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2.1 Definición de la enfermedad pulmonar obstructiva crónica  

 

La enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) es una enfermedad respiratoria 

frecuente, prevenible y tratable caracterizada por una limitación persistente al flujo aéreo que 

es habitualmente progresiva y no completamente reversible, y está asociada a una respuesta 

inflamatoria de las vías aéreas y del pulmón a partículas nocivas y gases (1) (GOLD 2021). 

 

El humo del tabaco es el principal factor de riesgo para desarrollar EPOC y contribuye a la 

inflamación neutrofílica y a los cambios estructurales en la vía aérea que suceden durante la 

progresión de la misma (2) (Sutherland E. 2004) entre los que destaca el atrapamiento aéreo, 

la limitación progresiva al flujo aéreo, la destrucción del parénquima pulmonar (enfisema) y 

la alteración en los mecanismos de reparación y defensa habituales que dará lugar a fibrosis 

de la vía aérea pequeña (1) (GOLD 2021). 

 

En la práctica clínica el diagnóstico de la EPOC se basa en el antecedente de una exposición 

crónica a humo de tabaco (más de 10 paquetes-año) u otros tóxicos inhalados, en la presencia 

de síntomas respiratorios compatibles (disnea y tos crónica con o sin expectoración asociada) 

y la demostración, en situación clínica estable, de una obstrucción crónica al flujo aéreo 

mediante una espirometría tras la prueba broncodilatadora (obstrucción definida como el 

cociente entre el volumen espiratorio máximo en el primer segundo (FEV1) y la capacidad vital 

forzada (FVC) inferior a 0,7; FEV1/FVC < 0.7) (1,3) (GOLD 2021, Miravitlles M 2021). Debemos 

tener en cuenta que este valor puede infraestimar la obstrucción en sujetos jóvenes o sobre 

diagnosticar a los de edad avanzada, ya que este cociente desciende fisiológicamente con el 

envejecimiento. Para evitar este problema se han propuesto varias soluciones, entre ellas 

emplear el límite inferior de la normalidad (LIN) para el cociente FEV1/FVC para establecer el 

diagnóstico de EPOC en edades extremas, ya que el LIN incorpora una corrección en función 

de la edad.  

Por tanto, para establecer un diagnóstico de EPOC es necesario cumplir estos tres criterios:  

• exposición previa a factores de riesgo,  

• síntomas respiratorios compatibles (disnea, tos +/- expectoración) 
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• y demostración de una obstrucción crónica al flujo aéreo en la espirometría post-

broncodilatación (3,4) (Miravitlles 2021, Miravitlles 2017).  

La EPOC se caracteriza también por la presencia de agudizaciones durante el curso de la 

enfermedad y por la frecuente asociación de comorbilidades que contribuyen al deterioro 

funcional, a la gravedad y al pronóstico de estos pacientes.  

 

En la actualidad, la EPOC no puede curarse, pero sí prevenirse con la deshabituación tabáquica 

y tratarse eficazmente controlando sus síntomas, disminuyendo su velocidad de progresión y 

disminuyendo el número de exacerbaciones con la intención de mejorar el pronóstico y la 

calidad de vida de los pacientes que la padecen.  

 

2.2 Impacto global de la EPOC 
 

2.2.1 Prevalencia de la EPOC en España 
 

Como ya se ha comentado, la EPOC es una enfermedad prevenible y tratable (1) (GOLD. 2021) 

y el tabaquismo es su principal causante en España. 

En la última actualización del estudio epidemiológico nacional EPI-SCAN II (5) (Soriano JB, 

2021) (realizado entre abril 2017 y febrero 2019) que determina la prevalencia de la EPOC en 

España, se concluye que la EPOC sigue siendo muy prevalente en nuestro país: estiman que 

tienen EPOC el 11,8% de españoles de 40 años o más (14,6% hombres y 9,4% mujeres) y esta 

prevalencia se incrementa con la edad en ambos sexos, hasta un máximo de 33,6% en 

hombres y del 23,3% en mujeres una vez alcanzados los 80 años (Figura 1). 
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Figura 1. Prevalencia de la EPOC en España. Distribuida por edad y  
género según el cociente FEV1/FVC < 0.7 o < al límite inferior de la  
normalidad (LIN, en inglés LLN: lower limit of normal) en mujeres  
y hombres. Figura tomada de la referencia 5  

 

 

Cabe señalar también, de los resultados obtenidos en este estudio, que el diagnóstico en 

mujeres ha aumentado en los últimos 10 años. Comparando con los datos publicados en el 

primer EPI-SCAN en 2009 (6) (Miravitlles M. 2009) la prevalencia de la EPOC en mujeres, según 

grupos de edad, ha seguido una evolución creciente sobre todo en aquellas mayores de 50 

años (4.5% vs 6.6% en las mujeres de 50-59 años, 7.6% vs 10% en las de 60-69 años y 10.8% 

vs 14.5% en las comprendidas entre 70-79 años) (5) (Soriano JB, 2021). Debido a las tendencias 

recientes de tabaquismo en mujeres y niños, además de los nuevos vapeadores y dispositivos 

de calentar el tabaco, es muy probable que se generen nuevos datos epidemiológicos en los 

próximos años que habrá que analizar de nuevo.  

Otro dato alarmante obtenido en este reciente estudio epidemiológico en España (5) (Soriano 

JB, 2021) es la elevada tasa de infradiagnóstico de esta enfermedad, que asciende al 74.7%, 

siendo mayor en mujeres que en hombres (80.6% vs 70.4%, p < 0.001). Por tanto la EPOC es, 

debido al infradiagnóstico, un claro ejemplo de que el problema podría ser mayor del 

objetivado debido a un efecto ¨iceberg¨ como se muestra en la figura 2 (7) (Lamprecht B. 

2015). 



 

 32 

 

Figura 2. Prevalencia de EPOC diagnosticada y no diagnosticada (criterio LIN)  
en el mundo, por edad y sexo. Figura tomada de referencia 7  

 

2.2.2 Prevalencia del tabaquismo en España 
 

El tabaquismo es el principal factor de riesgo de la EPOC, por tanto su prevalencia repercute 

de manera directa en los datos epidemiológicos de la enfermedad. La Encuesta Nacional de 

Salud de 2018 cifra la prevalencia de tabaquismo en nuestro país en el 22.1% de la población 

de 15 años o mayor. Con respecto a años previos siguen fumando más los hombres que las 

mujeres, aunque las diferencias son menores entre los jóvenes. El porcentaje de fumadores 

en hombres es de 25.6% y del 18.8% en mujeres. Cómo se muestra en la figura 3, el consumo 

de tabaco en los hombres sí que muestra una tendencia a la baja en los últimos 10 años, sin 

embargo en las mujeres el consumo no mejora y es la primera vez que este indicador no 

desciende desde 2014 (8) (Encuesta Nacional de Salud. España 2017). 

 

 

Figura 3. Prevalencia del tabaquismo en España por género desde 1993-2017.  
Encuesta Nacional de Salud. España 2017. Figura tomada de la referencia (8)  
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En España el tabaco causa la pérdida de un millón de años de vida cada año, y hay 28.766 

muertes anuales por EPOC (9) (Soriano JB. 2016).  

Estos datos nos deben hacer reflexionar sobre la importancia de intervenir sobre el 

tabaquismo cuanto antes para prevenir el desarrollo de enfermedad, hacer un diagnóstico 

precoz y mejorar el infradiagnóstico de la misma, contribuyendo a iniciar un tratamiento 

precoz en el que, sin duda, el abandono de tabaco debe ser un pilar fundamental. 

 

2.2.3 Morbilidad de la EPOC 
 

Las graves consecuencias de la EPOC en la salud del paciente afectan negativamente a su 

calidad de vida, ya que conlleva una importante morbilidad asociada de la que se derivan un 

aumento de visitas médicas en atención primaria, a urgencias y hospitalizaciones (1) (GOLD. 

2021).  

 

Los datos de morbilidad actuales apuntan a que la EPOC ocupará el séptimo lugar en el año 

2030 en cuanto a enfermedades con una mayor morbilidad y carga asistencial asociada (10) 

(Mathers CD. 2006). Esta morbilidad asociada a la EPOC aumenta con la edad, siendo 

considerada la enfermedad más cara de las enfermedades crónicas que afectan a pacientes 

de edad avanzada (11) (Global Burden of Disease Study (GBD) 2015).  

 

El carácter crónico y progresivo de la EPOC se ve alterado por episodios de empeoramiento 

clínico, que afectan negativamente a la progresión de la enfermedad, conocidos como 

exacerbaciones. Las exacerbaciones, frecuentemente desencadenadas por infecciones víricas 

o bacterianas, representan una amplificación de la respuesta inflamatoria. Durante estos 

episodios de agudización se produce una mayor hiperinsuflación y una reducción del flujo 

aéreo que contribuyen a una mayor disnea (12) (Parker CM. 2005). Además de esta variación 

en la disnea basal, también hay un aumento de tos y/o producción de esputo, suficientes para 

requerir un cambio en el tratamiento e incluso la hospitalización. Las exacerbaciones 

constituyen una de las principales causas de morbilidad relacionadas con la EPOC ya que 

aceleran la progresión de la enfermedad, empeoran el pronóstico y conllevan un gran coste 

económico (13) (Decramer M. 2012). De hecho, las hospitalizaciones debidas a episodios 
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agudos de exacerbación son responsables de la mayor parte del gasto relacionado con la EPOC 

(11)  (Global Burden of Disease Study (GBD) 2015). 

 

La afectación de la EPOC no es solo pulmonar, ya que se ha observado un estado 

proinflamatorio-inflamatorio sistémico característico que desencadena la aparición de 

diversas comorbilidades: enfermedad cardiovascular, disfunción y pérdida muscular, anemia, 

osteoporosis, problemas gastrointestinales y depresión o ansiedad (14) (Barnes PJ. 2009) 

(Figura 4). Actualmente se considera que el tabaco puede contribuir a la aparición y al 

empeoramiento pronóstico de estas comorbilidades asociadas. Estas comorbilidades, como 

ya se ha comentado, alteran el pronóstico de la enfermedad, aumentan el riesgo de ingreso 

hospitalario y de muerte y suponen más del 50% de los recursos consumidos por esta 

enfermedad (15) (Sinn D. 2006).  

 

 

Figura 4. Efectos sistémicos de la enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC).  
La EPOC se caracteriza por un componente pulmonar principal y también por una serie  
de efectos extra-pulmonares significativos que contribuyen a que sea considerada una  
enfermedad heterogénea con diversas manifestaciones clínicas, tanto pulmonares  
como sistémicas. En la figura se muestran las principales manifestaciones sistémicas  
así como los distintos órganos afectados. 

 

La enfermedad cardiovascular y el cáncer de pulmón son las principales comorbilidades de la 

EPOC (15) (Sinn D. 2006). De hecho, aunque la principal causa de mortalidad de pacientes con 

EPOC grave suele ser el fallo respiratorio (15) (Sinn D. 2006), las causas más comunes de 

mortalidad en los pacientes con EPOC leve y moderada son: enfermedad cardiovascular (25%), 
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cáncer de pulmón (20-33%) y otras causas (30%) (16) (Fabbri LM. 2008). Por tanto, la EPOC 

está muy asociada a la enfermedad cardiovascular, en concreto a la insuficiencia cardiaca 

crónica y existen evidencias que apuntan al valor del FEV1 como un marcador importante de 

morbi-mortalidad, particularmente cardiovascular (16) (Fabbri LM. 2008). 

 

2.2.4 Mortalidad global de la EPOC 
 

Esta enfermedad es una de las más prevalentes a nivel mundial y ocupa el cuarto lugar entre 

las causas de muerte en los países desarrollados, sin embargo, en la actualidad, todavía no 

existe ningún tratamiento disponible que consiga su curación o detener su progresión.  

 

Por ello, la EPOC es la única de las enfermedades crónicas frecuentes cuya mortalidad no ha 

disminuido en los últimos 30 años, como ha hecho, por ejemplo, la de las enfermedades 

cardiovasculares. Se prevé que las muertes totales a nivel mundial por EPOC aumenten más 

del 30 % en los próximos 10 años, a menos que se tomen medidas urgentes para reducir los 

factores de riesgo subyacentes, especialmente el consumo de tabaco (11) (Global Burden of 

Disease Study (GBD) 2015). 

 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) pronostica que en el 2030 la EPOC será la tercera 

causa de muerte en todo el mundo, supondrá un 7,8 % de todas las muertes y el 27 % de las 

muertes relacionadas con el tabaco, solo superada por el cáncer (33 %) y por las enfermedades 

cardiovasculares (29 %).  

 

Además de estas cifras de mortalidad tan desalentadoras, se prevé que la prevalencia de la 

EPOC siga aumentando hasta bien entrado el siglo XXI debido a que hoy en día hay más 

personas fumadoras que en cualquier otro momento de la historia y a que los cambios 

demográficos actuales asociados al envejecimiento de la población favorecen el incremento 

de la prevalencia de la EPOC. En el momento actual más de 3 millones de personas mueren 

por EPOC al año, lo que supone el 6% de la mortalidad global por todas las causas y más del 

90% de estas muertes por EPOC se producen en países de nivel socioeconómico medio-bajo 

(17,18) (Institute for Health Metrics and Evaluation (IHME) 2019, World Health Organization 

(WHO) 2020) (Figura 5). 
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Figura 5. Tasa de mortalidad global por 100.000 habitantes (en ambos sexos y todas las edades)  
por EPOC desde 1990  hasta 2016 y su predicción hasta 2040. Figura tomada de la referencia 17 

 

 

2.2.5 Consumo de recursos de la EPOC 
 

La EPOC constituye un problema de salud pública de enorme y creciente importancia por ser 

una enfermedad tan prevalente y de carácter crónico, con elevada morbimortalidad de la que 

se deriva un elevado coste sanitario y social.  

