidn a la radiacion ultravioleta. El tiempo en
tomar cada par de imagenes fue de 3 segundos.

La ganancia de la cdmara fue de 20Hz para un campo de 1300 x 1030mm. La
camara digital utilizada permitié captar un total de 12bit, correspondiente a
un nivel de grises de 0 a 4098. Por otra parte se utilizé un binning de 2x2
para mejorar la relaciéon sefial/ruido y asi conseguir imagenes mas nitidas y

con menor ruido de fondo.
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Metafluor® también permitié sustraer la sefial de fondo de la imagen
(background) para corregir la luz dispersa y la autofluorescencia.

En las experiencias realizadas se tomaron 3 tipos de imdgenes: una imagen
correspondiente a la excitacion de 340nm, otra correspondiente a la
excitacion de 380nm y una ultima imagen correspondiente al ratio entre las
dos imagenes anteriores. Esta ultima imagen ratiométrica se tomé en modo
de exposiciéon modulada de intensidad o IMD, la cual presenta una mejor
definicion de la célula y de sus estructuras asi como una diferenciacion de la
fluorescencia del fondo de la imagen.

Una vez elegidas todas las variables correspondientes a la imagen tomada
por la camara se procedié a preparar los diferentes tipos celulares para

realizar las mediciones de calcio.

6.1. PREPARACION MICROSCOPICA DE LAS CELULAS DE MUSCULO
LISO Y LAS CELULAS ENDOTELIALES DE ARTERIA PULMONAR
HUMANA

Una vez obtenidos los cultivos celulares, del primer al sexto pase, se
procedid a tripsinizar las células y a depositarlas sobre cubreobjetos de

22mm depositados a su vez en placas de cultivo celular de 33mm x 10mm.

Se adiciond una cantidad de células tal que presentasen una confluencia del
50% sobre el cubreobjetos.

Una vez transcurridos de 1 a 2 dias y depositadas las células sobre el
cubreobjetos se cambid el medio de cultivo 24-48 horas antes de la

realizacién de las experiencias adicionando el mismo medio DMEM
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suplementado pero sin suero bovino fetal. De esta manera se consiguio que
las células estuvieran en el mismo ciclo celular.

Antes de realizar los experimentos se cambid el medio de cultivo por un
medio fisiolégico de Krebbs (con una composicion en mM de: NaCl 137, KCI
5.4, D-glucosa 11, KH,PO, 1.47, Na,HPO, 2.8, NaHCO; 1.4, albumina sérica
bovina al 0.25% peso / volumen), realizindose 2 lavados. Posteriormente se
adiciond 1ml de medio fisiolégico de Krebbs con 5mM de fura-2
acetoximetil éster y se dejé incubar a 37°C durante 35-45 minutos en
oscuridad. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién se lavaron las
células 3 veces con medio fisioldgico Krebbs, se cogid el cubreobjetos con
las células adheridas y se acopldé a la cdmara termostatizada a la cual se le
adicioné 1ml de medio fisioldgico de Krebbs. Se esperd unos 5 minutos a
qgue la solucidn alcanzase los 37°C y se procedid a la realizacién de las

experiencias.

6.2. MEDIDA Y CALIBRACION DE LAS SENALES DE CALCIO
INTRACELULAR

La medida y calibracién de la sefial de calcio intracelular difiere
considerablemente de la realizada con un espectrofluorimetro, ya que en
este caso consideramos cada célula como un experimento diferente debido
a que su comportamiento no siempre es igual que el de las células
adyacentes. Asi cada célula serd analizada por separado seleccionando un
campo aleatorio de la preparacién. Cada campo escogido presentd una

media de 15 células.
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Los experimentos se consideraron como validos en aquellos casos en que la
respuesta celular a un estimulo determinado alcanzé al 90% de las células
contenidas en el campo visual.

Para realizar la medida de calcio primero se selecciono el campo visual de
interés, se ajustaron los niveles de grises y se seleccionaron las células una
por una. Posteriormente se selecciond los tipos de graficos a analizar y los
datos a registrar. En nuestro caso fueron los datos correspondientes a la
grafica de intensidad de emisidn fluorescente al excitar a 340nm y a 380nm,
la grafica correspondiente a la representacién del ratio entre las
intensidades a las longitudes de onda 340 y 380nm. Por otro lado se
seleccionaron las imdagenes correspondientes a 340nm, a 380nm, y las
correspondientes al ratio en formato IMD.

Una vez seleccionadas todas estas opciones en la misma pantalla del
ordenador se inicié el experimento, esperando de 20-40 segundos hasta
visualizar la estabilidad en los niveles de ratio. Posteriormente se adicioné
100ml del estimulo correspondiente y se observd la reaccién de las céluas.
Una vez estabilizadas las células tras la adicién del estimulo se procedié a la
calibracién de la medida de calcio, adicionando en primer lugar 100 ml de
ionomicina 100mM (un ionéforo de calcio no fluorescente que permite la
salida de calcio de los depésitos intracelulares hacia el citoplasma celular y
la entrada de calcio extracelular por apertura de canales de la membrana
plasmatica) suplementada con 100mM de Cl,Ca [238, 239], que dio lugar a
la saturacion del indicador fura-2 produciéndose un aumento de intensidad
de fluorescencia correspondiente a 340nm y una disminucién de Ia

intensidad de fluorescencia correspondiente a 380nm. Una vez estabilizada
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la sefial fluorescente se procedié a adicionar EDTA 0.5 M el cual penetrd en
el interior celular desplazé al indicador fura-2 de su unién al calcio y lo
queld para producir un minimo de calcio que se observd en el aumento de
intensidad fluorescente correspondiente a 380nm y la disminucién en la
intensidad fluorescente a 340nm.

Un esquema de los procesos ocurridos al realizar un experimento de
medida de calcio intracelular se representa a continuacién con los

correspondientes graficos e imagenes.

Fligura 32. El cuadro A) representa el ratio entre las intensidades de emisién fluorescente
correspondientes a longitudes de onda de 340nm / 380nm (ratio A). En el segundo 40 se
adicioné como estimulo 100ml de endotelina 5-10°M produciéndose un incremento de
ratio. Una vez estabilizado el ratio, en el segundo 120 se adicioné 100 ml de ionomicina 100
mM con 100mM de Cl,Ca, produciéndose un maximo en la concentracion de calcio traducido
en un maximo de ratio. Posteriormente se adiciond EDTA 0.5M en el segundo 220
produciéndose una disminucién del ratio correspondiente a una concentracion de calcio
igual a cero. El cuadro B) representa en lineas discontinuas la intensidad fluorescente
correspondiente a 380 nm y en linea continua la correspondiente a 340 nm, produciéndose
aumentos de intensidad al excitar a 340 nm cuando aumenta el calcio citoplasmatico y
disminuciones de intensidad al excitar a 380 nm cuando aumenta el calcio. Estos datos
fueron sacados de células de musculo liso de bronquio humano.

A continuacién se muestran las imdgenes ratiométricas con la célula

seleccionada correspondiente a las graficas de la figura anterior:
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Escala colorimétrica de Ratio

Figura 33. Conjunto de imagenes ratiométricas de células de musculo liso de bronquio
humano, correspondientes a niveles basales de calcio (imagen 1) picos de concentracién de
calcio correspondientes al estimulo con endotelina 5 - 10°M (imagen 2), niveles basales de
calcio tras la adicién del estimulo (imagen 3), maximos de calcio producidos al calibrar con
ionomicina 100mM con 100mM de Cl,Ca (imagen 4), y niveles minimos de calcio
correspondientes a la calibracién con EDTA 0.5M (imagen 5).

Ademds de las imagenes ratiométricas, Metafluor® presenta imagenes
correspondientes a la intensidad de fluorescencia producida al excitar a

340nm y a 380nm:

Figura 33. Las células de la imagen de la izquierda se corresponden con una excitacion a
340nm. Las células de la imagen de la derecha se corresponden con una excitaciéon a 380 nm.
Las imagenes fueron tomadas en el nivel basal de calcio antes de adicionar el estimulo. Las
células pertenecen a musculo liso de bronquio humano y fueron tomadas en formato de
pseudocolor con una graduaciéon de minimo de calcio en azul y maximo de calcio en blanco.
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Posteriormente se seleccionaron los datos de los ratios a cada tiempo
determinado correspondientes a una célula concreta, y aplicando la
ecuacién de Grynkiewicz [240] para una Kyq de 240nM y un cociente de
intensidad maxima correspondiente a la exicitaciéon a 380nm / intensidad

minima a 380nm igual a 2.34.

La siguiente férmula se utilizd para convertir la sefial de fluorescencia en

[Caz i

[Ca®™]; =b - Kd (R - Rmin / Rmax - R)

Siendo : R es la relacion entre la fluorescencia (F340 / F380) a 340 y 380nm.
b es la relacién de 380 intensidades Nm a cero Ca’* sobre maximal
ca’*.

Kd es la constante de disociacion a 224nm.

7. CONTRACCION CELULAR

La contraccién de CMLAPHs y CEAPHs en respuesta a ET-1 se estudid por
traccidn microscépica. Se usaron geles de poliacrilamida forrados con
coldgeno y que a su vez tienen embebidas micro-bolas forradas con
florescencia de 200nm de didmetro.

Se incubaron discos de gel con las CMLAPHs y CEAPHSs cultivadas durante
24h en ausencia de EHT 10% (control) o en presencia del mismo solo o en

combinacion con Bosentan (10uM) (30min antes del CSE), BQ788 (10uM),
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BQ123 (10uM), ML-7 6 Y27632. Posteriormente, se visualizan los discos de
gel con las CMLAPHs y CEAPHs cultivadas usando un microscopio de campo
brillante. Después de 7 minutos del inicio de la grabacion, se afiadié ET-1
(10nM), y a los 12 minutos se tomaron las imagenes fluorescentes. Las
fuerzas de traccién ejercida por la célula en el sustrato se calcularon a partir
del desplazamiento sufrido en el gel sustrato.

Las medidas se realizaron con un n=10 de células provenientes de

diferentes muestras células-gel para diferentes condiciones.

Control ET-1100nM

DESPLAZAMIENTOS. DESPLAZAMIENTOS

-40 -30 -20 -10 0 10 20 30 40
X (um)

Figura 34. Las fuerzas de traccion ejercida por la célula en el sustrato se calcularon a partir
del desplazamiento sufrido en el gel sustrato.

Estos experimentos fueron realizados con la ayuda del Departamento de

Biofisica de la Facultad de Medicina de Barcelona.
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8. ENSAYO DE PROLIFERACION CELULAR

La proliferacién de CMLAPHs se midié mediante técnica de inmunoensayo
colorimétrico basado en la incorporacién de 5-bromo-2-deoxiuridina (BrdU)
durante la sintesis de ADN utilizando el kit cell proliferation enzyme-linked
immunosorbent assay BrdU kit (Roche, Mannheim, Germany; Catalogue
no.11647229001) de acuerdo con el protocolo del fabricante.

Las células fueron sembradas en con densidad de 3.10° células/pocillo en
placa de 96 pocillos. Posteriormente se incubaron 24h. Después del tiempo
de incubaciéon se expusieron las células a las diferentes condiciones
experimentales.

La absorbancia a 490nm se cuantific6 usando un Espectrofotdmetro
microplaca (Victor 1420 Multilabel Counter, PerkinElmer).

Los datos de proliferacion hacen referencia a los valores de absorbancia del
DNA celular marcado con BrdU por pocillo.

La estimulacién estd expresada como X-veces la proliferacién sobre el

crecimiento basal del control sin tratar como unidad.

9. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD Rho

Después de los diferentes tratamientos, medimos la actividad relativa de la
Ras Homolog family member A (RhoA) de las CMLAPHs y CEAPHs en ayuno
de suero mediante un kit de ELISA (enzyme-linked immun-osorbent assay)
disponible a nivel comercial basado en un ensayo de actividad RhoA (G-

LISA; Cytoskeleton, Denver, CO).
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El total de las células lisadas se procesoé con el protocolo G-LISA usando el
buffer de lisis que es proporcionado en el kit. Incubamos dichas células en
micropocillos cuya base esta forrada con la proteina rotequina. La forma
activa de RhoA fue detectada usando inmunodeteccion indirecta seguida

por una reaccién colorimétrica medida con absorbancia de 490nm.

10. ENSAYO DE ENDOTELINA

Para medir los niveles de Endotelina utilizamos los sobrenadantes de los
cultivos de las CMLAPHs y CEAPHs y utilizamos un kit de ensayo
inmunoldgico enzimatico (Endothelin EIA (Enzyme immunoassay) kit é ET
ELISA kit, Cayman Chemical, EE.UU.). El protocolo se realizé siguiendo las

instrucciones del fabricante.

11. OXIDO NITRICO Y PRODUCCION DE TxA,

El monédxido de nitrégeno u 6xido nitrico (NO, por sus siglas en inglés Nitric
Oxyde) se midié como nitritos en las muestras de sobrenadante de cultivo
de CEAPHs mediante el uso de un kit de oxido nitrico disponible
comercialmente (Calbiochem-Novabiochem, San Diego, CA) de acuerdo con
el protocolo indicado por el fabricante.

El tromboxano A, (TxA,) fue medido como TxB, (metabolito inactivo, pero
mas estable del TxA,) en el sobrenadante del cultivo de las CEAPHs
mediante el kit de inmuno-ensayo enzimatico (Cayman chemical, USA) tal y

como indica el fabricante en el protocolo del kit.
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12. MEDICION POR DCFDA DE LA FLUORESCENCIA DE LAS
ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO

El compuesto 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina diacetato (H,DCF-DA) es un
indicador no fluorescente, permeable a las células, que en presencia
intracelular de O, y H,0,, sufre un proceso combinado de hidrdlisis y
oxidacién dando lugar al compuesto fluorescente 2’,7’-diclorofluoresceina
(DCF). Por tanto, esta reaccién con H,DCF-DA puede ser utilizada para

monitorizar la generacién intracelular de especies reactivas de oxigeno.

Especies
reactivas de
H,DCFDA oxigeno
No fluorescente Fluorescente

Figura 35. Reaccidén con H,DCF-DA y DCF para monitorizar la generacion intracelular de
especies reactivas de oxigeno.

Para cuantificar los niveles de ERO, se sembraron las CMLAPHs y las CEAPHSs
en placas de 96 pocillos con paredes negras y fondo transparente, se
lavaron dos veces con PBS y fueron incubadas durante 30 minutos con
50mM DCFDA diluida en Opti-MEM con 10% de SFB.

Posteriormente las células se trataron con bosentan, BQ788 6 BQ123

durante 30 min. Después de este periodo las células se volvieron a lavar con
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PBS dos veces y se les estimulé con EHT al 10% o con ET, y se mantuvieron
juntos durante 24horas.

Al final del periodo de incubacién, las células se lavaron dos veces con PBS y
la fluorescencia se midié utilizando un espectrofotometro de microplacas
(Victor 1420 Multilabel Counter, PerkinElmer) con filtro de excitacidon de
485nm y de emisidon de 528nm a intervalos de 5 minutos para un total de
45 minutos. Los resultados se expresaron como DFC fluorescencia en
unidades de fluorescencia relativa (RFU) frente a tiempo (minutos).

Las imdagenes representativas de cada condicién se tomaron a través de
microscopia de fluorescencia (x200; Nikon eclipse TE200) con un filtro
establecido para isotiocianato de fluoresceina (FITC). La captura y analisis
de las imagenes se realizé utilizando el software Metafluor® 5.0 (Analytical

Technologies, EEUU).

13. INMUNOFLUORESCENCIA

13.1 ESTUDIO 1

Las CEAPHSs se lavaron tres veces con PBS y se fijaron con paraformaldehido
al 4% durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de otros tres
lavados con PBS, las CEAPHs se permeabilizaron con (20mM HEPES pH 7.6,
300mM sacarosa, 50mM NaCl, 3mM MgCI2, 0.5% Triton X-100, se
bloquearon (10% suero de cabra en PBS) y se incubaron con el anticuerpo
primario, anti-humano ETg (1:100, cat. n°: E9905, Sigma) durante toda la

noche a 4°C, seguido por el anticuerpo secundario anti-raton rodamina
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(1:100, Molecular Probes) y DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole
dihydrochloride) (2mg/mL) para marcar el nidcleo (Molecular Probes,
Leiden, The Netherlands). Las células se visualizaron mediante microscopia
de epifluorescencia (X200; Nikon eclipse TE200 microscopio invertido,

Tokyo, Japan).

13.2. ESTUDIO 2

Se incubaron cortes de precision de pulmdén humano en presencia y
ausencia de bosentan, BQ788 o BQ123 durante 1 hora y los estimulados
con EHT 10% durante 24h. Tras el periodo de incubacion, los cortes se
lavaron tres veces con PBS y se fijaron (con un 4% de paraformaldehido,
durante 4h a temperatura ambiente).

Posteriormente dichos cortes se incluyeron en el compuesto OCT™ (Tissue-
Tek®, Sakura, EE.UU.) y se incubaron con los anticuerpos primarios ET, Y
ETg seguido por la aplicacion del anticuerpo secundario unido a Rodamina.
El estudio comparativo de la autofluorescencia de la Idmina eldstica interna
y la ldmina elastica externa permitié la distincién entre las células

endoteliales y de musculo liso en las pequefias arterias intrapulmonares.

14. PREPARACION DE CORTES PULMONARES DE
PRECISION A PARTIR DE RESECCIONES DE PULMON
HUMANO

En primer lugar se procedidé pesar y lavar el tejido de unos 3-10g que

habiamos obtenido, tal y como se resefia anteriormente, a partir de piezas
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quirdrgicas humanas que provenian de reseccién pulmonar debida a
carcinoma de pulmén.

El tejido se lavé 3 veces con 3 volimenes de solucién fisiolégica a 4°C
(solucidn salina de Hanks (HBSS) que contenia 100 unidades/ml penicilina y
0.1mg/ml estreptomicina). Inmediatamente antes de la preparacién, el
tejido fue sumergido en un depdsito con HBSS a 4°C para enfriar la pieza en
todo su espesor. Posteriormente se inyectdé agarosa de bajo punto de
fusién al 3% (masa/volumen) a 37°C en estado liquido (Sigma, UK)
mediante la utilizaciéon de una aguja de calibre fino (NR18, Microlance; BD
Biosciences, San Jose, CA). La inyeccidon de las alicuotas de agarosa (de
aproximadamente 20ul) se realizé lo mas uniformemente posible a través
de toda la pieza y se continuo hasta que el total del volumen de agarosa
fue de 3 a 4ml/g (peso humedo del tejido). Posteriormente dejamos la pieza
durante unos 15 minutos a 2°C para solidificar la agarosa en el interior del
tejido, momento en el que se realizaron cortes de precisién en diferentes
planos del mismo usando un microtomo (Krumdieck modelo MD4000;
Alabama Investigacién, AL) con un grosor de corte fijado en 260 a 300
micras. Los cortes fueron transferidos, en orden de preparacién, en placas
de cultivo de 12 pocillos que contenian 1ml/pocillo de RPMI (buffer de
incubacién) con 100 unidades/ml de penicilina, 0,1mg/ml de
estreptomicina, y 4mM de L-glutamina). La placa de cultivo se colocé en un
dispositivo de brazo oscilante dentro de un incubador humidificante (37°C,
5%C0,) durante toda la noche (overnight). Hicimos cambios del medio a la
hora, 3h y 6h, y antes de la incubacién overnight. Este paso permite que la

agarosa se disuelva y salga fuera del corte de pulmon.
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Para asegurarnos de que los explantes eran viables, examinamos el epitelio
de las vias aéreas mediante la utilizacién de un microscopio invertido, con
el fin de detectar batido ciliar antes de utilizar estos explantes para estudios
vasculares. Posteriormente, dichos explantes se inspeccionaron para
encontrar vasos que hubieran sido seccionados en plano transversal.
Cuidadosamente, elegimos las piezas en el que se encontraron las arterias
pequeias que se encuentran situadas junto a las vias aéreas pequeiias, ya
gue estas son las que se encuentran implicadas en el proceso de HP.
Aproximadamente, el diametro interno de las arterias no tratadas fue de
200-400um.

Posteriormente, colocamos los cortes elegidos en medio fresco DMEM y se
incubaron en presencia o ausencia de Bosentan, BQ788 o BQ123 durante 1
hora antes de la estimulacién con o sin EHT 10% durante 24 horas.
Utilizamos dos cortes (n=2) por condicién en un total de tres pacientes
diferentes (p=3).

Cada corte se colocd, de forma individual, en una placa de microscopio con
un termostato que la mantiene a 37°C (Harvard apparatus, USA, cat. n® PH-
6D), acoplada a una camara de perfusion de gas (5% CO,) (Harvard
apparatus, cat. n? RC-29) y sujeta usando un peso de platino y un acople de
nylon. Cada corte fue perfundido mediante un sistema de perfusién multi-
valvula (Harvard apparatus; cat. n VC-66CS) y controlado con una valvula

de flujo (Harvard apparatus; cat. n® FR-50) a 0,5ml/min.
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Figura 36. Aparatos utilizados para la preparaciéon de las muestras. A: Plataforma de
aluminio andizado, modelo PH-6D. B: Cdmara de perfusion de gas, modelo RC-29. C: Sistema
de perfusion multivalvula, modelo VC-66CS. D: Valvula de flujo, modelo FGR-50. (Imagenes
obtenidas de Harvard Bioscience, Inc.)

Los cortes se visualizaron usando el microscopio (Nikon Eclipse TE200,
ampliacion, x40) conectado a una cdmara fotométrica CCD CoolSNAPfx .

Seguidamente pasamos a realizar un lavado (30min) con DMEM vy
procedimos a perfundir KCI 80mM durante 5min a fin de establecer la
respuesta maxima contractil (100%). Después de enjuagar y equilibrar
(normalmente 10 minutos de perfusidn) se administré la concentracién mas
baja de ET-1 necesaria para obtener respuesta (10° a 10°M) .Cada
concentraciéon de ET-1 se perfundié durante 5 minutos (tiempo necesario

para que el area sea constante).
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Se monitorizd de forma continua la contraccidon de la arteria pulmonar
midiendo el 4rea de la luz arterial mediante videomicroscopia y ésta se
expresd como porcentaje de la maxima reduccidn de area obtenida con KCl.
Las dreas se midieron al final y antes de comenzar cada concentracién de
ET-1. El drea de la luz arterial se midié utilizando el software MetaMorph
(Molecular Devices, EE.UU.) y utilizando unidades de micrometros
cuadrados.

Los resultados se expresaron como porcentaje del drea de KCl . El valor de
log ECso y el valor del efecto maximo del fadrmaco (Emax) para cada arteria

se obtuvo a partir de una curva dosis-respuesta.

15. TINCION DE ACTINA

Las CEAPHs de no fumadores, fumadores y pacientes EPOC se lavaron tres
veces con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y se fijaron con una
solucién de formaldehido-PBS 3,7% durante 10min a temperatura
ambiente. Después de dos lavados adicionales con PBS, las células se
permeabilizaron con una solucién de 0,1% de Triton X-100 en PBS durante
3-5min y las volvimos a lavar de nuevo con PBS. Se utilizé isotiocianato de
tetrametilrodamina (TRITC) conjugado a faloidina (0,2pg/mL) y Alexa Fluor
488 conjugado con DNasa | (9mg/ml) para localizar F-actina y G-actina,
respectivamente. El marcaje fluorescente utilizado se diluyd en una
soluciéon de bloqueo (1% BSA y 0,025% saponina en PBS) y se adiciond a los
cubreobjetos durante 40 minutos a temperatura ambiente. Tras 3 lavados

con PBS se procedié al montaje de los cubreobjetos en un portaobjetos de
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microscopia con el medio de montaje Mowiol (Mowiol; Calbiochem, La
Jolla, CA).

El ratio de intensidad de fluorescencia de F-actina-G-actina fue cuantificado
usando campos que contienen >30 células fotografiadas con un
microscopio de fluorescencia invertido (Eclipse TE200, Nikon) y una cdmara
de 12 bits de resolucidn (fotometria CoolSNAPfx) y con un aumento de x10.
El tiempo de adquisicion y aumento de intensidad de la imagen se ajusté de
forma 6ptima y se mantuvo constante para todos los experimentos con el

software Metafluor® 5.0.
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RESULTADOS
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ESTUDIO |

LA EXPOSICION AL HUMO DE TABACO PROVOCA LA
SOBRE-EXPRESION DEL RECEPTOR DE ENDOTELINA B EN
CELULAS ENDOTELIALES DE ARTERIA PULMONAR
HUMANA: CONSECUENCIAS MOLECULARES Y
FUNCIONALES.
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1. BOSENTAN INHIBE LA EXPRESION DE LOS RECEPTORES
DE ENDOTELINA B INDUCIDA POR EL HUMO DE TABACO
EN CELULAS ENDOTELIALES DE ARTERIA PULMONAR
HUMANA

El extracto de humo de tabaco incrementé de forma concentracién-
dependiente la expresién de proteina y el ARNm del receptor ETg tras un
periodo de 24h de incubacion (Figura 37A).

Observamos también como la sobre expresién de receptores ETg inducida
por el EHT fue inhibida por el Bosentan de forma concentracion-
dependiente (10nM-10uM; Figura 37B), alcanzando significacidn estadistica
a 100nM (figura 1B, p<0,05 frente a EHT 10%).

Ademds, el antagonista selectivo del receptor ETg BQ788 también redujo,
de manera concentracidon-dependiente, la sobre expresién de receptor ETg
(10nM- 10uM; Figura 37C), sugiriendo un mecanismo de retroalimentacién
positiva mediado via receptores ETg.