 

En general, las enfermedades respiratorias crónicas representan el 6.3% de los YLD (years lived 

with disease, o años de vida con enfermedad) mundiales, y su mayor contribuyente es la EPOC 

(29.4% millones de YLD), seguida por el asma con 13.8 millones de YLD (11) (Global Burden of 

Disease Study (GBD) 2015). 

 

En la Unión Europea se estima que los costes directos de las enfermedades respiratorias 

suponen el 6% total de los costes sanitarios, de los que la EPOC supone más del 50% (19) 

(Carvounis CP. 2012).  

Para el análisis del gasto derivado de la EPOC, los costes se desglosan en tres apartados:  

• En primer lugar los costes directos (recursos consumidos), asociados al uso de recursos 

sanitarios, siendo el capítulo más importante los costes derivados de la exacerbaciones 
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graves que requieren hospitalización (84% del total de costes directos) (20) (Izquierdo 

JL. 2003). 

• En segundo lugar, los costes indirectos (recursos perdidos) relacionados con la pérdida 

de productividad, bajas e incapacidades laborales, etc.  

• Y por último los costes intangibles debidos a la pérdida de calidad de vida de los 

pacientes.  

A pesar de los avances médicos en su diagnóstico y tratamiento alcanzados durante la última 

década, la investigación sobe la carga global de esta enfermedad y sus costes asociados es 

deficitaria y se circunscribe mayoritariamente a estudios puntuales o locales y muchos de ellos 

desfasados. En particular en nuestro país, este ámbito ha estado poco desarrollado en 

comparación con otras enfermedades crónicas también asociadas al envejecimiento y el 

consumo de tabaco (20,21) (Izquierdo JL. 2003, Estrategia en EPOC del Sistema Nacional de 

Salud. 2009).  

 

Aún a pesar de ello, sabemos que el impacto que la EPOC genera sobre el Sistema Nacional de 

Salud en España es considerable. Según datos obtenidos para la  elaboración de la Estrategia 

en EPOC del Sistema Nacional de Salud (2009) (21), globalmente la EPOC consume el 2% del 

presupuesto de la sanidad pública española y supone un gasto que alcanza los 3000 millones 

de euros al año (0.2% del Producto Interior Bruto), incluyendo los costes directos, indirectos 

e intangibles que se distribuyen en gastos hospitalarios (40-45%), fármacos (35-40%), visitas 

médicas y pruebas diagnósticas (15-25%) (21) (Estrategia en EPOC del Sistema Nacional de 

Salud. 2009).  

 

2.2.6 Aproximación al tratamiento farmacológico de la EPOC en fase estable 
 

Sin profundizar en el tratamiento que más adelante se abordará en el apartado 

correspondiente, sí que parece oportuno recordar brevemente en este apartado 

introductorio, que pretende contextualizar la importancia de seguir investigando en esta 

enfermedad, cuáles son sus objetivos, los fármacos utilizados y sus indicaciones, para poner 

en relieve sus principales carencias.  
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Los objetivos generales del tratamiento de la EPOC se resumen en:  

• Reducir los síntomas de la enfermedad,  

• Disminuir la frecuencia y gravedad de la exacerbaciones, 

• Mejorar la calidad de vida y  

• Mejorar la supervivencia  (3) (Miravitlles M. 2021). 

Recordando la definición de EPOC: se trata de una enfermedad caracterizada por una 

limitación del flujo aéreo persistente, que suele ser progresiva, y que se asocia con una 

respuesta inflamatoria crónica de las vías aéreas y del pulmón a partículas nocivas y gases  (1) 

(GOLD. 2021).  

Los broncodilatadores de acción prologada (BDLD) son el pilar del tratamiento de la EPOC, 

pero no modifican significativamente el proceso patológico subyacente. Lo que sí consiguen 

es aliviar los síntomas y prevenir las exacerbaciones, pero pocos avances se han logrado para 

prevenir el deterioro funcional progresivo de esta enfermedad o disminuir la mortalidad.  

 

La guía española de manejo de la EPOC en su última actualización (3) (Miravitlles M. 2021) 

recomienda el empleo de BDLD como primera línea de tratamiento, solos o en combinación 

de familias farmacológicas (LABA, beta agonistas de acción prolongada, y LAMA,  antagonistas 

muscarínicos de acción prolongada), y reserva el empleo de combinaciones de LABA con 

corticoides inhalados (CI) para aquellos pacientes de alto riesgo con fenotipo exacerbador (dos 

o más exacerbaciones al año tratadas de forma ambulatoria o al menos una exacerbación al 

años que haya precisado ingreso hospitalario) que asocien eosinofilia periférica (> 300 

eosinófilos/mm3) en fase clínica estable, o bien cuando coexistan datos de fenotipo mixto 

EPOC - asma, independientemente del nivel de gravedad.  

 

La estrategia global para el manejo de la EPOC (1) (GOLD. 2021) coincide en posicionar a los CI 

asociados a BDLD como tratamiento de  pacientes con EPOC moderado-grave que sufren 

agudizaciones frecuentes.  

 

Esta limitación en el uso de esteroides en la EPOC viene motivada por numerosos estudios que 

han demostrado que la inflamación neutrofílica característica de esta enfermedad es 
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corticorresistente (22–24) (Barnes PJ. 2004, 23; Roche N. 2011; Boardman C. 2014) como más 

adelante se desarrollará.  

 

En la actualidad, como ya se ha comentado, la EPOC no tiene un tratamiento eficaz en 

términos de curación, pero sí puede prevenirse evitando la exposición al humo de tabaco 

fundamentalmente y tratarse eficazmente con los fármacos referidos para controlar sus 

síntomas, disminuir su velocidad de progresión y el número de exacerbaciones con la 

intención de mejorar el pronóstico, la calidad de vida y disminuir la mortalidad de las personas 

que la sufren. En los últimos años este abordaje multidimensional empieza a dar beneficios en 

términos de supervivencia pero todavía nos queda mucho camino por recorrer.  

 

Esta preocupante situación obliga a profundizar en el conocimiento de la patogenia de esta 

enfermedad para el desarrollo de nuevas líneas de investigación que permitan mejorar el 

tratamiento y el pronóstico de esta enfermedad. 

 

2.3  Etiopatogenia de la EPOC 
 

Los pulmones humanos contienen una rica red de fibras constituidas por elastina y otras 

proteínas de la matriz que confieren integridad estructural y elasticidad a las paredes 

alveolares. La respuesta inflamatoria frente a la inhalación de partículas o gases y 

principalmente a los componentes del humo del tabaco pueden provocar un aumento de la 

actividad de proteasas o disminución de la actividad antiproteasa, así como un desequilibrio 

oxidante/antioxidante en los mecanismos del estrés oxidativo y finalmente una reparación 

pulmonar defectuosa. El final de todo este proceso es un remodelado que provoca 

alteraciones estructurales de la vía aérea y alteraciones destructivas del parénquima 

pulmonar, que originarán la obstrucción crónica al flujo aéreo y el enfisema pulmonar que 

caracterizan a la EPOC (25–27) (Hogg JC. 1968; Blundell R. 2004; Cosío BG. 2007) (Figura 6).  
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   Figura 6. Etiopatogenia de la EPOC. Figura tomada de  
referencia 27.  
 
 

 

2.3.1 Inflamación pulmonar en la EPOC 
 

Es conocida la reacción inflamatoria que acontece en la vía aérea como consecuencia de la 

inhalación de tóxicos contenidos en el humo de tabaco y otros gases nocivos. Las vías aéreas 

y el tejido pulmonar del paciente con EPOC muestran un patrón de inflamación bastante típico 

con aumento de neutrófilos, macrófagos, linfocitos T y linfocitos B.  

 

El patrón celular no es muy diferente en los fumadores sin EPOC, pero cuando aparece la 

obstrucción bronquial la concentración celular es significativamente más elevada. Existe, 

además, una diferencia en los tipos celulares en relación con el nivel de gravedad de la 

enfermedad, predominando los neutrófilos y células B en las formas más graves (28,29) 

(Barnes PJ. 2003, Hogg JC. 2004).  

 

Las primeras células que responden a la agresión del tabaco son los macrófagos alveolares y 

posteriormente los neutrófilos, reclutados por componentes del tabaco como la nicotina, que 

tiene una importante capacidad quimiotáctica de ambas células. Se ha descrito una clara 

correlación entre el grado de obstrucción de la EPOC y el aumento en el contenido celular de 

neutrófilos, macrófagos, linfocitos T y B (29) (Hogg JC. 2004).  
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Estas células inflamatorias desarrollan su capacidad de liberar proteasas, oxidantes y diversos 

mediadores de inflamación o citoquinas responsables de perpetuar la cascada inflamatoria e 

inducir la lesión tisular (Figuras 7, 8 y 9) (28) (Barnes PJ. 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

Figura 7. Principales células de inflamación y mecanismos implicados en la patogenia de la EPOC.  
Esta figura ilustra que la EPOC es una compleja enfermedad en cuya patogenia están implicadas  
múltiples vías inflamatorias que inician y potencian la progresión de la enfermedad.  

 

2.3.1.1 Papel de los neutrófilos en la EPOC 

 

Los neutrófilos son células de la primera línea defensiva del sistema inmunitario y sus 

funciones más importantes incluyen la fagocitosis de microorganismos patógenos y la 

regulación del proceso inflamatorio agudo. También constituyen una fuente de especies 

reactivas de oxígeno, de citoquinas pro-inflamatorias (como la IL-8), de mediadores lipídicos 

(como el leucotrieno B4 (LTB4)), de péptidos antibacerianos (como las defensinas) y de enzimas 

proteasas (como la elastasa del neutrófilo y la catepsina-G). 

 

Los neutrófilos son células efectoras clave en el desarrollo de la EPOC y juegan un papel 

esencial en la patogenia de la enfermedad.  

Son reclutados hacia los pulmones por factores quimiotácticos como la nicotina y por factores 

secretados por los macrófagos alveolares como el LTB4, IL-8 y el oncogene-α relacionado con 

el crecimiento (GRO-α), y al ser activados liberan a su vez (Figura 8):  

• aniones supeóxido (O2
-) y mieloperoxidasa (MPO) que potencian la respuesta 

inflamatoria y el estrés oxidativo, 
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• leucotrieno B4 (LTB4) e IL-8 que atraerán a más neutrófilos y amplificarán la respuesta 

inflamatoria, y  

• serinproteasas como la elastasa del neutrófilo, catepsina G y proteinasa-3, así como 

metaloproteinasas de la matriz (MMP-8 y MMP-9) que contribuyen a la destrucción 

alveolar y a la hipersecreción mucosa (28) (Barnes PJ. 2003). 

Citoquinas como el factor estimulante de las colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF) 

y el factor estimulantes de las colonias de granulocitos pueden aumentar la supervivencia del 

neutrófilo en el tracto respiratorio. 

El número de neutrófilos encontrados en biopsias bronquiales, lavado broncoalveolar y 

esputo inducido de pacientes con EPOC se ha relacionado con la gravedad de la enfermedad 

(30) (Di Stefano. 1998), así como con la rapidez de la pérdida de función pulmonar.  

 

El humo del tabaco puede ser responsable del aumento de la cantidad de neutrófilos 

circulantes y de la modificación de su capacidad de deformación para secuestrarlos en los 

capilares del pulmón  (31) (MacNee W. 1989). Una vez secuestrados, los neutrófilos se 

adhieren a las células endoteliales y migran al tracto respiratorio bajo el control de factores 

quimiotácticos como el leucotrieno B4 o la interleuquina 8 (IL-8).  

 

 

Figura 8. Papel de los neutrófilos en la EPOC. Figura adaptada de la referencia 28  
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2.3.1.2 Papel de los macrófagos en la EPOC 

 

Los macrófagos alveolares orquestan el proceso inflamatorio, tras ser activados por el humo 

de tabaco, atrayendo otras células inflamatorias (neutrófilos, monocitos y linfocitos CD8) a 

través de diversos mediadores:  

• A los neutrófilos a través de IL-8, GRO-α, LTB4 

• A los monocitos por la quimiocina selectiva de monocitos 1 (MCP-1), GRO-α, y  

• A los linfocitos CD8+ a través de la proteína inducible por interferón- (IP-10), la 

monocina inducida por el interferón- (Mig) y el quimiotáctico- de las células T 

inducible por interferón (I-TAC).  

 

A su vez, los macrófagos también participan en el desarrollo de enfisema mediante la 

liberación de enzimas elastolíticos (MMP-9 y 12, catepsinas K, L y S) y en el proceso de fibrosis 

a través de la liberación del factor de crecimiento transformante β (TGF-β).  

 

Los macrófagos también generan especies de oxígeno reactivo (ROS) y óxido nítrico (NO) que 

en conjunto forman peroxinitrito y pueden contribuir a la corticorresistencia de estos 

pacientes (Figura 9) como más tarde se abordará.  

 

El número de macrófagos es hasta 10 veces mayor en las vías aéreas, en el parénquima y en 

el lavado broncoalveolar de pacientes con EPOC, además también se relaciona con la gravedad 

de la enfermedad (30) (Di Stefano. 1998). Este aumento del número de macrófagos en 

fumadores y pacientes con EPOC parece ser debido al mayor reclutamiento de monocitos 

desde la circulación sistémica gracias al aumento de la quimiocina selectiva de monocitos 1 

(MCP-1).  
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Figura 9. Papel de los macrófagos en el EPOC. Figura adaptada de la referencia 28  

  
 

 

2.3.1.3 Mediadores de inflamación en la EPOC 

 

Como respuesta progresiva al humo del cigarrillo las células inflamatorias liberan proteasas, 

oxidantes y mediadores inflamatorios que desencadenan una reacción de estrés oxidativo que 

modifica la matriz extracelular haciéndose más sensible a las proteasas, generando infiltración 

neutrofílica e inactivando y disminuyendo los inhibidores de proteasas, como la 1 

antitripsina, y alterando así la reparación alveolar (Figuras 7, 8 y 9).  