Estos resultados se confirmaron al hacer una inmunofluorescencia con un
anticuerpo para el receptor ETg (Figura 37D). La incubacién sdélo con
Bosentan o BQ788 no mostré ningun efecto en la expresién basal de

receptor ETs.
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Figura 37. La expresion de recetor de endotelina B (ETg) inducida por el extracto de humo
de tabaco (EHT) en células endoteliales de arteria pulmonar humana (CEAPHSs) es atenuada
por la adicion de bosentan. Las CEAPHSs fueron incubadas con diferentes concentraciones
de EHT por un periodo de 24h. (A) Posteriormente, el acido ribonucleico mensajero (ARNm)
y proteinas para receptores ETg fueron cuantificadas mediante RT-PCR a tiempo real y
Western blot respectivamente. (B, C) Se incubaron las CEAPHs con bosentan (10nM-10 uM)
0 BQ788 (10nM-10uM) durante 1h, antes de adicionar el EHT. Bosentan y BQ788 atenuaron
de forma dosis-dependiente la expresion de ARNm y de proteinas de receptor ETg, tal y
como se habia medido mediante RT-PCR a tiempo real y Western blot. (D) La
inmunofluorescencia realizada para receptores de ETg mostraron un incremento de la
expresion de dicho receptor (color rojo) en células expuestas a EHT, lo cual fue impedido con
Bosentan (el color azul-DAPI representa los nucleos). Escala: 10um. Los resultados se
expresan como mediazEEM (siendo EEM el Error Estdndar de la Media) para los cuatro
experimentos diferentes de tres pacientes diferentes por condicidon.*p< 0.05 frente a
condiciones basales; #p < 0.05 frente a EHT 10%.
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Para esclarecer mas a fondo el mecanismo implicado en la sobre-expresion
de ETg inducida por el EHT, medimos la cantidad de ET en el sobrenadante
de los cultivos celulares.

El EHT produjo una liberacidon de ET de forma concentracidon-dependiente,
alcanzando una maxima liberacidn a concentraciones de 5%-10% (Figura
38A) (p<0,05 frente a condiciones basales).

Ademds, la adicién de un anticuerpo monoclonal (mAb) anti-ET-1
(10pg/mL), redujo significativamente la sobre-expresidon de receptores ETg
inducidos por el EHT sugiriendo que la ET-1 liberada por la accién del EHT
estaba implicada en este proceso (Figura 38B)(p<0,05 frente a EHT 10%).
También resulté interesante comprobar que la adiciéon de ET-1 exdgena
aumento la expresién de ETg de forma concentracién-dependiente (100pM-
100nM) (Figura 38C).

Estos resultados demuestran que el EHT provoca la sobre-expresion de ETg
por un mecanismo que implica, al menos en parte, la liberacién e

interaccion de la ET-1 con sus receptores.
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Figura 38. La sobre expresion de receptor de endotelina B (ETg) inducida por el extracto de
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humo de tabaco (EHT) estd parcialmente mediada por la endotelina (ET) en el
sobrenadante de cultivo celular. (A) EI EHT produce una liberacién dosis-dependiente de ET
al sobrenadante del cultivo celular tras 24h de exposicion al EHT. (B) La sobre expresion de
receptor ETg inducida por el EHT fue parcialmente inhibida por un anticuerpo monoclonal
(mADb) unido a ET-1 (10 pg-mL-1) y no por el isotipo control IgG1 (10ug-mL-1). (C) Ademas, la
incubacion de células endoteliales de arteria pulmonar humana (CEAPHs) con ET-1 por un
periodo de 24h aumenté de forma dosis-dependiente la expresion de acido ribonucleico
mensajero (ARNm) y proteina del receptor ETg. Los resultados se expresan como
mediazEEM (siendo EEM el Error Estandar de la Media) para los cuatro experimentos
diferentes de tres pacientes diferentes por condicién.*p< 0.05 frente a condiciones basales;
#p < 0.05 frente a EHT 10%.

2. LA SOBRE EXPRESION DE RECEPTORES DE ENDOTELINA
B INDUCIDA POR EL EXTRACTO DE HUMO DE TABACO
ESTA PARCIALMENTE MEDIADA POR LA ACTIVACION DE
RECEPTORES DE ENDOTELINA B, Rho QUINASA Y POR LAS
ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO

Ya que el EHT es conocido por promover la activacién de Rho, MCLK
(miosina cadena ligera quinasa) y la produccion de ERO, decidimos estudiar
el efecto de estos mediadores sobre expresién de receptores ETg inducidos
por el EHT.

El inhibidor de Rho quinasa, Y27632 (10uM), y el antioxidante NAC (1mM)
revirtieron de forma efectiva la estimulacién inducida por EHT del ARNm vy
proteina de los receptores ETg. Por el contrario, el inhibidor selectivo de la
MCLK, ML-7, no mostré ningun efecto significativo (Figura 39A).

Cuando utilizamos la ET-1 (10nM) para inducir la expresién del receptor ETg,
bosentan (10uM), BQ788 (1uM), Y27632 (10uM) y el antioxidante NAC
(ImM) inhibieron parcialmente la sobre-expresién de dicho receptor,
mientras que ML-7 no lo hizo (Figura 39B). Esto sugiere que la ET-1 juega un

papel importante en la sobre-expresion del receptor ETg inducida por el
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EHT.

En otros experimentos exploramos la posible suma de efectos de bosentan,
Y27632 y NAC. Para ello seleccionamos concentraciones de bosentan
(100nM), Y27632 (1uM) y NAC (100uM), los cuales causaron
aproximadamente el 50% de inhibicion del efecto maximo del EHT (Figura
39C). La combinacién de estos tres inhibidores mostraron un efecto aditivo
reduciendo la sobre-expresién del receptor ETg (figura 39C) (p<0,05 frente a
grupos bosentan, Y27632 y NAC).

Con el fin de investigar mas a fondo el papel de RhoA en nuestro modelo,
suprimimos selectivamente el ARN de RhoA. El siARN para RhoA produjo
una marcada inhibicién de la expresién de ARNm y proteinas tras 48h de
exposicién a siARN-RhoA 50nM (Figura 39D) (p<0,05 frente a control de
siARN). Este tratamiento también frend la sobre expresién de receptores
ETg inducida por el EHT, confirmando los resultados observados con Y27632

(10uM) (Figura 39E) (p<0,05 frente a control siARN mas EHT 10%).
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Figura 39. La sobre expresion de receptor de endotelina B (ETg) inducida por el extracto de
humo de tabaco (EHT) es atenuada por el bloqueo de los receptores ETg, y por la inhibicién
de Rho quinasa y especies reactivas de oxigeno (ERO). (A) Las células endoteliales de arteria
pulmonar humana (CEAPHSs) fueron incubadas con bosentan, Y27632, NAC o ML-7 durante
1h anteriormente a la adicion de EHT 10%. Tras 24h de incubacidn, se cuantificé el acido
ribonucleico mensajero (ARNm) y las proteinas del receptor ETg mediante RT-PCR a tiempo
real y Western blot respectivamente. (B) Las CEAPHs se incubaron con bosentan, BQ788,
Y¥27632, NAC o ML-7 por periodo de 1 h antes de la adicion de ET-1 (10nM). Tras 24h de
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incubacion, se cuantific6 el ARNm y proteinas del receptor ETg. (C) Los efectos aditivos de
bosentan, Y27632 y NAC, a concentraciones efectivas que causaron ~50% de inhibicién que
el EHT, mostraron efecto aditivo reduciendo la sobre-expresion de receptor ETg. (D) El acido
ribonucleico de silenciamiento (siARN) especifico de RhoA suprimié de forma eficaz la
expresion de mARN y proteinas de RhoA en CEAPHSs. (E) siARN-RhoA suprimieron la sobre
expresion de receptores ETg en CEAPHSs inducidos por el EHT (mostrado como expresion de
ARNm y proteina), comparado con células transfectadas con un control negativo de siARN.
Los resultados se expresan como media+EEM (siendo EEM el Error Estandar de la Media)
para los tres experimentos diferentes de tres pacientes diferentes por condicién.*p< 0.05
frente a control; #p < 0.05 frente a EHT 10%.

3. LA EXPOSICION DE LAS CELULAS ENDOTELIALES DE
ARTERIA PULMONAR HUMANA AL EXTRACTO DE HUMO
DE TABACO AUMENTA LA SENSIBILIDAD DEL [Ca®]; AL
ESTIMULO ET-1

El [Ca®l, modula muchos procesos celulares como la contraccién y
permeabilidad, proliferacion e inflamaciéon de células endoteliales [241].
Sabiendo que el EHT aumenta la expresidon de receptor ETg, decidimos
investigar los efectos de una exposicién aguda a ET-1 sobre el [Ca*']; en
CEAPHSs pre-tratadas durante 24h con y sin EHT en presencia o ausencia de
bosentan (10uM) o BQ788 (1uM).

Los experimentos preliminares mostraron que la ET-1 aumenta la [Ca**]; en
CEAPHs de forma dosis-dependiente (-logECso= 7,62+0,06). Debido a estos
resultados, en los experimentos ulteriores utilizamos una concentracién de
ET-1 de 10nM.

Al estimular la CEAPHs con EHT (10%) por un periodo de 24h se observé un
nivel basal de [Ca®']; de 120+5nM, valor significativamente mayor que el
observado por células no estimuladas (nivel basal de [Ca®']; de 93+3nM;

p<0,05). Ademas, la estimulacién con ET-1 (10nM, durante 3-4 minutos)
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aumentd el [Ca®"]; (mostrado como A[Ca®']; ) en células tratadas con EHT en
mayor proporcion que en las células no tratadas (p<0,05) (Figuras 40A vy
40B, y Tabla 10).

En otros experimentos, se afiadié bosentan (0,1-10uM) o BQ788 (1uM) 1h
antes de la incubacion con EHT al 10% durante 24 h.

Bajo estas condiciones el bosentan (1-10uM) y BQ788 (1uM) redujeron
significativamente el efecto de la posterior estimulacién con ET-1 exdgena

sobre el [Ca®];. (Figuras 40A y 40B, y Tabla 10) (p<0,05).
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Figura 40. La exposicion de las células endoteliales de arteria pulmonar humana (CEAPHs)
al extracto de humo de tabaco (EHT) por un periodo de 24h incrementa el aumento de
[Caz+]i inducido por ET-1. (A) Las CEAPHs fueron expuestas a vehiculo, bosentan o BQ778
durante 24 h. Posteriormente, las células fueron lavadas tres veces con tampdn fosfato
salino (PBS por sus siglas en inglés, phosphate buffered saline) e incubadas con Fura 2AM. El
incremento de [Ca2+]i tras la estimulacién aguda con endotelina-1 (ET-1) (10nM), fue la
misma para cada una de las condiciones. (B) Las CEAPHSs fueron expuestas a 10% de EHT, en
presencia o ausencia de bosentan o BQ778 durante 24 h. Tras este periodo, las células
fueron lavadas tres veces con PBS e incubadas con Fura 2AM. El incremento de [Caz+]i tras la
estimulacion aguda con ET-1 (10nM) fue mayor en las células expuestas al EHT 10%. Los
resultados estan expresados como media+EEM (siendo EEM el Error Estandar de la Media)
de [Ca2+]i nM en 12 células por experimento en un total de cuatro experimentos por

176



condicion.*p< 0,05 frente control; #p< 0,05 frente EHT 10%.

. Estimulacién aguda con ET-1 ABC [[Ca2+]i (nM)

Pretratamiento 24h A[Ca2+]i (nM) e
Control 143+ 6 20730 + 997

EHT 10% 215 + 13* 25056 + 994*
Bosentan 10uM + EHT 10% 133 = 11" 20221 = 803"
Bosentan 1uM + EHT 10% 154+ 8" 21311 = 925"
Bosentan 0,1uM + EHT 10% 201+ 12 24311 + 1032

BQ788 1uM + EHT 10% 144 +7" 20855 =+ 1090"

Bosentan 10uM 135+6 20337 + 1175
BQ788 1uM 132+ 16 20968 =+ 488

Tabla 10. La exposicion de células endoteliales de arteria pulmonar humana (CEAPHs) al
extracto de humo de tabaco (EHT) por un periodo de 24h incrementa el aumento de [Caz+]i
inducido por una estimulaciéon aguda con endotelina-1 (ET-1) exdgena. Las CEAPHSs fueron
incubadas durante 24h en presencia y ausencia de EHT 10%, bosentan, BQ788 y sus
diferentes combinaciones. Después de 24h, el medio de cultivo se desechd y las células
fueron lavadas tres veces con tampoén fosfato salino (PBS por sus siglas en inglés, phosphate
buffered saline). Posteriormente se les afiadié Fura 2AM y el [Caz+]i fue monitorizado tras la
estimulacion con ET-1 (10nM). Los resultados estan expresados como media=EEM (siendo
EEM el Error Estandar de la Media) del incremento de [Caz+]i (A[Caz+]i; nM) o area bajo la
curva (ABC; nM x segundos) de A[Caz+]i en 12 células por experimento en un total de 4
experimentos por condiciéon. *p<0,05 frente a control; #p<0,05 frente a EHT 10%.

4. LA ENDOTELINA-1 AUMENTA LA CONTRACCION
CELULAR Y EL DESEQUILIBRIO F/G-ACTINA EN CELILAS
ENDOTELIALES DE ARTERIA PULMONAR HUMANA
PRETRATADAS CON EXTRACTO DE HUMO DE TABACO

Con el fin de evaluar si el aumento de sensibilidad a [Ca*']; inducida por la
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ET-1 se traducia en una contraccién celular, utilizamos la técnica
microscépica de traccién. La ET-1 (10nM) produjo un aumento rdpido vy
prolongado de la contraccién celular, que fue significativamente mayor en
aquellas células que fueron expuestas al EHT (10%) durante 24h frente a las
qgue no fueron expuestas al mismo (Figura 41A)(p<0,05). Ademas, aquellas
células que fueron pre-tratadas con el EHT en presencia de bosentan
(10uM), BQ788 (1uM), Y27632 (10uM) o ML-7 reprimieron su contraccién
hasta practicamente los niveles de control (Figura 41A). La reestructuracién
del citoesqueleto es un marcador directo de la contraccién celular y Ila
polimerizacién de las fibras solubles de G- a fibras polimerizadas de F-atina
es parte de esta reestructuracion [242].

El valor de ratio de fluorescencia de F/G-actina de las CEAPHs que fueron
expuestas a EHT 10% durante 24h no fue diferente de el de aquellas células
gue no fueron tratadas con él (Figura 41B). Por el contrario, las células
tratadas con EHT mostraron un aumento del ratio F/G-actina en respuesta a
una estimulacidon aguda con ET-1 (10nM; 30min) (Figura 41C) (p<0,05). La
adiciéon de bosentan (0,1-10uM), BQ788 (1uM), Y27632 (10uM) o ML-7
(10uM) 1h antes de adicionar el EHT (10%) redujo significativamente el
aumento del ratio de F/G-actina inducido por ET-1 (Figura 41C) (p<0,05
frente a EHT).

178



Tratamientos- 24h

Control

1501

—— TIIIIT],. — EHT
% 125 1 TATTITIL] = control 3 Control
= 1004 S vl —o— EHT +ML-7 10uM 3 EHT 10%
— 2.0
= 7 298 gy~ EHT +v27632 104M £
L 754 ¥ —+— EHT +Bosentan 10uM EHT10% o § 15
© —— EHT +BQ788 1uM o
N 504 £ .8 10
S o2
3 25 —e— Basal con EHT g g o
w —a- Basal sin EHT £

O+rrrrrrrrTrTrTTT T 2 oo

012345678 8101112131415 -
Condiciones Basales
Tiempo (min)
Control EHT 10% EHT + Bosentan 10uM 3 Control
E3 EHT 10%

B EHT + Bosentan 10uM
BB EHT + Bosentan 1uM
B3 EHT + Bosentan 0.1uM
@l EHT + BQ788 1uM
@A EHT + Y27632 10pM
&S EHT + ML-7 10uM

EHT+ BQ788 1uM EHT +Y27632 10uM

Figura 42. La endotelina-1 (ET-1) incrementa la contraccién celular y el desequilibrio F/G-
actina en células endoteliales de arteria pulmonar humana (CEAPHs) pre-tratadas con
extracto de humo de tabaco (EHT). (A) Las CEAPHs cultivadas fueron incubados durante 24h
en ausencia (control) o presencia de EHT (10%) s6lo o en combinacion (1h antes del EHT) con
bosentan, BQ788, ML-7 o Y27632. Posteriormente, el disco con el gel que contiene las
CEAPHSs cultivadas fue situado en el microscopio y las células fueron captadas con un campo
luminoso. La grafica muestra el transcurso de la respuesta contractil de las CEAPHs
estimuladas con ET-1 (10 nM). Los valores estan expresados como el total de fuerza ejercida
por la célula en el sustrato. (B) Las CEAPHSs fueron tratadas en presencia o ausencia de EHT
por un periodo de 24h. Posteriormente, las células fueron fijadas con formaldehido 3,7%, y
Phalloidin-TRITC y Alexa Fluor 488 DNasa | conjugada se afiadieron para marcar F- y G-actina
respectivamente. Se afiadi6 DAPI para marcar los nucleos celulares. Las imagenes
representan el tefiido de F-actina (color rojo) y G-actina (color verde), y la grafica muestra el
ratio de fluorescencia basal F/G-actina tras estas condiciones experimentales. (C) En otros
experimentos, se afiadio al cultivo celular bosentan, BQ788, Y27632 o ML-7 1h antes que el
EHT. Tras 24h de incubacion, las células fueron lavadas tres veces con tampdn fosfato salino
(PBS por sus siglas en inglés, phosphate buffered saline) y estimuladas con ET-1 (10nM)

EHT + ML-7 10uM

F/G ratio de
fluorescencia de actina

Estimulacién Aguda
con ET-1 (10nM, 30 min)
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durante 30 minutos. Posteriormente, las células fueron tratadas para marcar F- y G-actina.
Se afiadiéd DAPI con el fin de marcar los nucleos celulares (color azul). Las imagenes de
CEAPHs muestran experimentos representativos bajo estas condiciones experimentales.
Escala: 10um. La grafica muestra la media+EEM (siendo EEM el Error Estandar de la Media)
de la intensidad de fluorescencia de la F-actina (rojo) frente a G-actina (verde) en un total de
tres experimentos diferentes de tres pacientes diferentes por condicidén.*p<0,05 frente
control; #p<0,05 frente EHT.

Debido a que Y27632 y ML-7 atenuan los efectos del EHT en la contraccidn
celular inducida por ET-1, exploramos la activacién de RhoA y Ia
fosforilacion de MLC en aquellas células que fueron expuestas al EHT. En
CEAPHSs, la actividad basal de RhoA y la fosforilacion de MLC no se vio
afectada por el EHT (10%; 24h) (Figura 43A y 43B). A pesar de ello, la ET-1
exogena (10nM, 30min.) aumenté mds la actividad RhoA en células
expuestas al EHT que en aquellas que no habian estado expuestas al mismo
(Figura 43C) (p<0,05). Ademas, cuando bosentan (1 y 10uM), BQ788 (1uM)
y Y27632 (10uM) fueron anadidos antes del EHT (24h), la actividad RhoA
inducida por ET-1 decrecid (Figura 43C) (p<0,05 frente a EHT). De la misma
manera, el EHT (10%) aumenté el efecto de ET-1 en la fosforilacion MLC, y
este efecto fue atenuado por bosentan (10uM), BQ788 (1uM), Y27632
(10puM) o ML-7 (10uM) (Figura 43D).
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Figura 43. La exposicion de las células endoteliales de arteria pulmonar humana (CEAPHs)
al extracto de humo de tabaco (EHT) las sensibiliza a la activacion de la RhoA inducida por
endotelina-1 (ET-1) y la fosforilacion de la miosina de cadena ligera (MLC por sus siglas en
inglés, myosin light chains). (A) Se midié la activacién de RhoA en CEAPHSs, en presencia o
ausencia de tratamiento con EHT (10% durante 24h) mediante un kit calorimétrico
comercial. (B) Tras 24h de exposicion al EHT se midié la fosforilacion de MLC mediante
Western blot. (C, D) Se incubaron las CEAPHs con EHT durante 24h. Tras el tratamiento con
EHT, las células fueron lavadas tres veces con tampdn fosfato salino (PBS por sus siglas en
inglés, phosphate buffered saline) y estimuladas con ET-1 (10nM) por un periodo de 30
minutos, y se midid la actividad RhoA (C) y la fosforilacion MLC (D). Las células expuestas al
EHT mostraron un incremento de la actividad RhoA y de la p-MLC comparado con las células
no expuestas. Ademas, la incubacion 1h antes de la adicidn del EHT con bosentan, BQ788,
Y¥27632 o ML-7 (s6lo en experimentos de p-MLC), atenud la activacién de RhoA y la
fosforilacién de ML-7 inducida por ET-1. Los resultados estdn expresados como media=EEM
(siendo EEM el Error Estandar de la Media) de la absorbancia correspondiente a la RhoA
activa y un Western blot representativo para p-MLC en un total de tres experimentos
diferentes de tres pacientes diferentes por condicién. *p<0,05 frente a control; #p<0,05
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frente a EHT 10%.

5. LA ENDOTELINA-1 REDUCE LA LIBERACION DE OXIDO
NITRICO E INCREMENTA TxA, EN CELULAS ENDOTELIALES
DE ARTERIA PULMONAR HUMANA PRETRATADAS CON
EXTRACTO DE HUMO DE TABACO

Estd demostrado que el Humo de Tabaco (HT) reduce la liberacidon de NO y
aumenta la de TxA,; sin embargo, no existe ninguin dato sobre la influencia
del HT en la liberacién de NO y TxA; inducida por ET-1.

Como el EHT aumenta la expresidon de receptor ETg, los efectos de la ET-1
en la liberacion de NO y TxA, pueden ser diferentes. Debido a esto,
decidimos exponer las CEAPHs a EHT durante 24h y después fueron
estimuladas con ET-1 (10nM) durante 1h. Tras esta estimulacién, se midié
en el sobrenadante del cultivo celular los derivados estables de NO y TxA,
(denominados nitritos y TxB,). De esta forma observamos que el
tratamiento con EHT reduce la liberacion de nitritos inducida por ET-1 en un
~50% comparando con células no tratadas (Figura 44A)(p<0,05). Ademas, la
adicion de bosentan (1 y 10uM), BQ788 (1uM), Y27632 (10uM) o el
antioxidante NAC (1ImM) aumentd significativamente la liberacién de nitrito
tras la aplicacién de ET-1 (Figura 44A) (p<0,05 frente EHT). Por el contrario,
ML-7 (10uM) no modificéd la liberacion de NO. Por otra parte, en CEAPHs
tratadas con EHT, la liberacion de TxB, inducida por ET-1, fue incrementada
en aproximadamente el doble (Figura 44B) (p<0,05 frente a células no
expuestas a EHT). La administracidon de bosentan (1 y 10uM), BQ788 (1uM),
Y27632 (10uM) y NAC (1mM) redujeron significativamente la liberacién de
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TxB, inducida por ET-1 (Figura 44A) (p<0,05 frente EHT), mientras que ML-7

no mostro ningun efecto.

A
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EHT + Bosentan 10uM
EHT + Bosentan 1uM
EHT + Bosentan 0.1uM
EHT + BQ788 1uM
EHT + Y27632 10uM
EHT + NAC 1mM

EHT + ML-7 10uM
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EENENEEA0O
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Figura 44. La exposicion de las células endoteliales de arteria pulmonar humana (CEAPHs)
al extracto de humo de tabaco (EHT) incrementa el desequilibrio entre la liberacion del
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oxido nitrico (NO) y el TxA, en respuesta a una estimulacion aguda con endotelina-1 (ET-1).
Las CEAPHs fueron cultivadas en placas de seis pocillos hasta obtener una confluencia de
~95%. Posteriormente, las células fueron incubadas en presencia o ausencia de EHT 10% por
un periodo de 24h. En experimentos paralelos, bosentan, BQ788, Y27632, NAC o ML-7
fueron afiadidos al cultivo celular 1h antes que el EHT. Tras 24h de incubaciodn, se lavaron las
células tres veces con tampdn fosfato salino (PBS por sus siglas en inglés, phosphate buffered
saline) y se estimularon con ET-1 durante 30 minutos. Las células tratadas con EHT liberaron
menos NO (medido como nitritos) (A) y mas TxA, (medido como TxB,) (B), en respuesta a la
estimulacion aguda con ET-1. Ademas, la incubacién de estas células con bosentan, BQ788,
Y27632 o NAC atenuaron el efecto del EHT dando lugar a un descenso de NO y el aumento
de TxA, inducido por ET-1. Los resultados se expresan como media+EEM (siendo EEM el
Error Estandar de la Media) del total de tres experimentos diferentes de tres pacientes
diferentes por condicion.*p<0,05 frente a control; #p<0,05 frente el EHT 10%.

6. LA ENDOTELINA-1 INCREMENTA LA PRODUCCION DE
ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO INTRACELULAR EN
CELULAS ENDOTELIALES DE ARTERIA PULMONAR
HUMANA PRETRATADAS CON EXTRACTO DE HUMO DE
TABACO

Las ERO son uno de los principales iniciadores de la reactividad intracelular
en células endoteliales expuestas a HT. De este modo, examinamos la
produccidon endotelial de ERO en respuesta al EHT y encontramos que el
EHT incrementé ERO de manera tiempo y concentracién dependiente,
alcanzando el valor cumbre tras 10 minutos de estimulacion (Figura 45A).
Este valor de respuesta maximo fue seguido por el subsiguiente declive
hasta alcanzar meseta por encima de los niveles basales después de ~30
minutos (Figura 45A). El antioxidante NAC (1mM) evité completamente la
generacion de ERO (Figura 45A).