Estas respuestas inflamatoria e inmunitaria se expresan a través de dos factores de 

transcripción clave que son el factor de transcripción κβ (NF-κβ) y la proteína activadora 1 (AP-

1) y a través de la liberación de citoquinas entre las que destacan la interleuquina 8 (IL-8), el 

factor de necrosis tumoral α (TNF-α), la interleuquina 1β (IL-1β) y el factor de crecimiento 

transformante β (TGF-β).  

Estos mediadores explican, entre otros, la proliferación de fibroblastos, la liberación de 

neutrófilos o la remodelación que se produce en esta enfermedad (32) (Wright JG. 2003). 

 

En la EPOC se ha demostrado que los mediadores de inflamación de especial importancia son 

TNF-α, IL-1β y TGF-β:  

• TNF-α o factor de necrosis tumoral α: es una citoquina proinflamatoria producida por 

muchos tipos celulares (macrófagos, células T y células epiteliales) que contribuye a la 

leucocitosis mediante la liberación de neutrófilos de la médula ósea e induce la producción 

de otras citoquinas como la IL-8 desde las células epiteliales respiratorias. Este factor 
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también induce la proliferación de fibroblastos, que provocan la transcripción de IL-8 a 

través del NF-κβ y aumenta la liberación de IL-8 del epitelio de las vías aéreas y de 

neutrófilos, además de activar a los macrófagos para producir metaloproteasas (MMPs). 

 

• IL-1β: la interleuquina 1β sintetizada por las células epiteliales y los macrófagos, junto con 

el TNF-α, participa en la respuesta inflamatoria reclutando más neutrófilos y estimulando 

la liberación de metaloproteasas y la respuesta de los linfocitos T.  

 

• TGF-β: es el factor de crecimiento más importante y tiene un papel multifuncional:  

participa en la proliferación de fibroblastos y de las proteínas de matriz a la vez que 

bloquea la degradación de la matriz reduciendo la síntesis de proteasas e incrementando 

la síntesis de inhibidores de las proteasas y favorece la reparación epitelial. Está presente 

en todos los procesos que conducen a la fibrosis. El TGF-β es fundamental en el proceso 

de transición que se desarrolla desde la respuesta inflamatoria inmune hasta la 

remodelación tisular  (33) (Blobe GC. 2000).  

 

2.3.2 Desequilibrio proteasas – antiproteasas 
 

Desde hace tiempo se ha propuesto en la patogenia de la EPOC un desequilibrio entre 

proteasas y antiproteasas endógenas que conlleva una destrucción del tejido conectivo 

pulmonar, en particular de la elastina del parénquima pulmonar, favoreciendo el desarrollo 

de enfisema.  

 

Las proteasas son proteínas elastolíticas generadas por varios tipos celulares (neutrófilos y 

macrófagos alveolares) activados por el humo del tabaco (34) (Suki B. 2003) y que además de 

degradar proteínas estructurales del pulmón, juegan un importante papel regulador en el 

proceso inflamatorio de la EPOC como ya hemos visto. (Figuras 7, 8, 9) 

Existen varios tipos de proteasas que se clasifican en función de su estructura bioquímica:  

• serinproteasas: elastasa neutrofílica, proteinasa 3, catepsina G, 

• cisteinaproteasas: catepsina-B, -H, -K, -L y -S, y  

• metaloproteasas de matriz (MMPs): MMP-1, -2, -3, -7, -8, -9, -12, -13, -14. 
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La elastasa neutrofílica (NE) es una serinproteasa secretada por los neutrófilos e inhibida por 

la 1-antitripsina en el parénquima pulmonar y es la principal responsable en el proceso que 

lleva a generar enfisema. Además de su papel como proteasa, la NE está también implicada 

en la hipersecreción mucosa y en la inducción de otras citoquinas pro-inflamatorias como la 

IL-8. La demostración de que la 1-antitripsina, principal antiproteasa endógena, puede 

inactivarse con la exposición al humo del tabaco ha puesto en relieve el papel de la NE en la 

etiopatogenia de la EPOC en fumadores con niveles de 1-antitripsina normales (28) (Barnes 

PJ. 2003).  

 

La catepsina-G y la proteinasa 3, producidas también por los neutrófilos, tienen propiedades 

similares a la elastasa neutrofílica y también son inhibidas por la 1-antitripsina.  

 

Las metaloproteasas de matriz (MMPs) son una familia de endopeptidasas secretadas al 

medio extracelular por varios tipos celulares (neutrófilos y macrófagos alveolares) en 

respuesta a la exposición al humo del tabaco y su activación se traduce en una alteración de 

la estructura tisular. Existe evidencia del papel de las MMPs en la patogenia de la EPOC: en el 

lavado broncoalveolar de pacientes con enfisema se ha demostrado un aumento en la 

concentración de MMP-1 y MMP-9 y un aumento de la actividad de ésta última  (35) 

(Betsuyaku T. 1999). Los macrófagos alveolares de los fumadores expresan más MMP-9 que 

los de los sujetos no fumadores y existe un incremento aún mayor en los macrófagos de los 

pacientes con EPOC (36) (Russell REK. 2002).  

 

La actividad de las proteasas liberadas por las células inflamatorias es inhibida por 

antiproteasas endógenas.  

La principal de todas ellas es la 1-antitripsina, potente inhibidor de las serinproteasas. 

Actualmente se reconoce que las múltiples variaciones genéticas de la 1-antitripsina 

producen la reducción de la concentración de la 1-antitripsina activa circulante (37) (Carrell 

R. 2002). La deficiencia que produce enfisema precoz mejor descrita es la tipo ZZ, en la que 

una única sustitución de un aminoácido (Gly342 ---> Lys) resulta en alteraciones estructurales 

de la 1-antitripsina que producen un fallo de su modificación postranslacional normal y una 

disminución de su secreción por los hepatocitos dando lugar a concentraciones plasmáticas 
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muy bajas (38) (Lomas D. 2002). La deficiencia de la 1-antitripsina ZZ es una causa rara de 

enfisema y representa < 1% de los pacientes, pero desde hace tiempo se ha propuesto que el 

humo del tabaco pueda oxidar a la 1-antitripsina produciendo un deterioro de su función 

antiproteasa y por consiguiente un aumento de la actividad de la NE (39) (Carp H. 1978). 

 

Los principales inhibidores fisiológicos de las MMPs son la 2-macroglobulina y los llamados 

inhibidores tisulares de MMP (TIMP-1, -2, -3, -4). La secreción de TIMP-1 por los macrófagos 

alveolares está aumentada en respuesta a estímulos inflamatorios, sin embargo se ha visto 

que este aumento está bloqueado en pacientes con EPOC, favoreciéndose la elastolisis (36) 

(RusselL REK. 2002).  

 

Sin embargo, el equilibrio proteasas/antiproteasas no explicaría por sí mismo el avance de la 

enfermedad siendo necesarias otras alteraciones en el mecanismo de reparación que deben 

seguir al de destrucción pero que hasta la fecha aún no están bien identificadas.  

 

2.3.3 Estrés oxidativo 
 

El estrés oxidativo se define como la lesión tisular, celular o molecular, producida por la 

liberación de radicales libres de oxígeno (ROS).  

 

El propio humo del cigarrillo contiene elevada concentración de ROS y las células inflamatorias 

y estructurales que se activan tras la exposición al humo del tabaco en las vías aéreas de los 

pacientes con EPOC, como neutrófilos, macrófagos, eosinófilos y células epiteliales  también 

producen ROS (40,41) (MacNee W. 2001, Núñez-Naveira L. 2007).  

 

Así, el humo del tabaco contiene y a la vez estimula la liberación de radicales libres de oxígeno 

(ROS), como el anión superóxido (O2
-) y peróxido de hidrógeno (H2O2) por parte de estas 

células inflamatorias. El O2
- y el H2O2 pueden interactuar en presencia de hierro libre para 

formar el radical hidroxilo (OH) altamente reactivo. El O2
- también se puede combinar con 

óxido nitroso (NO) para formar peroxinitrito (ONOO-) (42) (Beckman J. 1996), que como ya se 

ha comentado, parece contribuir a la corticorresistencia de estos pacientes (Figura 9).  
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Estos ROS estimulan una cadena de estrés oxidativo que juega un papel muy importante en la 

patogenia de la EPOC (Figuras 10, 11 y 12):  

• Además de causar lesión tisular, al inactivar los inhibidores de las antiproteasas como la 

1-antitripsina (43) (Taggart C. 2000), aceleran la metabolización de la elastina en el 

parénquima pulmonar,  

• son capaces de activar algunas de las vías de transcripción de señales 

dependientes de NF-κβ y AP-1 y también de las vías de señalización de las quinasas 

ERK (quinasa regulada por señal extracelular),  de JNK (Quinasa c-Jun N-terminal) y de 

protein-quinasa activada por mitógenos p38 (p38 MAPK) que, a su vez, activan genes 

que codifican mediadores de la inflamación, como TNF-, IL-8 y MMP-9, amplificando 

la respuesta inflamatoria neutrofílica (44) (Barnes, PJ. NEJM 1997). El factor de 

transcripción NF-κβ está activado en las vías aéreas y en los macrófagos alveolares de 

los pacientes con EPOC  y está aún más activado durante las exacerbaciones. (45) (Di 

Stefano A. 2002). Es muy probable que el estrés oxidativo sea un importante activador 

de este factor de transcripción en los pacientes con EPOC. (Figura 10) 

 

Figura 10. Activación de vías de señalización por el estrés oxidativo.  

 

• El estrés oxidativo también conduce a la oxidación de ácido araquidónico y a la formación 

de una nueva serie de mediadores prostanoides denominados isoprostanos, que pueden 

ejercer significativos efectos funcionales en la vía aérea, como broncoconstricción y 

exudación plasmática (46) (Janssen LJ, 2001).  
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Figura 11. El papel del estrés oxidativo en la EPOC. Las ROS del humo de tabaco y de células  
inflamatorias (macrófagos y neutrófilos) producen la disminución de antiproteasas favoreciendo la 

proteólisis, activan el NF-B que amplifica la respuesta inflamatoria, estimulan la hipersecreción mucosa 
y producen otros efectos directos sobre la función de la vías aéreas que favorecen la broncoconstricción.  

 

• Otro evento inducido por el estrés oxidativo que participa en la patogenia de la EPOC es la 

remodelación de las cromatinas, que mediante la activación de las histonas nucleolares 

permite el desenrollamiento del ADN dejando que los factores de transcripción, como el 

NF-κβ y ARN (ácido ribonucleico)-polimerasa accedan a la maquinaria transcripcional 

aumentando la expresión génica de los mediadores inflamatorios. Se sabe que este 

proceso es sensible a oxidantes y que está controlado por las histonas acetiltransferasas 

(HAT), que producen la acetilación de las histonas, y por las histonas desacetilasas (HDAC) 

que revierten la acetilación produciendo de nuevo el enrollamiento del ADN en una 

apretada estructura de cromatina que lleva a la supresión de la transcripción génica o 

silenciamiento genético. Se ha demostrado que la exposición al humo de tabaco reduce la 

actividad de la proteína histona desacetilasa 2 (HDAC-2) en los macrófagos alveolares de 

los fumadores (47) (Ito K. 2001) favoreciendo así la expresión génica de mediadores de 

inflamación. Este reducción de la  actividad y de la expresión de las HDAC-2 provocada por 

el estrés oxidativo, a través de la vía del peroxinitrito, es uno de los mecanismos 

propuestos para explicar la corticorresistencia en los pacientes con EPOC, como se 

explicará en el apartado correspondiente (48) (Barnes PJ. 2004). (Figuras 11 y 12).  
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Figura 12. Efectos del estrés oxidativo. Los ROS están presentes en el humo del tabaco y son producidos también por 
las células de la respuesta inmunitaria tras ser activadas por el humo del tabaco. Si su carga desborda los sistemas de 
destoxificación antioxidante, se produce estrés oxidativo, que produce daño tisular directo, altera la producción de 
citocinas y proteasas por neutrófilos y macrófagos, e inhibe los sistemas antiproteasa. También afecta a la acción de las 
deacetilasas (HDAC) y acetilasas (HAT) de las histonas, parte de la maquinaria de remodelación de la cromatina, 
bloqueando las HDAC y favoreciendo la acetilación y la configuración desarrollada de la cromatina. Esta configuración 
facilita el acoplamiento al ADN de factores reguladores de la maquinaria transcripcional e induce la expresión de genes 
proinflamatorios. Figura tomada de la referencia 41.  

 

• En esta reducción de la actividad de la HDAC-2 parece estar implicada también la 

activación de la vía de señalización de la fosfoinositol 3-kinasa (PI3K) por el propio estrés 

oxidativo. Las  fosfoinositol 3-kinasas (PI3K) son una familia de proteínas que catalizan la 

fosforilación del anillo hidroxilo en posición 3 (3-OH) de los fosfoinositoles (PIs) y generan 

segundos mensajeros que controlan múltiples vías de señalización intracelular como son 

la expresión y activación de mediadores inflamatorios, el reclutamiento de células 

inflamatorias, el funcionamiento de células inmunes, el remodelado de la vía aérea y se 

ha observado que participan también en la corticorresistencia de los pacientes con EPOC. 