En segundo lugar, estudiamos el papel del EHT en la produccién de ERO
inducida por ET-1 exdgena. Como vimos que la ET-1 (10nM) indujo la

produccién maxima de ERO tras 10 minutos de estimulacion (Figura 45B),
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seleccionamos estas condiciones experimentales para los experimentos
siguientes. Las CEAPHs estimuladas con EHT (10%) durante 24h mostraron
un incremento de la produccidon de ERO en respuesta a ET-1 exdgena, que
fue significativamente superior que en las CEAPHs no expuestas al EHT
(Figura 45C) (p<0,05 frente a células no expuestas). Cuando se afadié
bosentan (1 y 10 uM), BQ788 (1 uM), Y27632 (10 uM) y NAC (1 mM) a las
dichas células antes del EHT, se suprimid el efecto de la ET-1 en la

produccidn de ERO (Figura 45C) (p<0,05 frente el EHT).
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Figure 45. La endotelina-1 (ET-1) aumenta la produccion de especies reactivas de oxigeno
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(ERO) en las células endoteliales de arteria pulmonar humana (CEAPHs) tratadas con
extracto de humo de tabaco (EHT). (A, B) Las CEAPHs confluentes fueron cultivadas en
placas de 96 pocillos oscuras con fondo claro, y cargadas con DCFDA durante un periodo de
30 minutos. Tras este periodo de tiempo, las células fueron expuestas a (A) EHT (2,5%-10%)
o (B) ET-1 (0,1-100nM) vy la fluorescencia de DCF fue monitorizada cada 5minutos durante 45
minutos. (C) En otros experimentos, las células fueron incubadas con y sin EHT 10% en
presencia y ausencia de bosentan, BQ788, Y27632, NAC o ML-7 durante 24h.
Posteriormente, las células fueron lavadas tres veces con tampdn fosfato salino (PBS por sus
siglas en inglés, phosphate buffered saline) y cargadas con DCFDA durante 30 minutos. Las
células fueron estimuladas con ET-1 (10nM) y la fluorescencia de DCF fue medida tras 10
minutos de estimulacidn. Los resultados estan expresados como media+EEM (siendo EEM el
Error Estandar de la Media) de un total de seis experimentos diferentes de tres diferentes

pacientes por condicion.*p<0,05 frente control; #p<0,05 frente EHT 10%.

187



188



ESTUDIO 11

BOSENTAN INHIBE LA EXPRESION DEL RECEPTOR DE
ENDOTELINA EN ARTERIAS PULMONARES INDUCIDA POR
EL HUMO DE TABACO.
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1. LA SOBRE-EXPRESION DE RECEPTORES DE ENDOTELINA
A Y B INDUCIDA POR LA EXPOSICION AL HUMO DE
TABACO ES ATENUADA POR BOSENTAN

La exposicion in vitro de las CMLAPHs al humo de tabaco dio lugar a
aumentos dosis y tiempo dependientes de la proteina ET, y ETz y de la
expresion de ARNm (Figuras 46A y 46B), alcanzando un valor mdaximo de
expresion al 10% EHT tras 24h de estimulacidn. Basandonos en estos
resultados seleccionamos el 10% EHT durante 24h como condicién de
estimulacién para posteriores estudios. La preincubacién dosis-dependiente
de las CMLAPHs con bosentan (10nM a 10uM) previno la sobre-regulacion
de la proteina ET, y ET; (Figura 46C).

A EHT 24h B EHT 10%
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Figura 46 A y B. El humo de tabaco aumenta los niveles de receptor de endotelina Ay B
(ET, y ETg, respectivamente). El Extracto de Humo de Tabaco (EHT) A) dosis y B) tiempo-
dependiente aumenta los niveles de proteina ET, y ETg y da lugar a un aumento en la
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expresion de acido ribonucleico mensajero (ARNm) en células de musculo liso de arteria
pulmonar humana (CMLAPHSs).
El fdrmaco BQ788, antagonista selectivo de ETg, previno la sobre-regulacion

de ETg inducida por EHT a concentraciones de 1uM y 10uM, mientras que
no se observé ningun efecto en la sobre-regulacion de ET, inducida por EHT
(Figura 46D).

En contraposicion, el farmaco BQ123, antagonista selectivo de ET,, previno
satisfactoriamente la sobre-regulacidon de ET, a concentraciones de 100nM
a 10uM vy de ETg a concentraciones de 1uM a 10uM (Figura 46E).

Los estudios realizados sobre la de ARNm mostraron los mismos resultados

gue los observados para la expresién de proteinas (Figura 46F y G).
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Figura46 C, D, E, Fy G. C) Bosentan (BOS), D) BQ788 y E) BQ123 previnieron de forma dosis-
dependiente la expresidn de proteina de receptor de endotelina B (ETg) inducida por el EHT,
mientras sélo BOS y BQ123 de manera dosis-dependiente previnieron la expresion de
receptor de endotelina A (ET,). F) El BOS y el BQ123 de forma dosis-dependiente previnieron
la expresion génica de ET, y ETg inducida por el extracto de humo de tabaco (EHT) . G) BOS,
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BQ123 y BQ788 de manera dosis-dependiente previnieron la expresidén de ET, inducida por
el EHT. Los datos estan expresados como media=EEM (siendo EEM el Error Estandar de la
Media) de tres experimentos independientes por condicion. *: p<0,05 comparado con la
respectiva condicion control (C) #:p<0,05 comparado con el grupo EHT.

2. LA EXPRESION DE RECEPTORES DE ENDOTELINA A Y B
INDUCIDA POR EL EXTRACTO DE HUMO DE TABACO ESTA
PARCIALMENTE MEDIADA POR ERK1/2, RhoA-GTP Y
ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO, ASi COMO POR UN
MECANISMO DE RETROALIMENTACION  POSITIVA
MEDIADO POR ENDOTELINA-1

La incubacién de CMLAPHs con el inhibidor de ERK1/2, PD98059 (10uM), el
inhibidor de la Rho-quinasa, Y27632 (10uM), o con el antioxidante N-
acetilcisteina (NAC) (1mM), efectivamente previno la sobre-expresién de
proteina ET, y ETg inducida por el EHT (Figura 47A). Del mismo modo la
incubacidon de CMLAPHs con un anticuerpo monoclonal para ET-1 (10 pg.ml’
') también suprimié la sobre-expresion de ETa y ETg inducida por el EHT
(Figura 47A). En otros experimentos, la adicién de ET-1 (10nM) (24h)
aumento la expresion de proteina ET, y ETg (Figura 47B). Bosentan (10
uM), BQ123 (10uM), PD98059, Y27632 o NAC previnieron parcialmente la
sobre-expresiéon de ET, y ETg inducida por ET-1, mientras que BQ788
(10uM) sélo impidié la de ETg (Figura 47B). Estos resultados estan en
consonancia con la expresion génica de ET, y ETg (Figura 47C).
Curiosamente, el EHT al 10% (24h) aumentd significativamente los niveles

de ET en el sobrenadante celular (p<0,05 frente control; Figura 47D), lo cual
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(Figura 47D).

fue impedido por bosentan BQ788, BQ123, PD98059, Y27632 y NAC (1mM)
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Figura 47. El Humo de Tabaco aumenta la expresion de receptores de endotelina Ay B (
ET, y ETg respectivamente) mediante un mecanismo que implica a las especies reactivas
del oxigeno (ERO), la ERK 1/2, RhoA-GTP y un mecanismo de alimentacién autocrino
mediado por endotelina. A) El incremento de ET, y ET inducido por el extracto de humo de
tabaco (EHT) 10% (24h de incubacion) fue reducido por PD98059 (10uM), Y27632 (10uM) o
NAC (1mM) en células de musculo liso de arteria pulmonar humana (CMLAPHSs). La
incubacion anticuerpo monoclonal (mAb) para la endotelina-1 (ET-1) (IOug.mL'l) 30 minutos
antes de la adicién de EHT también frend la sobre-regulacién de ET, y ETg, a diferencia del
isotipo 1gG1 control. La incubacién con ET-1 10nM durante 24h aumenté significativamente
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la expresidn proteica B) de acido ribonucleico mensajero (ARNm) C) y de ET, y ETg. Dicho
aumento fue frenado mediante la adicion de bosentan (BOS) (10uM), BQ123 (10uM),
PD98059, Y27632 y NAC, mientras que el BQ788 (10uM) sélo frené el aumento de la
expresion en el caso de ETg y no en ETa. D) El EHT 10% aumenta la liberacion de ET, lo cual
fue atenuado por bosentan, BQ123, BQ788, PD98059, Y27632 y NAC. Los datos se muestran
como media+EEM (siendo EEM el Error Estandar de la Media) para los tres experimentos

diferentes por condicién.*: p<0,05 comparado con su respectiva condicion; #: p<0,05
comparado con el grupo EHT.

3. BOSENTAN INHIBE LAS ESPECIES REACTIVAS DE
OXIGENO INTRACELULARES, LA FOSFORILACION DE
ERK1/2 Y LA ACTIVACION RHO-GTP INDUCIDAS POR EL
EXTRACTO DE HUMO DE TABACO

El EHT aumento la intensidad de fluorescencia intracelular, derivada de la
formacion de DCF, en 2,73 veces después de 24h. Bosentan y BQ123
redujeron significativamente la formacién de ERO inducida por el EHT en
1,17 y 1,5 veces respectivamente, mientras que el fdrmaco BQ788 no
alcanzé una reduccidn significativa (2,23 veces) (Figuras 48A y 48B) sobre el
grupo control.

Ademas, el EHT aumento la fosforilacion ERK1/2 y la activacién de RhoA-
GTP después de 24h, lo cual fue impedido eficazmente por bosentan,

BQ123 vy, en menor medida, por el farmaco BQ788 (Figuras 48C y 48D).
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Figura 48. El antagonismo al receptor de Endotelina atenuia la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ERO) inducidas por el extracto de humo de tabaco (EHT), la
fosforilacion de la ERK (extracellular signal-regulated kinase) 1/2 y la activacién de la
RHOA-GTP. (A, B) El EHT 10% aumenta la generacién de ERO intracelular tras 24h de
exposicion tal y como muestra el incremento de intensidad fluorescente con
diclorofluoresceina (DCF) en células de musculo liso de arteria pulmonar humana
(CMLAPHSs). La generacion de ERO inducida por el EHT fue suprimida con bosentan (BOS)
(10uM) y BQ123 (10uM) pero no por el BQ788 (10uM). (A) Se muestran las imagenes
representativas de la fluorescencia de ERO intracelular. Escala=20um. (C) El EHT 10%
consiguid la fosforilacion de ERK1/2 tras 24h de exposicion, la cual fue suprimida por el
bosentan, atenuada por BQ123 y, en menor medida, por el BQ788. (D) El EHT aument?d la
activacion de RhoA-GTP que fue también suprimida por bosentan, atenuada por BQ123y, en
menor medida, por el BQ788. Los datos estan representados como media+EEM (siendo EEM
el Error Estandar de la Media) para tres experimentos independientes por condicion. URF:
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unidad relativa de fluorescencia; pERK: ERK fosforilada; MOD 490: medida Optica de

densidad a 490nm. *: p<0,05 comparado con la respectiva condicion control; #: p<0,05
comparado con el grupo de EHT.

4. BOSENTAN IMPIDE LA PROLIFERACION DE CELULAS DE
MUSCULO LISO DE ARTERIA PULMONAR HUMANA
INDUCIDA POR EL EXTRACTO DE HUMO DE TABACO

El EHT provocé un aumento de la proliferacidon celular del doble de los
valores iniciales (Figura 49A). Bosentan inhibid la proliferacién celular,
mientras que los fdrmacos BQ123 y BQ788 redujeron la proliferacion en un
1,31 y 1,6 veces respectivamente frente al control (Figura 49A). Por otra
parte, los farmacos PD98059, Y27632 y NAC (1mM) también evitaron la
proliferacién celular.

Puesto que se ha demostrado que el EHT aumenta los niveles de ET en el
sobrenadante, bloqueamos selectivamente la ET-1 con un anticuerpo
monoclonal para ET-1, que posteriormente redujo la proliferacién celular a
niveles basales (Figura 49A).

Dado que la proliferacién de CMLAPHSs in vivo esta principalmente mediada
por los factores de crecimiento, como el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF, por sus siglas en inglés, platelet-derived growth factor),
las células se trataron con EHT en presencia o ausencia de PDGF-BB (factor
de crecimiento de plaquetas tipo B) humano recombinante a 10ng.mL™. El
PDGF-BB aument¢ la proliferacion celular en 3,1 veces en ausencia de EHT y

3,5 veces en presencia de EHT. Bosentan, BQ123 y BQ788 inhibieron la
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proliferacién celular inducida por el EHT y el PDGF-BB en 1,6, 1,9 y 2,1 veces

respectivamente (Figura 49B).
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Figura 49. El Humo de Tabaco incrementa la proliferacion de células de misculo liso de
arterias pulmonares humanas (CMLAPHSs). (A) El extracto de humo de tabaco (EHT) 10%
aumenta la proliferacion de CMLAPHs tras 24h de exposicion. Bosentan (BOS) (10 uM),
BQ123 (10uM), BQ788 (10pM), PD98059 (10uM), Y27632 (10uM), N- acetylcysteina (NAC)
(1mM) y el anticuerpo monoclonal de la Endotelina (mAb-ET-1) (10 ug.mL"l) frenaron de
forma efectiva la proliferacion de CMLAPHSs inducida por el EHT. (B) El PDGF (platelet-derived
growth factor) a 10 ng.mL'1 aumenté la proliferacion de CMLAPHs en 3,1 veces. En
presencia del EHT 10%, el PDGF 10 ng/mL aumentd la proliferacion de CMAPHs en 3,5
veces. Dicho aumento de la proliferacién fue atenuado por BOS (10uM), BQ123 (10uM) y
BQ788 (10uM). Los datos se muestran como media+=EEM (siendo EEM el Error Estandar de la
Media) de tres experimentos independientes por condicion. Ig: inmunoglobulina. *: p<0,05
comparado con su respectiva condicién control; #:p<0,05 comparado con el grupo EHT; o:
p<0.05 comparado con el grupo EHT+PDGF.
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5. LA EXPOSICION DE LAS CELULAS DE MUSCULO LISO DE
ARTERIA PULMONAR HUMANA AL EXTRACTO DE HUMO
DE TABACO AUMENTA LA [Ca®]; INDUCIDA POR
ENDOTELINA-1 Y LA CONTRACCION CELULAR.