Concretamente, el estrés oxidativo activa la fosfoinositol 3-Quinasa δ (PI3Kδ) (isoforma 

restringida fundamentalmente a los leucocitos), y esta fosforila otras quinasas en cascada, 

como Akt, provocando la inactivación de las histonas deacetilasas (HDAC2) por 

fosforilación (49) (Ito K. 2007). Estudios in vitro han demostrado que la inhibición de la vía 

PI3K mediante inhibidores no selectivos como LY-294002 es capaz de restaurar la 

insensibilidad a los corticoesteroides aumentando la actividad de la HDAC-2 en los 

pacientes con EPOC. (50) (To Y. 2010). Estos  datos muestran que la vía de la PI3K puede 

jugar un importante papel en la patogénesis de la EPOC y esta afirmación viene reforzada 
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por la observación de que la migración neutrofílica aberrante y disfuncionante 

característica de estos pacientes es corregida con la inhibición de la PI3Kδ (51). (Sapey E. 

2011). 

 

2.4  Fisiopatología de la limitación al flujo aéreo en la EPOC 
 

La enfermedad pulmonar obstructiva crónica es una de las pocas enfermedades respiratorias 

que incluye una afirmación sobre la función pulmonar en su definición: enfermedad 

respiratoria frecuente, prevenible y tratable caracterizada por una limitación persistente al 

flujo aéreo, que es habitualmente progresiva, y está asociada a una respuesta inflamatoria de 

las vías aéreas y del pulmón a partículas nocivas y gases (1) (GOLD. 2021). 

 

Probablemente el punto inicial es la inflamación de las vías aéreas provocada por la inhalación 

del humo del tabaco u otras partículas nocivas (como hemos visto en el apartado previo) y los 

eventos finales son la discapacidad física y la muerte prematura.  

En el proceso de desarrollo de la enfermedad, la limitación del flujo aéreo es un elemento 

central y en cierta medida el puente que conecta los defectos biológicos con los síntomas. En 

definitiva, la limitación del flujo aéreo es un mecanismo clave que determina la disnea, la 

discapacidad progresiva y la insuficiencia ventilatoria en los pacientes con EPOC (52). (Milic-

Emili J. 2000).  

 

El flujo aéreo viene determinado por el cociente entre: a) el gradiente de presión entre el 

alvéolo y la boca que va a generar la corriente de aire, y b) las resistencias de las vías aéreas 

que se oponen a la misma.  

 

La limitación crónica al flujo aéreo característica de la EPOC provoca una disminución del flujo 

espiratorio debido:  

• a la obstrucción de las vías respiratorias (por cambios inflamatorios en la pared 

bronquial consistentes en engrosamiento de la misma, hiperplasia muscular y fibrosis 

peribronquial que distorsionan y reducen el calibre de la luz de la vía aérea y por la 

alteración de la secreción y transporte de moco), que determina el incremento de las 

resistencias,  
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• y a una pérdida de la retracción elástica del pulmón y de las fijaciones alveolares que 

sostienen las vías aéreas pequeñas (produciendo enfisema) y que determina un 

incremento de la distensibilidad y una disminución de la presión de retroceso elástico 

o transpulmonar (53) (Thurlbeck W. 1991) (54) (Cosío M. 1999). 

 

En la práctica clínica con frecuencia se utilizan los términos limitación al flujo aéreo y 

obstrucción bronquial como sinónimos, pero ya hemos visto que no lo son y que tienen 

diferente significado en la fisiopatología de la EPOC.  

 

Las implicaciones clínicas de esta distinción entre limitación al flujo aéreo y obstrucción 

bronquial son:  

• la destrucción del parénquima pulmonar es esencialmente un fenómeno irreversible, 

mientras que la inflamación y la obstrucción bronquial pueden ser, hasta cierto punto, 

tratadas con fármacos antiinflamatorios y broncodilatadores;  

• la presencia de limitación al flujo aéreo es más relevante en la fisiopatología y la clínica 

de la EPOC (disnea, tolerancia al ejercicio, insuficiencia respiratoria, etc.) que la simple 

obstrucción de las vías aéreas.  

La limitación al flujo aéreo crónica produce un retardo en el vaciamiento pulmonar durante la 

espiración, primero durante niveles diferentes de esfuerzo hasta llegar a producirse en reposo 

conforme avanza la enfermedad, impidiendo una espiración completa y aumentando la 

capacidad residual funcional (FRC), dando lugar a lo que se conoce como hiperinsuflación 

pulmonar (55) (Calverley PM. 2005).  

 

La hiperinsuflación pulmonar viene definida por un incremento de la capacidad residual 

funcional (FRC) por encima de los valores predichos. La FRC es la cantidad de gas remanente 

en los pulmones y las vías aéreas al final de una espiración a volumen corriente. En los sujetos 

normales, la FRC se corresponde con el volumen de equilibrio elástico del sistema respiratorio, 

es decir, del volumen al cual la retracción elástica interna de los pulmones es contrarrestada 

por la retracción elástica externa de la pared torácica. En estas circunstancias, la FRC se 

posiciona alrededor del 40% de la capacidad pulmonar total (TLC). El acto de respirar insufla 

los pulmones por medio de la contracción de los músculos inspiratorios y la espiración se 
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produce pasivamente hasta la FRC por la retracción elástica almacenada durante la inspiración 

precedente (56) (Agostoni E. 1964).  

En los pacientes con EPOC, el volumen de equilibrio estático del sistema respiratorio se 

mantiene en un volumen pulmonar mayor que en los sujetos normales a causa de la 

disminución de la retracción elástica pulmonar de manera que el punto de equilibrio entre la 

retracción elástica pulmonar y de la caja torácica (el volumen de FRC) es mayor, alrededor del 

55-60% de la TLC.  

 

Esta hiperinsuflación pulmonar es la principal consecuencia de la limitación del flujo aéreo y 

tiene devastadoras consecuencias sobre la mecánica de la respiración. La respiración a un 

volumen pulmonar más elevado aumenta el trabajo ventilatorio y supone una carga adicional 

sobre los músculos inspiratorios cuya capacidad generadora de presión está deteriorada por 

la hiperinsuflación, al alterar la disposición geométrica del diafragma y la longitud-tensión de 

sus fibras (57) (Rochester DF. 1991).  

 

Con respecto a la repercusión clínica, como ya se ha comentado, esta limitación al flujo aéreo 

y su consecuencia directa, la hiperinsuflación pulmonar, son los mecanismos clave que 

determinan la disnea, la intolerancia al esfuerzo, la discapacidad progresiva y la insuficiencia 

ventilatoria en los pacientes con EPOC (52) (Milic-Emili J. 2000) (58) (Elbehairy AF. 2015). 

 

2.5 Participación del sistema colinérgico en la EPOC 

El sistema colinérgico o parasimpático desempeña un papel esencial en la regulación del tono 

bronquial al ser la principal inervación vegetativa de las vías aéreas en la especie humana (59) 

(Barnes PJ. 1987). Las fibras colinérgicas presinápticas parten de diferentes áreas del tronco 

cerebral y llegan a los ganglios parasimpáticos localizados en las paredes de las vías 

respiratorias a través del nervio vago, donde se produce la sinapsis neuronal y surgen las fibras 

posganglionares que inervan los diferentes tejidos diana: la musculatura lisa, manteniendo el 

tono de la vía aérea; las glándulas submucosas, estimulando la secreción de moco, y los vasos 

sanguíneos, produciendo vasodilatación. Los nervios parasimpáticos predominan en la vía 

aérea proximal y van disminuyendo hacia la vía aérea periférica. Todos los efectos del sistema 
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colinérgico están mediados por la acetilcolina (ACh), su principal neurotransmisor (59) (Barnes 

PJ. 1987). 

Desde el punto de vista estructural los receptores muscarínicos son receptores acoplados a la 

proteína G que es la que transduce la interacción ligando-receptor a una gran variedad de 

proteínas efectoras intracelulares como pueden ser distintas enzimas, canales iónicos, 

proteínas reguladoras o proteínas señalizadoras. Estos receptores acoplados a proteínas G 

forman parte integral de la membrana plasmática y estas proteínas G serían el componente 

intermedio del complejo ¨receptor-proteína G-efector¨ actuando como interruptores.  

Dentro de la familia de proteínas G se distinguen dos grandes subfamilias: las heterotriméricas 

y las monoméricas. La unión de un agonista muscarínico a su receptor va a desencadenar la 

activación de una proteína G heterotrimérica. Estas proteínas G heterotriméricas constan de 

tres subunidades (,  y ) y dependiendo del tipo de receptor muscarínico, la activación de 

un determinado subtipo de la subunidad  de la proteína G va a provocar una respuesta 

enzimática efectora distinta (Figura 13) (60) (Wettschureck N. 2005):  

• la activación del subtipo Gi → producirá inhibición de la adenilciclasa,  

• la activación del subtipo Gq/11  → activará a la fosfolipasa C (PLC) e inducirá la 

formación de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y de diacilglicerol (DAG) a partir de 

fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2). 
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Figura 13. Estructura de receptor muscarínico acoplado a proteína G. Conformación de siete segmentos 
transmembrana del receptor muscarínico (I-VII). La proteína G está inactiva en forma de trímero (,  y ) asociada 
a GDP (guanosín difosfato). Al intercambiarse el GDP por GTP (guanosín trifofato) se disocia el trímero activándose 

así la subunidad  de la proteína G. Dependiendo del subtipo de subunidad  activado la respuesta efectora será 
distinta.  

De los cinco subtipos diferentes de receptores muscarínicos (M1-M5) descritos, solo tres 

ejercen diferentes funciones fisiológicas y participan en el control del calibre de la vía aérea 

(M1, M2 y M3), su localización y funciones se recogen en la Tabla 1.   

• Los receptores ¨impares¨ M1, M3 y M5 están acoplados al subtipo Gq/11 de la subunidad 

 de la proteína G y su activación media la contracción bronquial activando la fosfolipasa 

C (PLC) que conducirá a la formación de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) necesaria para activar 

la secreción intracelular de calcio, 

• y los ¨pares¨ M2 y M4 están acoplados al subtipo Gi de la subunidad  de la proteína G y 

median la activación de la PI3K y la inhibición de la adenilciclasa con la consiguiente 

disminución en la formación de AMPc. (62) (Gosens R. 2006).  

No se ha estudiado la relevancia en las vías aéreas de los receptores M4 y M5, pero por su 

tipo de unión a la proteína G, el M4 sería similar al M2 y el M5 al M1 y M3.  
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Los receptores M1, localizados en los ganglios parasimpáticos, paredes alveolares y glándulas 

submucosas, actúan como facilitadores de la neurotransmisión liberando la ACh que actúa 

sobre los receptores M3 (figura 14). 

Los receptores M3 (acoplados al subtipo Gq/11 de la subunidad  de la proteína G) están 

presentes en el musculo liso y las glándulas submucosas y son los principales responsables de 

la broncoconstricción y la hipersecreción mucosa. Se encuentran fundamentalmente en el 

músculo liso de las vías aéreas grandes, pero también en las pequeñas y distribuidos por todo 

el pulmón. El antagonismo de este receptor M3 es el principal responsable del efecto 

broncodilatador producido por los fármacos antagonistas muscarínicos (figura 14) 

Por último, los receptores M2 que se encuentran en las terminaciones nerviosas colinérgicas 

(nervios posganglionares) actúan inhibiendo la liberación local de ACh, es decir que ejercen 

un feed-back negativo en la acción vagal (autorreceptor). Estos últimos, son los receptores 

más abundantes en el músculo liso bronquial donde también controlan la broncodilatación 

inducida por los β-adrenorreceptores, al inhibir la adenilciclasa. (61,62) (Barnes PJ 1993; 

Gosens R. 2006). El bloqueo de este receptor aumenta la liberación de ACh y puede producir 

broncoconstricción (figura 14). 

Para el tratamiento de la broncoconstricción en la EPOC el fármaco antimuscarínico ideal sería 

aquel que inhibiera solo los receptores M1 y M3 y respetara los receptores M2. 

 
Figura 14. Esquema de la inervación colinérgica en la vía aérea y localización de los receptores muscarínicos (M1, M2, M3). 
Los nervios parasimpáticos posganglionares M3 inervan el musculo liso y las glándulas de las vías aéreas. La ACh liberada 
activa los receptores M3 produciendo secreción de moco y broncoconstricción. Su acción sobre los recepctores M2 
presinápticos inhibe la liberación de más Ach.  
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   Tabla 1. Tipos de receptores muscarínicos en la vía aérea  

 

En condiciones normales existe una baja actividad tónica basal de la musculatura bronquial 

que depende del tono colinérgico. La actividad parasimpática aumenta a través de reflejos 

nerviosos vagales broncoconstrictores, que se desencadenan por la estimulación de las 

terminaciones sensoriales próximas a las células epiteliales. Los estímulos desencadenantes 

pueden ser diversos: inhalación de partículas, gases, aerosoles, aire frio o caliente, etc. Por 

tanto, los nervios colinérgicos constituyen la vía broncoconstrictora dominante en las vías 

aéreas en humanos. Tanto en el asma como en el EPOC existe una hiperreactividad bronquial 

a estos estímulos que parece deberse a un estado de hiperexcitabilidad a cualquier nivel del 

arco reflejo vagal.  

La broncoconstricción producida por estimulación vagal cumple una función fisiológica, ya que 

el aumento del tono de las vías aéreas ayuda a prevenir el colapso de aquellas vías aéreas que 

no tienen cartílago y mejora el tono de las vías cartilaginosas. Aunque la broncoconstricción 

produce obstrucción de la vía aérea, es necesario un pequeño aumento del tono del músculo 

para mantener las vías permeables, especialmente para evitar su colapso durante la 

espiración. No obstante, un excesivo aumento del tono colinérgico es el responsable de parte 

de la obstrucción de la vía aérea que se observa en los pacientes con EPOC (63)  (Brussaco V. 

2006) y el tono colinérgico aumenta a medida que se incrementa la gravedad de la 

obstrucción.   

Los fármacos antimuscarínicos bloquean de forma competitiva el efecto de la acetilcolina 

sobre los receptores de la musculatura lisa bronquial, por ello son especialmente útiles en el 

tratamiento de la EPOC ya que el tono colinérgico vagal parece ser el componente reversible 

del estrechamiento de la vía aérea en esta enfermedad (64) (Barnes PJ. 1995) (65) (Barnes PJ. 
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2000). La eficacia broncodilatadora dependerá́ del grado en el que el reflejo colinérgico 

broncoconstrictor contribuya al broncoespasmo de cada paciente concreto, por lo que son 

especialmente útiles en la EPOC, y esta actividad anticolinérgica se manifestará con 

independencia de cuál sea la causa de aumento del tono vagal (66) (Undem BJ. 2005). 

A diferencia de lo que sucede en el asma, donde la obstrucción de la vía aérea se debe a 

múltiples factores, la inhibición del tono muscular de la vía aérea puede ser el principal, si no 

el único, medio farmacológico de aumentar el flujo aéreo en pacientes con EPOC.  

El tono colinérgico puede estimarse indirectamente in vivo midiendo el aumento del FEV1 tras 

la administración de un agente anticolinérgico (o antimuscarínico). Utilizando este método, 

Gross et al (67) (1989) demostraron que el tono colinérgico aumenta en los pacientes con 

EPOC en comparación con los sujetos sanos, siendo el aumento del FEV1 directamente 

proporcional a la gravedad de la enfermedad. Este aumento del tono colinérgico puede 

abolirse con los antimuscarínicos y, dado que la resistencia depende de la cuarta potencia del 

radio, puede tener un impacto clínicamente importante en estos pacientes. Por ello los 

fármacos  anticolinérgicos pueden producir una broncodilatación igual o superior a la de los 

agonistas β2 en pacientes con EPOC. Además tienen un efecto favorable adicional bloqueando 

la hipersecreción mucosa.  

De este modo, los fármacos antimuscarínicos en la EPOC pueden producir un efecto clínico 

favorable a través de diversos mecanismos que incluyen un efecto broncodilatador, reducción 

de la hipersecreción mucosa y protección de la vía aérea frente a estímulos 

broncoconstrictores por ello son fármacos cruciales en el tratamiento de estos pacientes. 

2.5.1 Papel del sistema colinérgico no neuronal en la EPOC 
 

El término ¨sistema colinérgico no neuronal¨ se refiere a la síntesis o degradación de ACh y la 

respuesta a este neurotransmisor en células no neuronales. (68) (Wessler IK. 1998) 

 

A pesar de que la acetilcolina se ha considerado tradicionalmente como un neurotransmisor 

clásico, cada vez está más reconocido que la ACh puede también servir de molécula de 

señalización autocrina y paracrina. Es decir, la producción de acetilcolina en la vía aérea no 

solo está restringida al sistema nervioso parasimpático como hemos visto, sino que puede ser 
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secretada por múltiples células del sistema inmune innato (neutrófilos, macrófagos, basófilos, 

eosinófilos, mastocitos, células dendríticas) que expresan receptores muscarínicos 

funcionales y por células del epitelio bronquial, jugando un papel importante en la modulación 

de la respuesta inflamatoria (69–73)  (Wessler IK 2001, Wessler IK 2008, Racke K 2004, Fuji T 

2017, Koarai A, 2018). (Figura 15) 

 

Las células inmunes están dotadas de todos los elementos necesarios para constituir un 

sistema colinérgico independiente, como ACh, acetilcolinstransferasa (ChAT, enzima 

sintetizadora de ACh) y acetilcolinesterasa (AChE, enzima que hidroliza la ACh) y estas células 

además son capaces de expresar receptores muscarínicos y nicotínicos funcionales en 

respuesta a estímulos antigénicos, participando así en las respuesta inflamatoria (72) (Fuji T. 

2017).  

 

 

Figura 15. Sistema colinérgico no neuronal en la vía aérea y efectos inflamatorios de la acetilcolina (ACh) en la las células 
estructurales e inflamatorias. Figura tomada de la referencia 73. 
 

 

En este sentido parece interesante analizar en detalle el papel del sistema colinérgico no 

neuronal de los neutrófilos ya que es la célula efectora clave en la patogenia inflamatoria de 

la EPOC y objeto principal de este estudio.  
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2.5.1.1 Participación del sistema colinérgico no neuronal en la respuesta inflamatoria en 

la vía aérea de la EPOC 

 

Se sabe ya desde hace más de 40 años que los neutrófilos de sangre periférica tienen sitios de 

unión para agonistas muscarínicos como pilocarpina y antagonistas como atropina, lo que 

demuestra la presencia de receptores muscarínicos en estas células (74) (Dulis BH. 1979). 

Según los resultados de diversos estudios parece que el patrón de expresión de estos 

receptores muscarínicos es diferente en función de la patología inflamatoria subyacente. Así 

los neutrófilos de donantes sanos y pacientes con artritis reumatoide expresan los subtipos 

M3, M4 y M5 pero no M1 y M2 (75) (Bany U. 1999). 

 

Profita et al (76) (Profita M. 2005) analizaron los neutrófilos de esputo de pacientes EPOC, de 

individuos sanos fumadores y no fumadores y observó una sobreexpresión de M3 en 

pacientes EPOC con respecto a fumadores y a controles no fumadores y observó también que 

la incubación de estos neutrófilos con acetilcolina aumentaba significativamente la 

producción de leucotrieno-B4 (LTB4), activaba la vía p42/p44 MAPK y aumentaba la actividad 

quimiotáctica de neutrófilos en los pacientes EPOC con respecto a los otros dos grupos. Estos 

resultados son totalmente consistentes con un estudio que demostró que los macrófagos 

alveolares bovinos liberan moléculas quimiotácticas de eosinófilos, monocitos y neutrófilos 

en respuesta a la acetilcolina, con probablemente una participación predominante del 

leucotrieno B4 (77) (Sato E. 1998).  

La migración de estas células inflamatorias se ha visto que es dependiente de la activación de 

la vía de señalización de la fosfoinositol 3-kinasa (PI3K) a través de la estimulación de los 

receptores acoplados a la proteína G (78) (Thomas MJ. 2005) como los receptores 

muscarínicos M2.  

 

En esta línea, otro trabajo llevado a cabo con macrófagos alveolares de pacientes con EPOC 

demostró que en ellos existe un aumento en la expresión del transportador de ACh de alta 

afinidad, de acetilcolintransferasa, de transportador vesicular de ACh (VAChT) y de receptores 

muscarínicos M1, M2 y M3. En este trabajo la estimulación de los receptores M3 de los 

macrófagos promovió una elevada secreción de LTB4 por parte de los macrófagos alveolares 
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de los pacientes EPOC lo que sugiere el posible papel anti-inflamatorio de los fármacos 

antimuscarínicos (79) (Koarai A. 2012).  

Estas observaciones revelan claramente que la expresión regulada de los subtipos de 

receptores muscarínicos es una característica de las células inflamatorias que migran a las vías 

respiratorias en respuesta a diversos estímulos, aunque es necesario dilucidar el impacto 

funcional preciso de la expresión de estos receptores dinámicos en estas células (62) (Gosens 

R. 2006). 

 

Además de sus efectos directos sobre las células inflamatorias, la acetilcolina también puede 

desencadenar la liberación de quimiocinas y citocinas de las células estructurales. Las células 

del epitelio bronquial liberan quimiotáctico de eosinófilos, monocitos y neutrófilos en 

respuesta a la ACh (80) (Koyama S. 1992) (Figura 15). También se sabe que la acetilcolina 

induce la liberación de GM-CSF (factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos) 

de las células epiteliales bronquiales humanas mediante un mecanismo que involucra 

receptores nicotínicos (81) (Klapproch H. 1998).  

 

Otro efecto demostrado es que la exposición al humo del tabaco puede inducir secreción de 

acetilcolina por el sistema colinérgico no neuronal que mediará la secreción de IL-8 (potente 

factor quimiotáctico de neutrófilos) contribuyendo así a la inflamación neutrofílica crónica y 

al remodelado de la vía aérea de los pacientes EPOC (82,83) (Cortijo J. 2011; Gosens R. 2009). 

 

En resumen, en vista de los resultados de los estudios mencionados, los agonistas y 

antagonistas de los receptores muscarínicos en los neutrófilos tienen un efecto evidente en la 

regulación positiva o negativa de las respuestas innatas. Estos fenómenos impactan en la 

migración, la capacidad fagocítica, la degranulación, la generación de especies reactivas de 

oxígeno, la producción de citocinas y la expresión de moléculas de adhesión, lo que conduce 

a modificaciones sustanciales en la capacidad de los neutrófilos para participar en la respuesta 

inflamatoria de enfermedades como la EPOC. (84) (Covantes-Rosales CE. 2019) 

 

Todos estos hallazgos demuestran que existe una participación del sistema colinérgico no 

neuronal en la respuesta inmune innata en la vía aérea de los pacientes con EPOC.  
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Por todo ello es de esperar que los fármacos antimuscarínicos puedan tener un efecto 

antiinflamatorio e inhibir la progresión de la enfermedad regulando este proceso inflamatorio. 

Sin embargo el papel de los fármacos antimuscarínicos en la modulación de la respuesta 

inflamatoria en la vía aérea de los pacientes EPOC sigue pobremente estudiada, como se 

abordará más adelante.  

 

2.6 Diagnóstico y clasificación de gravedad de la EPOC 
 

El diagnóstico preliminar de sospecha de EPOC (1,3,4) (GOLD 2021, Miravitlles M. 2021, 

Miravitlles M. 2017) se basa en:  

• La exposición previa a factores de riesgo (humo de tabaco, polución ocupacional, 

urbana o doméstica, y  

• la presencia de síntomas respiratorios compatibles (disnea, tos +/- expectoración).  

El diagnóstico de EPOC siempre necesita ser confirmado mediante una espirometría forzada 

con test broncodilatador. Todas las guías nacionales e internacionales sobre evaluación y 

manejo de la EPOC (1,4) (GOLD 2021, Miravitlles M. 2017) indican que la medición del FEV1 

(volumen espiratorio forzado en un segundo) es el parámetro fundamental de la función 

respiratoria: 

• para confirmar el diagnóstico de EPOC, 

• clasificar la gravedad de la enfermedad, 

• y evaluar su progresión.  

El FEV1 se mide sobre la gráfica de flujo/volumen de una maniobra espiratoria forzada. Esta 

maniobra se registra desde el punto de máxima inspiración hasta la espiración completa a la 

máxima velocidad posible durante al menos 6-9 segundos para medir también la FVC 

(capacidad vital forzada).  

Se considera que existe obstrucción al flujo aéreo si el cociente FEV1/FVC es inferior a 0.7 tras 

el test broncodilatador independientemente de la edad, género, etnia, talla y peso y este será 

el parámetro diagnóstico de EPOC.  Las limitaciones obvias de un índice tan absoluto son bien 

conocidas (85)(Viegi G. 2000). Sin embargo existe un acuerdo generalizado acerca de la 

necesidad de una herramienta simple para el diagnóstico de EPOC, y para reducir el gran 

infradiagnóstico de una enfermedad cuyo impacto sobre la salud pública está claramente 

documentado como ya se ha tratado en apartados previos.  
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Así, hoy en día, todas las guías sobre la EPOC aceptan que el diagnóstico de EPOC se establece 

cuando se obtiene un cociente FEV1/FVC menor de 0.7 tras el test broncodilatador, y que su 

gravedad se clasifica en función del porcentaje del FEV1 previsto (FEV1 % prev). (Tabla 2) 

(Figura 16). 

                          Tabla 2. Clasificación de la gravedad de la obstrucción de la EPOC 

Grado de obstrucción FEV1 tras broncodilatador 

Leve – GOLD 1  80 % predicho 

Moderada – GOLD 2 50 %  FEV1 < 80 % predicho 

Grave – GOLD 3 30 %  FEV1 < 50 % predicho 

Muy grave – GOLD 4  < 30 % predicho 

  (1,4) En pacientes con FEV1/FVC < 0.7 post-broncodilatador 
 
 
 

  

  Figura 16. Curvas de flujo-volumen (FV) de pacientes con diferentes grados de EPOC.  
a) Leve (FEV1 previsto > 80%): b) Moderada (FEV1 prev 56%);  c) Grave (FEV1 prev 37%)  
d)  Muy grave (FEV1 prev 21%).  Línea negra triangular: curva FV prevista. F/V es: parte 
espiratoria de curva FV.  F/V in: parte inspiratoria de curva FV 

 

 

El test broncodilatador, que consiste en repetir la espirometría después de administrar un 

broncodilatador de forma estandarizada (400 mcg de salbutamol o 160 mcg de bromuro de 

ipratropio), permite objetivar la reversibilidad de la obstrucción. Se considera positiva si se 
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confirma un aumento del FEV1 > 200 ml y del 12 % del valor anterior a la broncodilatación. La 

reversibilidad de la obstrucción tras la prueba broncodilatadora es muy variable en la EPOC y 

con frecuencia se observan cambios a lo largo del tiempo. Por este motivo, en la actualidad, 

la existencia de una prueba broncodilatadora positiva no excluye el diagnóstico de EPOC ni 

confirma el de asma (4) (Miravitlles M. 2017). 

 

Tras la fundamental publicación de Fletcher y Peto en 1977 (86) (Fletcher C. 1977), sobre la 

historia natural de la limitación al flujo aéreo, la progresión de la EPOC se evalúa comúnmente 

por medio de la medición del declive anual de FEV1. Este declive está acelerado en fumadores 

y en pacientes EPOC en comparación con sujetos sanos (50-100 ml/año frente a 30 ml/año, 

respectivamente) (Figura 17). El abandono del tabaquismo retarda la tasa de declive del FEV1 

a cualquier edad (1,86) (GOLD 2021, Fletcher C. 1977).  