Las CMLAPHSs expuestas a EHT al 10% estaban sujetas a un aumento agudo
de [Ca*];inducida por ET-1 10nM con un valor maximo media=EEM (siendo
EEM el Error Estandar de la Media) de 493+46 frente a 274+34nM para las
células no tratadas (control) (p<0,05 ; Figuras 50A y 50B).

Bosentan, BQ788 o BQ123 anadidos antes y durante la exposicion al EHT
redujeron el aumento agudo de [Ca®']; inducido por ET-1 a 304+41, 395+36
y 343+32nM, respectivamente (p<0,05 frente a EHT sdlo; Figuras 50A y
50B).

La ET-1 (10nM) aumentdé la contraccion celular y fue significativamente
mayor en aquellas células expuestas a EHT (10%) frente a las no expuestas
(p<0,05; Figura 50C).

Las células pre-tratadas con EHT en presencia de Bosentan, BQ123 o BQ788
fueron menos susceptibles a la contraccidn celular inducida por ET-1, ya
gue su nivel de contraccion celular estuvo préoximo a los niveles del control

(Figura 50C).
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Figura 50. El Humo de Tabaco sensibiliza las células del mausculo liso de arterias
pulmonares a un estimulo agudo de endotelina-1 (ET-1). Las células de musculo liso de
arteria pulmonar humana (CMLAPHSs) fueron expuestas a extracto de humo de tabaco (EHT)
10% en presencia o ausencia de Bosentan (BOS) (10uM), BQ123 (10uM) o BQ778 (10uM)
durante 24 h. (A, B) Posteriormente las células fueron lavadas tres veces con tampdn fosfato
salino (PBS por sus siglas en inglés, phosphate buffered saline) e incubadas con fura-2
acetoxymetyl eter durante 30 minutos. Después se estimularon las células con ET-1 (10nM).
Los datos estan representados como concentracién nanomolar de calcio libre intracelular
([Ca2+]i) en 12 células por experimento, en un total de cuatro experimentos por condicion.
(C) Las placas con CMLAPHSs fueron llevadas al microscopio y las células fueron captadas en
campo brillante. Se muestra el transcurso de la respuesta contractil de las CMLAPHSs
estimuladas con ET-1. Los datos estan presentados como el total de fuerza ejercida por la
célula en el sustrato en un total de seis células por condicion. Los datos estan representados

como media+EEM (siendo EEM el Error Estandar de la Media) *: p<0,05 frente control; #:

p<0,05 frente EHT.
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6. LA EXPOSICION AL EXTRACTO DE HUMO DE TABACO
INCREMENTA LA CONTRACCION INDUCIDA POR
ENDOTELINA-1 DE LAS ARTERIAS INTRAPULMONARES
HUMANAS PEQUENAS, LA CUAL ES IMPEDIDA POR
BOSENTAN

Los cortes pulmonares de precisién que incubamos con EHT mostraron un
aumento de la expresion de la proteina ETg, la cual fue impedida de forma
significativa por bosentan, BQ123 y BQ788, mientras que la expresién de
ET, inducida por el EHT sdlo fue prevenida por bosentan y el BQ123 (Figura
51A). Estos resultados fueron reproducidos de forma cualitativa mediante
experimentos de inmunofluorescencia (Figura 51B). En este sentido, la
exposiciéon al EHT incrementa la intensidad de fluorescencia de la ETg en
células endoteliales y musculares. La intensidad de fluorescencia de ET,
aumenté sélo en el area de las musculares.

Los cortes pulmonares de precision que fueron incubados con bosentan
mostraron una intensidad de fluorescencia menor, tanto por ETg como por
ETA (Figura 51B).

Los cortes pulmonares de precisidon que fueron incubados con EHT al 10%
aumentaron la sensibilidad vascular a ET-1.

El logECsq calculado para grupo tratado con EHT fue de -9,36+0,32M frente
a-8,47+0,16M de los controles (p<0.05; Figura 51Cy 51D).

Los cortes pulmonares de precisién expuestos a EHT en presencia de
bosentan, BQ788 o BQ123 aumentaron significativamente el logECsy de

ET-1a-8.76+0.3M, -8.73+0.17M y -8.64+0.24M, respectivamente.
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El EHT también aumenta la Emax de contraccion de la ET-1 frente al grupo
control (184+5,7% frente 136+3,6%; p<0,05; Figura 51F), la cual fue
atenuada por el pre-tratamiento con bosentan, BQ788 o BQ123 a una Emax

de ET-1 de 127,8+4,3%, 160,9+3,6% y 145,8+4,3% respectivamente (Figura
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Figura 51. El extracto de humo de tabaco (EHT) incrementa la expresion de los receptores
de endotelina Ay B (ET, y ET;, respectivamente) en las arterias intrapulmonares humanas
de pequeiio calibre, lo cual aumenta la contractilidad vascular pulmonar en respuesta a
una estimulacion aguda de endotelina-1 (ET-1). Pequefios cortes de precisién
intrapulmonares humanos fueron expuestos a EHT 10% en presencia o ausencia de bosentan
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(10 uM), BQ123 (10 uM) o BQ788 (10 uM) durante 24h. (A) Para medir la expresion proteica
de ET, y ETg se realizo un Western blot. (B) Se fijaron los cortes de precision y se realizé una
inmunofluorescencia para ET, y ETg con anticuerpo secundario con rodamina. Las lamina
elastica interna (LEl) y ldmina elastica externa (LEE) fueron evaluadas con autofluorescencia
verde. E: células endoteliales; M: células de mdusculo liso. Escala= 100um. (C) Imagenes
representativas del transcurso de la contraccion de pequefias arterias pulmonares humanas
en respuestas a ET-1 bajo un videomicroscopia visible. (D-F) Curvas de contraccion ET-1
concentracién-dependiente en dos cortes por condicion de un total de tres pacientes
diferentes por condicion. Los datos estan presentados como media+EEM (siendo EEM el
Error Estandar de la Media) de, B) tres cortes y D-F) dos cortes de tres pacientes por
condicion. ECsy: Concentracidn eficaz 50; Emax: efecto maximo del farmaco. *: p<0,05 frente

control; #: p<0,05 frente EHT.

Las arterias pulmonares de pacientes fumadores y pacientes con EPOC
mostraron un incremento de la expresion proteica de ET, y ETg frente a los

pacientes no fumadores (p<0,05; figura 52).
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Figura 52. Los receptores de endotelina A y B (ET, y ETg) estan sobre-expresados en las
arterias pulmonares de pacientes fumadores y con enfermedad pulmonar obstructiva
crénica (EPOC). Las arterias pulmonares de pacientes fumadores, no fumadores y con EPOC
fueron aisladas cuidadosamente a partir de piezas quirurgicas de pulmén humano libre de
tumor. Se extrajeron y estudiaron, mediante Western blot, el total de proteinas con
anticuerpos para ET, y ETg. Los resultados representan la expresion de ET,, ETg de seis
pacientes no fumadores, siete fumadores y ocho pacientes con EPOC. Los datos
densiométricos estan mostrados como la expresion de proteina ET, y ETg relativa a B- actina
y normalizado a la expresion de no fumadores. Los datos estan presentados como
media=EEM (siendo EEM el Error Estandar de la Media) de densitometria de un Western
blot por paciente.*: p<0.05 frente a no fumadores.
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DISCUSION
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ESTUDIO |

A continuacién se describen los principales resultados obtenidos en el

primer estudio de esta tesis doctoral:

En este caso el estudio se disefié con la intencidn de evaluar el efecto del
HT en la expresion de ETg en CEAPHs y sus consecuencias funcionales.

Los resultados presentados en esta tesis doctoral muestran que la
exposicidon a EHT incrementa la expresién del ETg en CEAPHs mediante un
mecanismo de alimentacién positiva (feed forward) a través de la liberacién
de ET-1. Por otra parte observamos que el bosentan asi como el BQ788,
inhibidor selectivo de ETjg, evita la sobre-expresion de ETginducidos por el
EHT. Dicha sobre-expresién sensibiliza a las CEAPHs a la posterior
estimulacion con ET-1, causando de este modo disfuncién endotelial,
incremento de la contraccion celular, reduccion de la sintesis de NO y un
incremento de la produccién de TxA, y de ERO. Estos resultados son de
potencial importancia para entender la posible utilidad de bosentan en la

hipertension pulmonar asociada a EPOC.

Por otra parte se observd que la sobre-expresion de ETg inducida por el EHT
en parte estd mediada por la activacion de RhoA y la produccién de ERO, y
fue completamente bloqueada por el bosentan y el BQ788.

Estos resultados introducen un concepto innovador por el cual, en un

contexto inflamatorio como la exposicion crénica a humo de tabaco, la
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sobre-expresion del ETg potencia la disfunciéon endotelial inducida por la
endotelina.

Ademds, encontramos una expresion de ETg mas relevante en el endotelio
de las arterias pulmonares de los pacientes fumadores y pacientes
fumadores con EPOC en comparacién con sujetos sanos, que corrobora el

papel del humo de tabaco en la expresidn de ETg in vivo.

Hoy en dia los estudios centrados en conocer la funcién de los ETg en las
células endoteliales indican que poseen un papel protector, ya que su
estimulacién libera vasodilatadores y factores antiangiogénicos como el NO
y la PGl,

Se ha demostrado que los ratones knock-out ETg endotelial desarrollan una
fuerte sobre-presidn en el ventriculo derecho durante la hipoxia [243] y que
los ETg endoteliales eliminan la ET-1 de la circulacion sistémica del tejido
pulmonar.

En contraste con los ET,, los ETg son proteinas inducibles tanto en células
del musculo liso como en células endoteliales [244, 245]. Sin embargo, en la
hipertension pulmonar tromboembdlica y en hipertensiones pulmonares
derivadas de la esclerosis sistémica, asi como en condiciones inflamatorias,
la expresion de ETg estda sobre-expresada principalmente en las células
pulmonares del musculo liso arterial, donde el ETg media la contraccion y la
proliferacién de células musculares lisas [246, 247] contribuyendo a la
remodelacién pulmonar.

Por otra parte, el humo de tabaco también sobre-expresa los ETg en células

pulmonares del musculo liso arterial induciendo la contraccién de las
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arterias pulmonares [248]. Sin embargo, el papel del humo de tabaco en Ila
expresion de ETg y sus consecuencias funcionales en la funciéon endotelial

estd todavia por dilucidar.

En este trabajo nos hemos centrado en el efecto del humo de tabaco como
condicion inflamatoria, la cual puede representar la disfuncién endotelial
inicial que podria desarrollar hipertension pulmonar en pacientes con
EPOC. Hemos detectado que el EHT induce la sobre-expresidon de ETg en
CEAPHs y que ésta puede ser prevenida por bosentan (antagonista de
ETs/ETa), el BQ788 (antagonista selectivo del ETg), asi como por la inhibicion
de la Rho quinasa y ERO. Se sabe que el humo de tabaco induce Ia
activacion de la RhoA y la generacidon de ERO en las células endoteliales
dando lugar a una disfuncién endotelial [249-251], y que la generacion de
ERO puede sobre-expresar ETg [244]. Debido a que el EHT induce la
liberacién de endotelina [252], y la activacién de ETg induce la produccién
de ERO [33], parece razonable pensar que bosentan y BQ788 inhiban la
sobre-expresiéon de ETg inducida por el EHT. De hecho, detectamos un
incremento de la concentracién de ET tras la exposicion al EHT. Es mas, la
adicidn de anticuerpos monoclonales anti-ET-1 contuvo la sobre-expresion
de ETg inducida por el EHT. Este hallazgo fue confirmado por la evidencia de
que los ETg fueron sobre-expresados por la ET-1, sugiriendo que la sobre-
expresién de los mismos inducida por el EHT esta, en parte, mediada por un

mecanismo retroalimentacion proactiva.

Aunque la expresién de ETg en células endoteliales esta relacionado con
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efectos beneficiosos, su sobre-expresién en un contexto inflamatorio ha
sido poco examinada. Por este motivo hemos investigado el papel funcional
de la sobre expresién de ETg inducida por EHT en CEAPHs.