 

 

Figura 17. Curva de Fletcher  Peto. Declive del FEV1 en relación al consumo  
de tabaco en fumadores susceptibles. Figura adaptada de referencia 86  

 

2.6.1 Estratificación del riesgo  
 

Una vez confirmado el diagnóstico de EPOC y clasificado por gravedad en función del FEV1 

post-broncodilatador (Tabla 1) interesa valorar el nivel de riesgo. Se entiende como tal la 

probabilidad de que el paciente pueda presentar agudizaciones, progresión de enfermedad, 

futuras complicaciones, mayor consumo de recursos sanitarios o mayor mortalidad (3) 

(Miravitlles M. 2021).  

Los factores considerados para la evaluación de riesgo y su proceso de estratificación son algo 

distintos en la Guía Española de la EPOC (GesEPOC 2021) (3) con respecto al documento de la 

Global Initiative for Obstructive Lung Disease (GOLD)  (1) (GOLD 2021). 
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En la Guía Española de la EPOC (GesEPOC 2021) (3) los factores considerados para la 

evaluación del riesgo son (Figura 18):  

• FEV1 post-broncodilatador, 

• el grado de disnea medido por la escala modificada de la Medical Research Conuncil 

(mMRC) y  

• la historia de agudizaciones durante el último año.  

Todos los componentes de esta clasificación de riesgo han demostrado tener poder predictivo 

sobre la mortalidad (87) (Cabrera C. 2019), por tanto a mayor nivel de riesgo, mayor necesidad 

de intervenciones terapéuticas.  

 

 

Figura 18. Estratificación del riesgo de los pacientes EPOC según GesEPOC 2021.  
Figura tomada de la referencia 3  

 

La Global Initiative for Obstructive Lung Disease (GOLD) tras clasificar por gravedad al paciente 

en función del grado de obstrucción (FEV1 post-broncodiltador; GOLD 1, 2, 3, 4) (Tabla 2) 

propone, en su última actualización recientemente publicada (88) (GOLD 2023) estratificarlo 

en 3 categorías (A, B, E) en función de los siguientes parámetros (Figura 19):  

• el número de exacerbaciones en el último año,  

• el grado de disnea medido por la escala modificada de la Medical Research Conuncil 

(mMRC) y  
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• la puntuación en el Cuestionario CAT (COPD Assessment Test): cuestionario que evalúa 

mediante 8 items el impacto que, los síntomas relacionados con la EPOC, tienen en el 

estado de salud del paciente  (89) (Jones PW. 2009). 

 

 

Figura 19. Estratificación del riesgo de los pacientes EPOC según GOLD 2023  
Figura tomada de la referencia 88  

 

Los principales objetivos de clasificar la gravedad y estratificar el riesgo de los pacientes EPOC 

serán ayudar a decidir cuál es el tratamiento de inicio más adecuado y, en controles 

posteriores, evaluar el grado de control sintomático, la estabilidad clínica y funcional y en 

función de estos parámetros modificar el tratamiento en caso necesario (1,3,4,88) (GOLD 

2021, Miravitlles M. 2017, Miravitlles M. 2021, GOLD 2023).  

 

2.7 Exacerbaciones en la EPOC  
 

El curso clínico de la EPOC se caracteriza por presentar episodios agudos de inestabilidad 

clínica en los que se produce un empeoramiento mantenido de la sintomatología respiratoria 

cuya intensidad va más allá de la variabilidad inherente a esta enfermedad y que precisan de 

una modificación de la medicación habitual. Estos episodios, que varían en gravedad, duración 

y también en consecuencias son llamadas exacerbaciones o agudizaciones (1,4) (GOLD 2021, 

Miravitlles M 2017).  

 

Desde el punto de vista fisiopatológico, las agudizaciones son eventos complejos 

habitualmente relacionados con un incremento de la inflamación local y sistémica, con un 

aumento de la producción de moco y un marcado atrapamiento aéreo, eventos que 
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contribuyen al empeoramiento de la disnea, de la tos y al incremento del volumen y la 

purulencia de la expectoración.  

Los pacientes con EPOC sufren un promedio de 1-4 exacerbaciones/año sin embargo la 

gravedad, la duración y la frecuencia de las mismas varía enormemente de unos pacientes a 

otros. Mientras algunos pacientes no sufren estos episodios, otros lo hacen de forma repetida, 

clasificándose como fenotipo exacerbador aquellos que sufren 2 o más exacerbaciones al año 

o una grave que precise ingreso hospitalario (1,4) (GOLD. 2021, Miravitlles M. 2017).  

El motivo por el cuál existe una predisposición individual a sufrir más exacerbaciones es 

desconocido, pero múltiples estudios, como el estudio ECLIPSE (90) (Hurst J. 2010) han 

demostrado que el principal factor de riesgo para sufrir una exacerbación es el antecedente 

de exacerbaciones previas, por tanto intentar prevenirlas será un objetivo clave en el 

tratamiento de estos pacientes.  

La identificación de la causa que provoca la exacerbación es de gran importancia de cara a la 

planificación de un tratamiento adecuado. Sin embargo, en aproximadamente un tercio de los 

casos la etiología no se llega a conocer. La causa más frecuente es la infección del árbol 

traqueobronquial (50-70%), mientras que la contaminación ambiental puede ser la causante 

de un 5-10% de los casos (4) (Miravitlles M. 2017). 

Estos episodios son elementos claves en el curso natural de la enfermedad por cuanto:    

• Generan una gran carga asistencial y enormes costes. En España la exacerbación de 

EPOC origina un 10-12% de las consultas de medicina primaria y el 1-2% de todas las 

visitas a urgencias médicas hospitalarias y de estas últimas el 40-50% van a precisar 

ingreso hospitalario lo que supone el 10% de las hospitalizaciones de causa médica 

(91) (Soler JJ. 2001). De hecho las hospitalizaciones debidas a exacerbaciones son 

responsables de la mayor parte del gasto relacionado con la EPOC (11)  (Global Burden 

of Disease Study (GBD) 2015). 

 

• Impactan de forma negativa sobre la calidad de vida de los pacientes ya que 

contribuyen a la progresión multidimensional de la enfermedad condicionando su 
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pronóstico y aumentando el riesgo de muerte  (13) (Decramer M. 2012). Cada vez 

existe mayor evidencia que apoya que las exacerbaciones graves, y sobre todo si 

requieren ingreso hospitalario, pueden ser por si mismas un factor de riesgo  

independiente de mortalidad (92) (Soler-Cataluña JJ. 2005) (93) (Soler-Cataluña JJ. 

2009). 

Por todo ello el tratamiento de las exacerbaciones y sobre todo su prevención se ha convertido 

en un objetivo prioritario en el manejo de los pacientes en fase estable.  

2.8 Tratamiento farmacológico del EPOC estable  
 

Como ya se ha comentado en el apartado de impacto global de la EPOC, hasta el momento y 

a pesar de la continua actividad investigadora en EPOC y la generación de nuevas evidencias 

en su tratamiento, sigue siendo una enfermedad sin un tratamiento eficaz en términos de 

curación. Hasta la fecha ningún ensayo clínico publicado ha demostrado que exista ningún 

tratamiento que modifique la pérdida de función pulmonar progresiva (94,95) (Tashkin DP. 

2008; Calverley P. 2007).  

 

El abandono del hábito tabáquico es la única intervención capaz de influir en la historia natural 

de la EPOC. Según las principales guías y consensos nacionales e internacionales del abordaje 

de esta enfermedad, el tratamiento del tabaquismo es la medida terapéutica más eficaz y 

coste-efectiva (1,4) (GOLD. 2021; Miravitlles M. 2017). Pero en realidad esta intervención, 

farmacológica o no según sea necesario, es una estrategia más preventiva que curativa ya que 

pretende prevenir o ralentizar el desarrollo de EPOC o reducir su progresión (96) (van Eerd EA. 

2016).  

Por tanto, partiendo de la premisa que no existe un tratamiento curativo, los objetivos 

generales de su tratamiento farmacológico serán (3,88) (Miravitlles M. 2021, GOLD 2023): 

• Reducir los síntomas de la enfermedad,  

• Disminuir la frecuencia y gravedad de la exacerbaciones, 

• Mejorar la calidad de vida y pronóstico  

• Mejorar la supervivencia. 
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Recordando la definición de EPOC, puesto que se trata de una enfermedad caracterizada por 

una limitación del flujo aéreo persistente, que suele ser progresiva, y que se asocia con una 

reacción inflamatoria crónica de las vías aéreas y del pulmón en respuesta a la exposición a 

partículas nocivas y gases (1) (GOLD. 2021), parece lógico que el pilar del tratamiento sean los 

fármacos inhalados broncodilatadores (BD) en mono o terapia doble, a los que se les podrá 

asociar fármacos antiinflamatorios, como los corticoides inhalados  (CI) en función de una 

serie de criterios como ahora veremos.  

 

2.8.1 Broncodilatadores inhalados 
 

Paradójicamente pese a que la EPOC se define como una limitación al flujo aéreo con carácter 

escasamente reversible, la mayor parte del tratamiento farmacológico va dirigido a intentar 

dilatar los bronquios que se encuentran obstruidos por la inflamación, el edema y el 

broncoespasmo.  

 

Estos fármacos actúan relajando el tono de la musculatura lisa de la vía aérea produciendo 

broncodilatación lo que se traducirá en una mejoría en la limitación al flujo espiratorio sin 

cambios en la presión de retroceso elástico del pulmón.  

 

Según su mecanismo de acción los fármacos broncodilatadores (BD) se clasifican en beta2-

agonistas o antimuscarínicos y en función de su duración de acción en broncodilatadores de 

acción corta (BDCD) o de acción prolongada (BDLD).  Los acrónimos que hacen referencia a 

cada uno los tipos de BD por su nombre en inglés son:  

• SABA: beta2-agonistas de acción corta (short acting beta agonist) 

• SAMA: antimuscarínico de acción corta (short acting muscarinic antagonist) 

• LABA: beta2-agonistas de acción prolongada (long acting beta agonist) 

• LAMA: antimuscarínico de acción prolongada (long acting muscarinic antagonist) 

 

Los BDLD mejoran la disnea, la tolerancia al esfuerzo, la calidad de vida y disminuyen la 

frecuencia y la gravedad de las exacerbaciones (94,97,98) (Tashkin DP 2008, Puhan MA 2009, 

Anzueto A 2018), y los BDCD son eficaces en el control rápido de los síntomas.  
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Los principales fármacos BD inhalados comercializados en España y sus combinaciones en un 

mismo dispositivo se muestran en la tabla 3.  

 

Tabla 3. Clasificación de los BD inhalados para la EPOC 

 

Presentación y dosis recomendada. ICP: inhalador en cartucho presurizado. Tabla tomada de la referencia 3  

 

2.8.1.1 Broncodilatadores inhalados de acción corta (BDCD) 

 

Estos fármacos añadidos al tratamiento de base con BDLD, son de elección para el tratamiento 

a demanda de los síntomas sea cual sea el nivel de gravedad de la enfermedad. (1,4) (GOLD. 

2021; Miravitlles M. 2017). Su inicio de acción se produce en los primeros 15-20 minutos y su 

acción se prolonga alrededor de  4-6 horas tras su administración. 

 

• Beta2-agonistas: su principal acción es la relajación de la musculatura lisa de las vías aéreas 

estimulando el receptor β2 adrenérgico que activará la adenilato ciclasa del músculo liso 

aumentando la concentración de monofosfato de adenosina cíclico (AMP cíclico) 

intracelular y consecuentemente producirá broncodilatación. El salbutamol y la 

terbutalina son sus principales representantes.  

 

• Antimuscarínicos: el bromuro de ipatropio es un antagonista muscarínico no selectivo que 

por tanto bloquea los receptores muscarínicos M1, M2 y M3 y ejerce su efecto 

broncodilatador al bloquear el efecto de la acetilcolina (ACh) en los receptores M3 

expresados en la musculatura lisa de la vía aérea.  Sin embargo, como se muestra en la 

figura 13, los receptores M2 presinápticos son autorreceptores y controlan la liberación 

excesiva de acetilcolina, por tanto su bloqueo por antagonistas muscarínicos no selectivos 



 

 71 

como el bromuro de ipratropio puede producir que la mayor liberación de acetilcolina no 

controlada sobrepase parte del bloqueo de los receptores M3. (61) (Barnes PJ. 1993). Este 

hecho ha originado la necesidad de utilizar antagonistas muscarínicos que bloqueen solo 

los receptores M3, o los M1 y M3 y de fármacos con una acción más prolongada para poder 

administrarlos en una o dos dosis diarias. 

 

2.8.1.2  Broncodilatadores inhalados de acción prolongada (BDLD) 

 

Estos fármacos son el pilar del tratamiento del paciente EPOC en fase estable y son el primer 

escalón terapéutico recomendado en todas las guías (1,4) (GOLD. 2021; Miravitlles M. 2017) 

para los pacientes sintomáticos porque:  

• Mejoran los síntomas: al reducir la hiperinsuflación dinámica en reposo y durante el 

esfuerzo, mejoran la capacidad inspiratoria, la disnea y la tolerancia al esfuerzo. Aunque 

la magnitud de estos cambios no son fáciles de predecir con la medición del FEV1 en reposo 

ni se acompañan de una mejoría significativa del grado de obstrucción (99,100) (Calverley 

P 2004, Kew KM 2013) 

• Mejoran la función cardiaca también al disminuir la hiperinsuflación, efecto que podría 

justificar la disminución del mortalidad observada en los grandes ensayos clínicos con 

BDLD en pacientes EPOC (101) (Celli B. 2009). 

• Reducen el número de exacerbaciones: con relación a la prevención de agudizaciones, el 

tiotropio (LAMA con mayor tiempo en el mercado) ha demostrado ser más eficaz que 

salmeterol (LABA) o indacaterol (LABA) (102,103) (Vogelmeier C 2011, Decramer M. 2013). 

Los resultados del ensayo clínico UPLIFT (94) demostraron también una reducción del 

riesgo de exacerbaciones, hospitalización e insuficiencia respiratoria con tiotropio frente 

al tratamiento habitual durante 4 años. Por este motivo y en base a estos resultados es de 

primera elección un LAMA sobre un LABA cuando se indica en monoterapia (3) (Miravitlles 

M. 2021).  

 

2.8.1.2.1 Beta2-agonistas de acción prolongada (LABA)  
 

Los LABA disponibles en España son los clásicos salmeterol y formoterol (ambos de 

administración cada 12 horas;  además el formoterol tiene la peculiaridad de un rápido inicio 
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de acción, tan rápido como salbutamol) y los nuevos LABA de mayor duración de acción lo que 

permite su administración cada 24h:  indacaterol, olodaterol y vilanterol.   

 

Salmeterol y formoterol producen una mejoría del FEV1 y de los volúmenes pulmonares, de la 

disnea, del estado de salud y disminuyen el número de exacerbaciones (100) (Kew KM 2013). 

Indacaterol mejora también la disnea, la calidad de vida y reduce el número de exacerbaciones 

(104,105) (Han J 2013, Geake JB 2015). Los LABA más recientemente incorporados al mercado 

(olodaterol y vilanterol) también han demostrado mejorar los síntomas y la función pulmonar 

(106,107) (Koch A 2014, Kempsford R 2013). Pero ninguno de ellos ha conseguido modificar la 

tasa de declive de la función pulmonar ni la mortalidad de los pacientes con EPOC.  

 

Además de la broncodilatación prolongada, los LABA ejercen otros efectos adicionales que 

podrían ser de relevancia clínica en la EPOC. Por ejemplo, parte del beneficio sintomático de 

estos fármacos podría estar mediado por la reducción de la hiperinsuflación dinámica y por 

tanto de la disnea. Di Marco et al (108) (Di Marco F. 2003) documentaron que formoterol 

producía un mayor incremento agudo de la capacidad inspiratoria que salbutamol, salmeterol 

y bromuro de oxitropio (agente antimuscarínico) y que este aumento de la capacidad 

inspiratoria está estrechamente relacionado con la mejoría de sensación disneica en reposo.  

 

Los LABA además pueden incrementar el nivel de AMPc en los neutrófilos inhibiendo así su 

adhesión, acumulación y activación, e induciendo su apoptosis, cuyo resultado final es una 

posible reducción del número y del estado de activación de estas células inflamatorias en el 

tejido y en la luz de las vías aéreas. (109,110) (Johnson M 2001, Johnson M 2002) 

 

2.8.1.2.2 Antimuscarínicos de acción prolongada (LAMA) 
 

Los antimuscarínicos han sido considerados tradicionalmente el tratamiento broncodilatador 

de elección en la EPOC. Los avances en el estudio de los receptores muscarínicos de la vía 

aérea han llevado al desarrollo de fármacos con acción más específica y prolongada. El 

bromuro de tiotropio (primer LAMA comercializado) es un anticolinérgico de acción específica 

M3 (con una semivida de 35h), que presenta una disociación muy rápida de los receptores M2 

(64) (Barnes PJ. 1995), lo que se traduce en una acción broncodilatadora prolongada que 
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permite una única administración diaria, facilitando el cumplimiento terapéutico y un mejor 

control sintomático durante todo el día, incluyendo el descanso nocturno. El resto de LAMA 

comercializados (bromuro de aclidinio, glicopirronio y umeclidinio) también son antagonistas 

muscarínicos específicos M3 con una rápida disociación de M2. Salvo el bromuro de aclidinio 

que se administra cada 12h el resto de LAMA tienen una prolongada vida media lo que permite 

su administración una vez al día. A modo de resumen los hallazgos más significativos de los 

múltiples estudios controlados y comparativos que se han publicado con los LAMA, pero sobre 

todo con tiotropio (porque es el que más tiempo lleva en el mercado) y que avalan su papel 

en la EPOC son: mejoran la disnea y la tolerancia al esfuerzo al disminuir la hiperinsuflación 

dinámica, mejoran el FEV1 y FVC paralelamente a la mejora en la capacidad inspiratoria, 

mejoran la calidad de vida y disminuyen el número de exacerbaciones y hospitalizaciones. 

(94,101,102,111,112) (Tashkin D 2004, Celli B 2009, Vogelmeier C 2011, Melani AS 2015, Jones 

PW 2012).  

 

2.8.1.2.2.1  Bromuro de aclidinio y su potencial efecto antiinflamatorio 
 

El bromuro de aclidinio o aclidinio (Figura 20) es un antimuscarínico inhalado de efecto 

prolongado con una selectividad cinética sobre el receptor M3 y una rápida disociación de M2 

con una vida media que permite su administración cada 12h.  

 

Figura 20. Estructura química del bromuro de aclidinio 

 

En estudios in vitro aclidinio manifestó afinidades similares a las de tiotropio por los cinco 

subtipos de receptores muscarínicos humanos analizados (Tabla 4) sin selectividad por un 

receptor muscarínico concreto, pero ambos manifestaron un tiempo de permanencia en el 

receptor M3 muy prolongada (lo que le confiere una selectividad cinética por este receptor) y 

más breve en M2, siendo el tiempo de permanencia de aclidinio en M3 aproximadamente la 

mitad que el de tiotropio (29h frente a 62h). (113) (Gavaldà A. 2009) 
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Tabla 4. Farmacología comparativa de aclidinio y tiotropio.                                                       

 

Figura adaptada de la referencia 113 

 

Su eficacia y seguridad como fármaco broncodilatador que avala su indicación en la EPOC se 

han publicado en varios ensayos clínicos cuyos resultados fundamentales son que mejora el 

FEV1, la disnea y la calidad de vida en EPOC moderado-grave comparado con placebo, además 

reduce de forma significativa la incidencia de síntomas nocturnos, la necesidad de tratamiento 

de rescate y la aparición de exacerbaciones en comparación con placebo. (112,114,115) (Jones 

PW 2012, Kerwin EM 2012, Wise RA. 2019). Aclidinio inhalado presenta una escasa 

biodisponibilidad sistémica y su perfil de acontecimientos adversos es similar a placebo con 

una baja incidencia de eventos adversos cardiovasculares y anticolinérgicos (116) (Gelb A. 

2013).  Comparado con otros LAMA (tiotropio y glicopirronio) los resultados de estudios 

preclínicos in vitro sugieren que el aclidinio muestra mayor seguridad y menos efectos 

secundarios sistémicos debido a su rápida hidrólisis plasmática en sus metabolitos inactivos 

(vida media de hidrólisis en plasma de 0.04h) (117) (Gavaldà A. 2014).  

 

Dado que la disfunción del sistema colinérgico no neuronal parece estar implicada también en 

la fisiopatología de la EPOC (62) (Gosens R. 2006) como se ha mencionado anteriormente, el 

potencial efecto antiinflamatorio y anti-remodelado de los fármacos antimuscarínicos 

estudiado en modelos preclínicos podría añadir valor a su establecido efecto broncodilatador 

para el tratamiento de la EPOC.  
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En este sentido, estudios in vitro con aclidinio sobre su potencial efecto anti-remodelado han 

observado que reduce la transformación de los fibroblastos pulmonares humanos en 

miofibroblastos tras la exposición a carbacol (agonista colinérgico), a factor de crecimiento 

transformante beta o a extracto de humo de cigarrillo. Asimismo, también suprime la 

sobreexpresión inducida por carbacol de MUC5AC (el principal componente macromolecular 

del moco respiratorio) en tejido bronquial humano in vitro y la sobreexpresión inducida por 

carbacol y humo de cigarrillos en cultivos de células del epitelio respiratorio humano (82,118) 

(Cortijo J. 2011, Milara J. 2012).  

 

Más adelante, en el apartado sobre efectos antiinflamatorios de los fármacos 

antimuscarínicos se desarrollará la evidencia publicada hasta la fecha del aclidinio a este 

respecto .   

 

2.8.2 Otros broncodilatadores: Teofilinas  
 

Las teofilinas son fármacos broncodilatadores débiles pero que pueden presentar efectos 

aditivos a los broncodilatadores habituales. Una revisión de los estudios disponibles 

controlados con placebo llevada a cabo por la Cochrane Library ha mostrado su eficacia como 

fármaco broncodilatador, aunque depende de las dosis empleadas (119) (Ram F. 2002). Se ha 

descrito que las teofilinas pueden tener un efecto positivo sobre la fuerza del diafragma, 

producir un aumento del rendimiento de los músculos respiratorios, una disminución del 

atrapamiento aéreo y una mejoría del aclaramiento mucociliar. La dosis habitual es de 200-

300 mg/12h oral en comprimidos de liberación sostenida pero su toxicidad es dosis-

dependiente y sus efectos adversos son importantes (náuseas, diarrea, cefalea, irritabilidad, 

arritmias, convulsiones, hipopotasemia) lo que obliga a monitorizar sus concentraciones 

plasmáticas (120) (Ram F. 2005). Por todo ello, dada su limitada eficacia clínica y su estrecho 

margen terapéutico en la actualidad son consideradas fármacos de tercera línea en el 

tratamiento de la EPOC (1,4) (GOLD 2021, Miravitlles M 2017).  
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2.8.3 Fármacos Antiinflamatorios  
 

Hasta la fecha la prevención de las exacerbaciones es el principal criterio clínicamente 

relevante para valorar la eficacia de fármacos antiinflamatorios en el tratamiento del EPOC 

estable (1) (GOLD 2021).  

Sin embargo, la demostración de un sustrato inflamatorio en la patogenia de la EPOC ha 

despertado interés por la utilización de fármacos que puedan contrarrestar los potenciales 

efectos nocivos de la inflamación desencadenada por el humo del tabaco en estos pacientes. 

 

2.8.3.1 Corticoides inhalados (CI) 

 

La gran eficacia de los CI en el tratamiento de asma hizo que se probara su utilidad en la EPOC, 

pese a la escasa evidencia científica acerca de que puedan ejercer alguna acción terapéutica 

antiinflamatoria sobre las células más directamente implicadas en la patogenia de esta 

enfermedad, los neutrófilos. Además la evidencia existente de los estudios in vitro sugiere que 

la inflamación neutrofílica de la EPOC es corticorresistente (24,121) (Boardman C. 2014, 

Barnes PJ. 2013) como se desarrollará más adelante 

 

Por tanto su principal indicación en los pacientes EPOC será la prevención de exacerbaciones, 

y  como el principal predictor para sufrir futuras exacerbaciones es la historia previa de las 

mismas (122) (Halpin DMG. 2020), los pacientes con frecuentes exacerbaciones, a pesar de 

tratamiento broncodilatador óptimo, serán sus principales candidatos, sin embargo no todos 

los pacientes responden a CI y además los CI a largo plazo asocian importantes y frecuentes 

efectos secundarios (candidiasis oral, disfonía, neumonías) (123) (Yang I. 2012). Por lo tanto, 

el uso de CI para la prevención de las exacerbaciones en la EPOC no debe ser un tratamiento 

“por defecto” y debe guiarse por criterios basados en la evidencia (124) (Agustí A. 2018).  

 

Estudios recientes han mostrado que el recuento de eosinófilos en sangre es un biomarcador 

fácilmente disponible en la EPOC y que predice la magnitud de respuesta a los CI (siempre 

añadidos al tratamiento broncodilatador de mantenimiento) en términos de reducción de la 

tasa de exacerbaciones, sobre todo en aquellos con unas cifras > 300 eosinófilos/mm3, 

disminuyendo la respuesta conforme desciende la eosinofilia periférica (125,126) (Bafadhel 

M. 2018, Pascoe S. 2019).  
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Basándose en todas estas evidencias la última actualización de la guía española de manejo de 

la EPOC (GesEPOC) (3) (Miravitlles M. 2021) restringe el uso de CI, y siempre asociados a LABA 

o LAMA-LABA, nunca en monoterapia, únicamente a los pacientes de alto riesgo con fenotipo 

exacerbador (dos o más exacerbaciones al año tratadas de forma ambulatoria o al menos una 

exacerbación al años que haya precisado ingreso hospitalario) que asocien eosinofilia 

periférica (> 300 eosinófilos/mm3) en fase clínica estable, ya que son los pacientes que mayor 

respuesta clínica experimentan a los CI (127,128) (Pavord ID 2016, Suissa S. 2018), o bien 

cuando coexistan los diagnósticos de EPOC y asma, independientemente del nivel de 

gravedad, porque se ha demostrado que su uso asociado a LABA produce una disminución 

significativa del número de agudizaciones y una mejora de la calidad de vida, si bien no han 

demostrado un efecto beneficioso sobre la mortalidad (95,129,130) (Peter MA. 2007, Nannini 

LJ 2013, Vestbo J 2016).  

En este sentido la Global Initiative for Obstructive Lung Disease (1) (GOLD 2021) y su reciente 

actualización (88) (GOLD 2023)es menos restrictiva que la Guía Española de la EPOC (GesEPOC 

2021) (3) (Miravitlles M. 2021) y recomienda considerar su uso también (además de en las 

mismas situaciones que la GesEPOC) en pacientes con al menos una exacerbación moderada 

al año a pesar de un tratamiento broncodilatador adecuado que asocien concentraciones de 

eosinófilos en sangre entre 100 - 300 cél/mm3, mientras que la GesEPOC en estos pacientes 

recomienda que se tengan en cuenta aquellos factores que se asocian con una mayor 

efectividad y seguridad de los CI, como son: agudizaciones más frecuentes y graves, la 

ausencia de tabaquismo activo y sin neumonías previas (131) (Stolz S. 2020).  