La permeabilidad endotelial puede ser un componente importante de la
patogénesis de la HP, debido a que ésta aumenta la infiltracién de células
inflamatorias en la pared de las arterias pulmonares, ensanchando de este
modo la tdnica intima y promoviendo el remodelado pulmonar. En este
sentido, se ha planteado la hipdtesis de que el desarrollo de alteraciones
estructurales y funcionales de las arterias pulmonares en pacientes con
EPOC estd relacionada con la invasion de células inflamatorias en la pared
vascular [90].

La GTPasa RhoA y la miosin quinasa MLCK juegan un papel clave en la
contraccién celular y la permeabilidad [253]. Por estudios anteriores
sabemos que la estimulacién de ETy induce la activacién de RhoA y la
liberacién de Ca*" intracelular, y ambos median la fosforilacion de MLC, que
aumenta la formacion de fibras de estrés de F-actina, la contraccion celular
y la permeabilidad [253, 254]. Ademas, la activacion selectiva de ETp

aumenta la extravasacién de albumina en los pulmones de cobayos [255].

En este estudio hemos observado que la sobre expresion de ETg inducida
por la exposicién al EHT en CEAPHs sensibiliza estas células a la exposicién
posterior con ET-1 exdgena. Por lo tanto, las células expuestas al EHT
mostraron una respuesta aumentada a una exposicién aguda a ET-1 en
respuestas asociadas con permeabilidad celular como el incremento de

[Ca2+]i, activacion de RhoA, fosforilacién de MLC, polimerizacién de F-actina
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y contraccién celular. Como la preincubacion con bosentan, BQ788 e
Y27632 reduce estos efectos y previene la sobre expresién con ETg,
sugerimos que la permeabilidad endotelial inducida por la ET-1 en células
expuestas al EHT en parte se encuentra mediada por la induccién de la

expresion del ETg,

Posteriormente, nos centramos en el efecto de la exposiciéon al EHT en
términos de liberacién de NO y TxA, inducida por ET-1. El equilibrio entre
mediadores vasodilatadores/vasoconstrictores es clave para la funcion
celular endotelial. En condiciones fisiolégicas, las CEAPHs liberan
principalmente los agentes vasodilatadores y anti-angiogénicos, NO y PGl,.
Sin embargo, en un contexto de dafo celular, este balance puede ser
alterado promoviendo la liberacién de vasoconstrictores [256]. Existen
sélidos indicios de que parte de la vasoconstriccion inducida por la ET-1
estd mediada por el aumento de la produccidn de TxA2, que, a su vez, estd
mediada por los ETg en el endotelio vascular [257]. Los ETg endotelial
pueden por lo tanto tener una doble funcidon, modulando tanto la
vasoconstriccion como la vasodilatacidn, y estos efectos podrian, a su vez,
ser modulados por las condiciones patolégicas que afectan la funcién
endotelial en si misma.

En este trabajo observamos que si exponemos las CEAPHs al EHT, éstas
guedan sensibilizadas produciendo menos NO y mas TxA, en respuesta a
picos agudos de ET-1. Por otra parte, este efecto fue atenuado por
bosentan, BQ788, Y27632 y NAC, lo que sugiere que los receptores ETg, Rho

quinasa y ERO estuvieron involucrados en este proceso.
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El hecho de que el HT inhiba la actividad de eNOS y reduzca la
biodisponibilidad de NO a través de la interaccidon del NO con las ERO para
formar peroxinitrito estd solidamente demostrado. Ademas, como vya
hemos comentado anteriormente, el EHT induce la RhoA y la activacién
secuencia abajo de la Rho quinasa, que puede fosforilar directamente eNOS
en Thr459 para suprimir la produccion de NO en el endotelio [251]. Las ERO
intracelular producidas por el EHT y ET-1 podrian explicar, en parte, el
desequilibrio entre la liberacién vasodilatadora / vasoconstrictora.

Por lo tanto, la produccion de ERO inducida por ET-1 fue mayor en CEAPHSs
expuestas al EHT, lo que sugiere que la sobre-expresién del ETz aumenté la
produccidon de ERO. Ademads, bosentan, BQ788, Y27632 y NAC bloquearon
por completo el efecto del EHT sobre la liberacién de ERO inducida por ET-
1. Como estos compuestos también frenaron la sobre expresiéon de
receptores ETg inducida por EHT, deberiamos concluir que las ERO
inducidas por ET-1 en las células expuestas al EHT esta mediada, al menos

en parte, por la sobre expresién de receptor ETs.

En resumen, nos gustaria proponer un modelo en el que el EHT induce la
sobre-expresion de ETz mediante un mecanismo de alimentacién positiva
mediada en parte por la liberacion de ET por parte de las células,
promoviendo la disfuncién de CEAPHs, la cual esta parcialmente atenuada
por el bloqueo de receptores ETg, Rho quinasa y ERO. Estos resultados
pueden aportar la evidencia in vitro que apoye el uso del bosentan en las

disfunciones endoteliales relacionadas con el humo del tabaco.
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Figura 53. Estudio I: La exposicion al extracto de humo de tabaco (EHT) de las células
endoteliales de arteria pulmonar humana (CEAPHSs) tiene como resultado un aumento de la
expresion de receptores de endotelina B (ETg) a través de la liberacidén de endotelina-1 (ET-
1). Bosentan, BQ788, Y27632 y N-acetilcisteina (NAC), evitan la sobre-expresion de ETg
inducida por el EHT. La sobre-expresion de ETg sensibiliza a las CEAPHs a la posterior
estimulacion con ET-1 exdgena lo que tiene como consecuencia el aumento de los niveles de
Ca2+, contraccion celular, aumento de la permeabilidad y una disfunciéon endotelial causada
por la disminucion de los niveles de éxido nitrico (NO) y aumento de los niveles de
tromboxano A2 (TxA,) y especies reactivas de oxigeno (ERO), lo que desembocard en un
aumento del remodelado vascular.
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ESTUDIO II

Con respecto al segundo estudio presentado en esta tesis doctoral

podemos sefialar que su relevancia se basa en dos supuestos principales:

1/ la exposicion crénica al HT es responsable del remodelado
vascular pulmonar y del desarrollo de la HP durante la progresién
de la EPOC[99]; ¥y

2/ el sistema de ET esta directamente implicado en el remodelado

pulmonar en pacientes con EPOC [196].

Los resultados de este estudio muestran que el antagonismo a receptores
de endotelina podria atenuar la proliferacidon y contraccion de las CMLAPHs
gue habia sido inducida por el EHT, asi como la tensién intrapulmonar de
pequeias arterias, por medio de una disminucién de la expresion de ET, y
de ETs. Esto sugiere que bosentan puede ser util en el tratamiento de
ciertas clases de HP en fumadores con EPOC [258, 259]. Por otra parte
también aportamos un mecanismo de accidon novedoso mediante el cual el
EHT incrementa la expresidon de los ETg a través de un mecanismo de
alimentacién positiva mediado por la liberacién de ET y la activacién de ERK
1/2, RhoA-GTP y ERO intracelular. Todas estas vias intracelulares fueron

atenuadas con el bosentan.
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El que nuestros resultados sean aplicables a la inhalacién de HT in vivo

depende de la aceptacion de que los componentes del HT alcancen el lecho

vascular

de las arterias pulmonares mads pequefias. Existen varias

observaciones refuerzan esta hipdtesis:

Los componentes del HT son transportados rdpidamente al torrente
sanguineo mientras se esta fumando (1 min.) (21), lo que sugiere la
existencia de un rdpido equilibrio a través de la superficie de
intercambio de gases.

Muchos de los componentes del HT son altamente hidrosolubles,
como el peroxinitrito (considerado como un potente agente de
remodelacidn de las arterias pulmonares) [260], lo que les permite
disolverse facilmente en el revestimiento alveolar y el liquido
intersticial.

El intercambio gaseoso producido durante el proceso respiratorio
se encuentra demostrado en vasos pulmonares de hasta 3mm
[261], por lo tanto el HT podria tener acceso a las arterias
pulmonares mas pequefas. En nuestros experimentos obtuvimos
los mismos resultados tanto en células obtenidas de arterias de
3mm como en pequeias arterias intrapulmonares de 100um de
diametro interno (experimentos realizados con cortes de precision).
Después de fumar, los componentes del HT se encuentran en la
circulacion sanguinea durante varias horas [262], lo que permite la
exposicion continua al lecho vascular pulmonar mientras se

produce la recirculacién.
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Es complicado estimar la concentracién de componentes del HT en el lecho
vascular. En este estudio hemos utilizado EHT a una concentracion del 2,5-
10%, que aproximadamente debe corresponder a la exposicién asociada al
consumo de 0,5-2 paquetes de tabaco al dia [237]; por lo tanto, nuestro

experimento refleja el significado bioldgico del habito de fumar.

Parece que el sistema ET tiene una gran importancia en el inicio y el
progreso del remodelado vascular pulmonar. De hecho, los niveles de ET-1
en el condensado del aliento exhalado y los niveles de ET-1 circulante estan
incrementados en pacientes EPOC con HP, y ambos estdn correlacionados
con la presién pulmonar sistélica [263]. Por otra parte, animales expuestos
a HT muestran un aumento en los niveles basales de ET-1 y contractilidad
vascular, lo que puede contribuir a la patofisiologia pulmonar asociada con
el HT [264].

Actualmente existen estudios realizados en arterias de ratas procedentes
de diferentes tejidos (como cerebro, mesenterio y rindn) que concluyen
que el EHT provoca una sobre-expresién de ETg y ET, mediante un
mecanismo que implica la activacion o fosforilacién de ERK 1/2, p38, c-Jun
N-terminal quinasa (JNK), proteina quinasa C y del factor nuclear kappa B
(NF-kB) [248, 265, 266]. Sin embargo, no existen estudios recientes sobre el
efecto del HT en la expresién de receptores de ET en arterias pulmonares

humanas.

En este estudio hemos observado por primera vez que el aumento de

proteina y de la expresién génica de ET, y ETg debida a la estimulacion con
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EHT puede ser contrarrestada por bosentan (antagonista dual) , asi como
por el antagonista selectivo de ET,, BQ123. Por el contrario, el antagonista
selectivo de ETg, BQ788, sélo impidio la sobre-expresion de ETg.

Este proceso lo podemos explicar, en parte, a través de un mecanismo de
retroalimentacién mediado por la liberacion de ET. En este sentido, el EHT
fue capaz de aumentar los niveles de ET en el sobrenadante, y éstos fueron
consiguientemente suprimidos por el bosentan y el BQ123 y, en menor
medida, por el BQ788. Aparentemente estos resultados serian contrarios a
los estudios previos consultados donde la exposicion a BQ788 y bosentan
aumentan el ARNm de ET-1 en células endoteliales [267]. Podriamos decir
que este efecto es debido a que los niveles extracelulares de ET-1
desaparecen via endocitosis de la ETg. De este modo, su bloqueo impide Ia
limpieza de ET-1 extracelular, induciendo la sobre-expresién de ET-1. Sin
embargo, los resultados observados en este estudio fueron obtenidos en un
contexto totalmente diferente. EIl HT aumenta la liberacién de ET en células
endoteliales y células de musculo liso de vias aéreas, tal y como se comenta

anteriormente [268, 269].

En este estudio, observamos que la liberacion de ET en CMLAPHs inducida
por el EHT fue mediada por un mecanismo que incluye la generacién de
ERO, fosforilacion ERK 1/2 y la activacion de RhoA-GTP. Este mismo
mecanismo es el que observamos en el estudio anterior en células
endoteliales de arteria pulmonar [270].

Debido a que este bloqueo de receptores de ET es capaz de atenuar las ERO

inducidas por el HT, la fosforilacion de ERK 1/2 y la activacion de RhoA-GTP,
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es razonable asumir que el antagonismo de receptores de ET inhibe Ia

liberacién de ET inducida por el HT.

Por otra parte, de igual forma que sucede con el EHT, al incubar con ET-1 las
CMLAPH también fueron capaz de aumentar la expresion de ETgy ETa, lO
gue confirma los resultados similares que obtuvimos en CEAPHs [270].

Con todo esto podriamos plantear una hipétesis:

Sabemos que las células endoteliales (CEAPHs) son el principal
reservorio de ET-1, por lo tanto, al exponerlas al HT se produce un aumento
de ET-1. A su vez esta ET-1 puede interactuar con las células del musculo
liso (CMLAPHSs) provocando asi un aumento de la expresién de receptores
de ET. Por lo tanto, no se puede descartar un efecto directo de la ET-1 en la

sobre-expresion de receptores de ET en CMLAPHs inducida por el HT .

También queremos resaltar el hecho de que la estimulacién con ET-1
conduce a una elevada expresion de ET,, comparandolo con la expresion de
ETA que se produce ante la exposicidn al EHT (esto lo podemos observar
comparando la figura 46 A con la figura 47 C).

Por lo tanto, ya que podemos decir que la expresiéon de ET, estd inducida
habitualmente por la ET-1, podriamos decir que la nula eficacia del BQ788 a
la hora de bloquear la expresién de ET, inducida por el EHT puede deberse

a este bajo efecto en la liberacién de ET inducida por el EHT.

Es conocido que las ERO intracelular podrian activar varias secuencias

intracelulares, como la PKC, diferentes quinasas mitogénicas (p.e. ERK 1/2,
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p38 y INK) y factores de transcripcién (p.e. NF-kB) [271]. De hecho, estudios
recientes han mostrado que todas estas secuencias estan implicadas en la
expresion de ET, y ETginducido por el EHT en arterias basilares de rata [265,
266]. Ademas, tanto el EHT como la ET-1 activan la reduccién del complejo
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa para producir ERO
intracelular [272, 273]. De manera interesante, tanto las especies de
oxigeno del EHT (H,0,) como las ERO intracelular median la liberacién de
ET-1 a través de la liberacidén de ET,, ya que fue mostrado que el BQ123 los

inhibe en CMLAPs fetales [273].

En este estudio hemos visto como el antioxidante NAC, el bosentan y el
BQ123 atenuaron la producciéon de ERO inducida por el EHT, y la sobre-
expresion de ET, y ETg. En contraste, el BQ788 no influencié los niveles de
ERO y ET, inducido por el EHT. Estos resultados deben explicar, en parte, la
ausencia de efecto de BQ788 sobre la expresién de ET, inducida por el EHT.
Sin embargo, el PD98059, inhibidor de ERK1/2, si que logré atenuar la
expresion de ET, y ETg inducida por el EHT (figura 2A) y por la ET-1 (figura
2C), lo que estd de acuerdo con estudios previos en modelos animales [248,
265].

En este sentido, el bosentan, BQ123 y en menor medida, BQ788 evitaron la
fosforilacion de ERK1/2, poniendo de relieve por tanto el papel de ERK 1/2

en la sobre-expresién de receptores de ET inducida por el EHT.

Es conocido que en pacientes fumadores que padecen EPOC se encuentra

aumentada la expresion de Rho-GTP asi como la ruta aguas abajo del factor
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Rho-quinasa, el cual se encuentra involucrado en la disfuncién endotelial, la
contractilidad vascular y el remodelado vascular [274].

Tal y como mostramos en el primer estudio de esta tesis con las CEAPHs
[270], la habilidad del EHT para incrementar la actividad de la RhoA-GTP fue
bloqueada mediante el tratamiento con bosentan, BQ123 y en menor
medida, con BQ788. Ademds, el Y23670, inhibidor de la Rho-quinasa, frend
la sobre-expresion de ET, y ETg inducida por el EHT y por la ET-1, lo cual
implica la activacion de la RhoA-GTP en el proceso de la expresion de

receptor de ET.

Durante el transcurso del remodelado vascular, la proliferacion de CMLAPs
contribuye al aumento del espesor de la intima. En estudios anteriores nos
decian que existe relacién entre el HT y la proliferacion vascular de células
del musculo liso [275], mediante un mecanismo que implica la activacion de
ERK 1/2.

En este estudio, observamos que bosentan, BQ123 y el BQ788 evitaron la
proliferacién de CMLAPHs en un proceso que implica a ambas formas del
receptor de ET. Sumado a esto, la proliferacion de las CMLAPHs estuvo
mediada por la activacion de ERO intracelular, ERK 1/2 y la Rho-quinasa, asi

como por la accién autocrina de la ET.

2+ . . /
Con respecto a la [Ca”’];, en experimentos previos, se concluyé que la
exposicion al EHT aumenta significativamente la concentracién de [Ca®'];
inducida por pulsos agudos de ET-1. Una investigacion mds profunda reveld,

de acuerdo con que la expresidon de ET, y ETg es inducida por el EHT, la
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eficacia inhibitoria de bosentan, BQ123 y BQ788 en los resultados derivados

del EHT.

Basandonos en estos resultados in vitro que hemos obtenido, intentamos
traducir el efecto del EHT sobre pequefias arterias intrapulmonares
mediante un modelo de cortes de precisién del pulmdn. Tal y como se
explica anteriormente, sabemos por estudios previos al nuestro que el
remodelado vascular de arteria pulmonar se produce en pequefios vasos
intrapulmonares de resistencia (<3mm) y arterias precapilares (de diametro
interno ~20mm), los cuales forman parte del lecho vascular pulmonar
responsable de la elevada presion observada en la HP [209].

En este estudio, encontramos que en cortes de precision realizados en estas
pequeias arterias intrapulmonares, tanto en las CMLAPHs como en las
CEAPHs, tras la exposicion al EHT se encontraban sobre-expresados ET, y
ETs. Ante este fendmeno bosentan y, en menor medida BQ123 inhibieron
la sobre-expresién de dichos receptores, mientras que BQ788 sdlo atenud
la sobre-expresidon de ETg, lo cual se corresponde con los datos celulares
gue obtuvimos in vitro.

Como resultado de la sobre-expresidon de receptores de ET inducida por
EHT, se observd que estimulos agudos posteriores con ET producian un
incremento en la contraccién arterial pulmonar. Este efecto fue bloqueado
por bosentan y, en menor medida, por BQ123 y por BQ788. Estos
resultados deben ser considerados como un modelo de aproximacion de

condiciones in vivo, ya que encontramos que en arterias pulmonares
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aisladas de pacientes fumadores y que padecen EPOC se produce sobre-

expresion de ET,y ETg.

A pesar de las secuencias mecdnicas noveles estudiadas en este articulo,
somos conscientes de las limitaciones del estudio:

* En primer lugar, hemos llevado a cabo un modelo de exposicion
aguda al EHT (24h), pero el deterioro progresivo de la
hemodindmica pulmonar en humanos estd inducida Unicamente
por la exposicion crénica al HT durante muchos anos.

* En segundo lugar, los estudios in vitro no son siempre
representativos de los resultados in vivo, ya que un numero de
sustancias son liberadas por el HT y contrarrestan diferentes tipos
celulares a la vez; por consiguiente, los resultados observados en
CMLAPHSs aisladas pueden ser diferentes in vivo.

* En tercer lugar, a pesar de que hemos detectado una sobre-
expresién de receptores de ET en arterias pulmonares de pacientes
fumadores y pacientes con EPOC, ninguno de ellos mostraron HP,
asi que si pacientes con EPOC que padecen HP poseen una sobre-
expresion de receptores de ET o si el bosentan atenua la sobre-

expresién de dichos receptores in vivo queda como incognita.

Los resultados de este estudio indican que el bosentan, antagonista dual de
receptores de ET, efectivamente disminuye la sobre-expresidon de dichos
receptores provocada por el EHT en las CMLAPHs y pequefias arterias

intrapulmonares. Este efecto inhibitorio directo podria explicar los efectos
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beneficiosos del bosentan en ciertas formas de HP desproporcionada en

pacientes con EPOC.

ET-1 Ca*24

agudo
ETh Contraccioén Celular

7 ETg (inducible)

4 Contraccidn Arteria
Pulmonar

ERK1/2
#ET, RhoA ,
AET, ERO
4 ERO
4 RhoA
4 ERK1/2 Proliferacién de Musculo Liso

Figura 54. Estudio IlI: El extracto de humo de tabaco (EHT) produce la sobre-expresién de los
receptores de endotelina Ay B (ET5 y ETg) en células de musculo liso en arteria pulmonar
humana (CMLAPHs). Dicha sobre-expresiéon esta mediada por un mecanismo de
retroalimentacién positiva activada por la endotelina-1 (ET-1), asi como por la activacién de
ERK 1/2, RhoA-GTP y especies reactivas de oxigeno (ERO). Los antagonistas duales de los
receptores de endotelina (ETRs) bosentan, asi como los antagonistas especificos de los
receptores ET, y ETg, reducen la sobre-expresion de lo ETRs inducida por EHT. Este hecho
atenua la proliferacién y contraccion de CMLAPHSs, asi como el aumento de la tension

pulmonar de pequefias arterias inducida por pulsos agudos de ET-1.
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La exposicién al HT aumenta la expresién de ETg en células CEAPHs

a través de la liberacidon de ET-1.

Bosentan y BQ788 evitan la sobre-expresion de ETg inducida por el

EHT.

La sobre-expresién de ETg sensibiliza a las CEAPHs a la posterior
estimulacién con ET-1 exégena. Como consecuencia de este efecto
se produce un aumento de loa niveles de Ca*" intracelular,
contraccién celular, aumento de la permeabilidad y una
disminucién de los niveles de NO y aumento de TxA2 y ERO, que

desemboca en un aumento de la disfuncién endotelial pulmonar.

La sobre-expresion de ETg inducida por EHT también se encuentra,
en parte, mediada por la actividad de RhoA y la producciéon de ERO.
Y esta accion fue completamente inhibida por bosentan y BQ788, lo
gue nos demuestra que en un contexto inflamatorio, como la
exposicion crénica al HT, la sobre-expresion de ETg potencia la

disfuncion endotelial inducida por ET-1.

Encontramos sobre-expresion de ETz en endotelio de arterias
pulmonares de pacientes fumadores y pacientes fumadores EPOC,
mientras que no detectamos este fendmeno en pacientes sanos.
Esto puede corroborar el papel del HT en la expresién de ETg in

vivo.
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La exposicidn crdénica al HT es responsable del remodelado vascular
pulmonar, y el sistema ET estd directamente implicado en el

mismo.

El EHT incrementa la expresién de ETRs en CMLAPHSs a través de un
mecanismo de alimentacién positiva, mediado por la liberacién de
ET, la activacion de ERK 1/2, RhoA-GTP y ERO intracelular. Todas

estas vias son inhibidas por bosentan.

El antagonismo de ETRs inhibe la liberacién de ET inducida por el
EHT debido a una atenuacién de la produccién de ERO inducida por

el EHT, la fosforilacién de ERK 1/2 y la activacion de RhoA- GTP.

La reduccion de la sobre-expresién de ET, y ETg mediante farmacos
antagonistas a receptores de ET, atenda la proliferacion vy
contracciéon de las células musculares, asi como la tension de
arterias pulmonares de pequefio calibre responsables del desarrollo
de HP. Este fendmeno sugiere que el bosentan podria ser util en el
tratamiento de ciertas clases de HP en pacientes fumadores con

EPOC.
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El Dr. Guillermo Sdez Tormo, Presidentc de la Comisién de Investigacién del
Hospital General Universitario de Valencia

INFORMA

Que la Comision de Investigacién de este Centro, tras revisar el Proyecto de
Investigacion titulado “Estudio funcional de los receptores de endotelina en arteria
pulmonar humana", presentado a la convocatoria de Ayudas a la Investigacién Separ
2009, cuyo investigador principal es ¢l Dr. Gustavo Juan Samper.

CONSIDERA

Que dicho proyecto refine las condiciones de necesidad, oportunidad y viabilidad de
las tareas de investigacion propuestas, el plan de recepcion ¢ integracién del
candidato y el valor afladido para este centro, por lo que

ACUERDA

Informar favorablemente la solicitud para su realizacién.

Lo que firmo en Valencia, a 21 de enero de 2010

Ly ﬂu A l(?’l.u)

Fdo. Dr. Guillermo Séez Tormo
Presidente de la Comision de Investigacién
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Consorcio Hospital General Universitario de Valencia
Comité Etico de Investigacion Clinica
APROBACION PROYECTOS DE INVESTIGACION
- ANEXO 11 -
Este CEIC tras evaluar en su reunion de 18 de febrero de 2010 el Proyecto de Investigacion:
Titulo: o
"Estudio funcional de los receptres de endotelina en arteria pulmonar humana"

LB Dr. Gustavo Juan [ ServiciolUnidad | Neumologia

Acuerda respecto a esta documentacion: -

- Que el Proyecto de Investigacion y Hoja de Informacion al Paciente y Consentimiento Informado presentado a
la convocatoria SEPAR relinen las condiciones exigidas por este CEIC, por tanto se decide su APROBACION.

Los miembros que evaluaron esta documentacion:

| Presente
Presidente Dr. Severiano Marin X
Vocales | D. Emeslo Bataller ‘ X
| D. Ale};ﬁéro Moner :
D. Germén Garcia X
Dr. D. José Manuel Iranzo '
Dr. D. Miguel Amengot )
Dr. D. Julio Cortijo X
Dra, Dfia. Elena Rubio ' X
Dr. D. Gustavo Juzn o
Dra. Pilar Blasco X
Dria. M® Teresa Jarefio
Dra. M José Safont
' Dr. José Luis Fayos X
Dr. Agustin Herrera -
Dra.AnaBlasco X
Dr. Antonio Maflpteﬂ
Dr. Aurelio Quesada
Dr. Guillermo Saez
Dr. Feo. Javier Cervera T x
. ;Jqs-é_ Vee. Rbig Vila
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Consorcio Hospital General Universitario de Valencia

Secrelario

Lo que comunico a efectos oportunos:

! Dra»Amparo Perez
i

Comité Etico de Investigacidn Cliniea

| Dra Inmaculada Saez

' Dr. Alberlo Berenguer

Dfa. Encarna Domm'gur
Dra Paloma E§gqbar

Diia. M? Dolores Navarro

Dra. Ana M guez

|

| X
|

| X
L
[ x
[
| x

0. Dr. Sevena
EIC)

Marin (_Presiden(e

L/
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