Las principales combinaciones de LABA/CI disponibles en el mercado se muestran en tabla 5.  

 

Tabla 5. Presentación, dispositivos y dosis recomendada de combinaciones LABA/CI 

 

 

NH: Nexthaler, ICP: inhalador en cartucho presurizado, TH: Turbuhaler, SM: Spiromax, EH: Easyhaler, AH: Accuhaler, 

FP: Forspiro, EL: Elliipta. Tabla modificada de la referencia 3  
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2.8.3.2 Inhibidores de la fosfodiesterasa-4 (PDE4) 

 

La principal acción antiinflamatoria de los inhibidores de PDE4 es inhibir la cascada intracelular 

dependiente del AMPc. El roflumilast, su principal representante, de administración oral una 

vez al día (500 g/d) ha demostrado prevenir las exacerbaciones en pacientes con EPOC grave 

y muy grave que presentan tos y expectoración crónica y que además sufren frecuentes 

exacerbaciones. Este efecto se mantiene cuando se añade roflumilast al tratamiento de 

mantenimiento con un BDLD, ya sea LABA o LAMA o incluso a la triple terapia (LABA/LAMA/CI) 

(132,133) (Fabbri LM. 2009, Martínez FJ. 2015).  

Tanto el roflumilast como los CI son fármacos antiinflamatorios, aunque sus modos de acción 

son diferentes. De hecho, la inflamación neutrofílica típica de la EPOC es característicamente 

resistente a altas dosis de corticosteroides orales o inhalados como ya se ha comentado. Por 

contra, en estudios in vitro e in vivo, roflumilast ha mostrado efectos sobre los neutrófilos y 

también sobre los macrófagos y los linfocitos CD8+ (134) (Milara J. 2014). Todo ello indica que 

sus acciones son claramente distintas. Los resultados obtenidos en ensayos clínicos con la 

administración concomitante de CI y roflumilast indican que esta asociación es segura y que 

roflumilast mantiene su eficacia clínica (135) (Rennard SI. 2011). Sin embargo el uso de este 

fármaco antiinflamatorio se ha visto muy limitado por sus frecuentes efectos adversos que 

han dado lugar a una alta tasa de abandonos en los ensayos clínicos, aunque suelen aparecer 

al inicio del tratamiento, son reversibles y disminuyen con el tiempo. Los más frecuente son 

diarrea, náusea, disminución de apetito, pérdida de peso, dolor abdominal, alteraciones del 

sueño y cefalea (88) (GOLD 2023).  

 

2.8.4 Recomendaciones de las Guías de manejo de la EPOC  
 

Como ya se ha comentado en el apartado de clasificación de gravedad, una vez confirmado el 

diagnóstico de EPOC y clasificado por gravedad en función del FEV1 post-broncodilatador 

(Tabla 2), se valorará el nivel de riesgo (Figuras 18 y 19), entendiendo como tal la probabilidad 

de que el paciente pueda presentar agudizaciones, progresión de enfermedad, futuras 

complicaciones, mayor consumo de recursos sanitarios o mayor mortalidad, ya que en función 
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de esta estratificación seleccionaremos el tratamiento farmacológico en fase estable más 

adecuado para cada paciente. (1,3,88) (GOLD 2021, Miravitlles M. 2021, GOLD 2023).  

Así en la última actualización de la GesEPOC del 2021 (3) (Miravitlles M. 2021) se hacen las 

siguientes recomendaciones: 

• Pacientes de riesgo bajo: monoterapia con LAMA. Si en el seguimiento persisten 

sintomáticos a pesar del LAMA, progresar a doble terapia broncodilatadora LAMA-

LABA. Esta asociación ha demostrado frente a la monoterapia un beneficio funcional, 

mejoría de los síntomas, de la calidad de vida y de la necesidad de tratamiento de 

rescate (136,137) (Calzetta L 2016, Nici L 2020). 

• Pacientes de alto riesgo:  

o No agudizador: doble terapia con LAMA-LABA 

o Agudizador SIN eosinofilia en sangre periférica: LAMA-LABA de primera 

elección. En estos pacientes la eficacia de los CI como hemos visto es menor, 

pero en aquellos casos con eosinófilos entre 100-300/mm3 y que además 

asocien otros factores relacionados con una mayor seguridad y eficacia de los 

CI como son:  

▪ agudizaciones más frecuentes y graves 

▪ agudizaciones previas que responder a corticoides orales 

▪ no fumadores activos y  

▪ sin antecedentes de neumonías (131) (Stolz S. 2020),  

recomiendan empezar con una combinación LABA/CI. En ambos casos si se 

siguen repitiendo las exacerbaciones se recomienda escalar a la triple terapia 

(LABA/LAMA/CI).  

o Agudizador CON eosinofilia (> 300 eosinófilos/mm3 ) en sangre periférica: 

asociación LABA/CI como primera opción y recomiendan como siguiente 

escalón terapéutico la triple terapia (LABA/LAMA/CI). Estudios recientes sobre 

triple terapia fija en estos pacientes han demostrado mayor eficacia en 

comparación con la combinación LABA/CI (mejoría de la función pulmonar, de 

los síntomas y una mayor reducción de las agudizaciones) (138,139) (Lipson DA 

2018, Rabe KF 2020).  
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La última actualización de la GOLD 2023 (88)  clasifica a los pacientes en 3 categorías, A, B y E, 

según la frecuencia de agudizaciones y el nivel de síntomas (Figura 19) y prescinde de la 

función pulmonar para la decisión de tratamiento. No parece pertinente describir las opciones 

de tratamiento para cada categoría porque en realidad no son tan distintas a las 

recomendadas por la GesEPOC, si no que se trata de 2 enfoques diferentes de organizar las 

posibles opciones de tratamiento para finalmente hacer prácticamente las mismas 

recomendaciones.  

En resumen, las recomendaciones de tratamiento de la EPOC en fase estable podrían 

resumirse en estos 3 principios básicos:  

• Optimizar el tratamiento broncodilatador para paliar los síntomas y reducir el riesgo de 

exacerbaciones; 

• añadir CI si a pesar de la broncodilatación siguen existiendo exacerbaciones y el paciente 

tiene eosinofilia periférica (> 300 eosinófilos/mm3 ), y por último;  

• si a pesar de una tratamiento inhalado óptimo persisten los síntomas o las exacerbaciones, 

evaluar los rasgos tratables (disnea, bronquitis crónica, enfisema grave, déficit de alfa1 

antitripisina, insuficiencia respiratoria, bronquiectasias, infección bronquial crónica, 

hipertensión pulmonar precapilar, caquexia) y la necesidad de tratamiento de segunda 

línea según cada caso (1,3) (GOLD 2021, Miravitlles M. 2021).  

 

2.9 Efectos anti-inflamatorios de fármacos antimuscarínicos  
 

Una reciente revisión sistemática de la literatura publicada hasta la fecha sobre el impacto del 

tratamiento con LAMA en la inflamación de la vía aérea (140) (Calzetta L. 2021) que incluye 

estudios in vitro, modelos animales y estudios clínicos en pacientes EPOC, analiza los 

resultados de un total de 49 estudios (29 estudios realizados en animales de investigación, 11 

in vitro, 6 estudios clínicos en pacientes EPOC y 3 estudios in vitro e in vivo con modelos 

animales) y concluye que los LAMA podrían ejercer un significativo efecto anti-inflamatorio en 

la práctica clínica tras los resultados obtenidos en los estudios pre-clínicos.  
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A. TIOTROPIO 

De todos los LAMA comercializados, del que más evidencia existe sobre su efecto anti-

inflamatorio en la vía aérea es el tiotropio (34 de los 49 estudios incluidos en esta revisión 

están realizados con tiotropio). Sus principales efectos anti-inflamatorios descritos son:  

En estudios in vitro:  

- Reduce la expresión de IL-8 y mejora la expresión y actividad de la HDAC2 en células 

bronquiales (141) (Anzalone G. 2016)  tras estimulación con IL-17A.  

- Reduce la expresión de IL-8, IL-6 y IL-1 en células epiteliales traqueales de humanos 

estimuladas por rinovirus (142) (Yamaya M. 2012).  

- Reduce la migración de neutrófilos inducida por macrófagos alveolares de pacientes 

EPOC estimulados por LPS, mediante el bloqueo del receptor M3 en los macrófagos 

estimulados y además reduce también la producción de especies reactivas de oxígeno 

provocada por LPS (143) (Vacca G. 2011). 

En estudios con modelos animales:  

- Reduce la sobre-expresión de IL-1, IL-6, IFN- y TNF- en tejido pulmonar y el número 

total de células inflamatorias, neutrófilos y macrófagos en lavado broncoalveolar de 

ratones expuestos al humo de cigarrillo +/-  infectados por  virus influenza H1N1 

(144,145)  (Bucher H. 2016, Wollin L. 2010).   

- En gatos domésticos expuestos al humo de cigarrillo, la inhalación de tiotropio reduce 

en lavado broncoalveolar la sobre-expresión de IL-6, IL-8, MCP-1 y TNF- y el número 

total de células inflamatorias, macrófagos y eosinófilos pero no de neutrófilos ni 

linfocitos (146) (Kolahian S. 2014).  

En estudios clínicos con pacientes EPOC: A pesar de los prometedores resultados preclínicos 

comentados, los 6 estudios clínicos publicados (147–152) (Santus P. 2012, Ozol D. 2014, 

Holownia A. 2010, Perng D-W. 2009, Lin Y-H. 2017, Powrie DJ. 2007) que analizan el efecto 

anti-inflamatorio de tiotropio in vivo en pacientes EPOC son todos no randomizados y 

clasificados como de baja o media calidad metodológica (según la escala de Jadad) como para 

sacar conclusiones de relevancia clínica de los resultados obtenidos. Por tanto siguen siendo 

necesarios ensayos clínicos aleatorizados expresamente diseñados para analizar el papel 

antiinflamatorio de los LAMA para poder posicionarlos como tal en la práctica clínica.  
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B. ACLIDINIO 

En lo que respecta al papel antiinflamatorio del aclidinio en pacientes EPOC la literatura 

publicada hasta la fecha todavía es muy escasa.  

In vitro: solo hay un estudio realizado in vitro sobre células epiteliales bronquiales estimuladas 

con humo de cigarrillo en el que no se demuestra que el aclidinio consiga contrarrestar la 

sobre-expresión del IL-8 ni mejorar la expresión nuclear reducida de HDAC2 (153) (Ferraro M. 

2019).  

En modelos animales:  

- En ratones expuestos a Aspergillus fumigatus, la inhalación de aclidinio reduce la 

eosinofilia en lavado broncoalveolar, pero no modifica el número de macrófagos, 

linfocitos ni neutrófilos y tampoco modula la sobre-expresión de IL-4, IL-6. IL-13 ni TNF 

(154) (Damera G. 2010)  

- En cobayas (Guinea pigs) expuestos al humo de cigarrillo, la inhalación de aclidinio 

atenúa la infiltración neutrofílica de los septos alveolares sin diferencias en el número 

de macrófagos ni eosinófilos (155) (Domínguez-Fandos D. 2014). 

Por todo ello, dado que hasta la fecha no hay datos que describan el efecto del bromuro de 

aclidinio sobre los patrones inflamatorios descritos en la EPOC, nos plantemos llevar a cabo el 

presente estudio.  

 

2.10  Corticorresistencia en la EPOC 
 

A pesar de que la inflamación neutrofílica es la piedra angular de la progresión del daño 

estructural en la vía aérea de los pacientes EPOC, cuatro grandes ensayos clínicos de 3 años 

de duración han demostrado el escaso efecto de los corticoesteroides inhalados sobre la 

pérdida de función pulmonar en el EPOC, aunque sí que se ha visto que consiguen una 

reducción de las exacerbaciones (22) (Barnes PJ. 2004).  

 

Ni los corticoesteroides orales ni los inhalados suprimen la inflamación en la vía aérea de 

pacientes EPOC y los macrófagos alveolares parecen ser corticorresistentes en estos 
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pacientes. Además los glucocorticoides prolongan la supervivencia de los neutrófilos, lo que 

contribuye a la inflamación neutrofílica característica de la EPOC. A la vista de estos hallazgos 

se ha sugerido que la inflamación neutrofílica que caracteriza a la EPOC, a diferencia de la 

inflamación eosinofílica característica del asma, es resistente a los glucocorticoides (GC) (156) 

(Barnes PJ. 2013).  

 

En este sentido tiene un gran interés científico y probablemente importantes implicaciones 

clínicas y terapéuticas conocer los mecanismos moleculares de actuación de los GC así como 

las posibles causas de la insensibilidad a los mismos. 

 

2.10.1 Mecanismos antiinflamatorios de los corticoesteroides 
 

Para poder entender los mecanismos de corticorresistencia es fundamental entender primero 

los mecanismos moleculares por los cuales los corticoesteroides ejercen su efecto 

antiinflamatorio. Este efecto antiinflamatorio lo ejercen activando la síntesis de genes 

antiinflamatorios (trans-activación), inhibiendo la expresión de genes pro-inflamatorios 

(trans-represión) o mediante efectos post-transcripcionales (Figura 21) (157) (Barnes PJ 2010).   

 

 

  Figura 21. Los corticoesteroides regulan la expresión génica por diversas vías.  
  Figura tomada de la referencia 157 
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2.10.1.1 Activación de la expresión de genes antiinflamatorios 

 

Los  corticoesteroides difunden a través de la membrana celular y se unen y activan al receptor 

de glucocorticoides (GR, isoforma GRα) en el citoplasma para que rápidamente éste sea 

translocado al núcleo, dónde ejercerá sus efectos moleculares. Además del receptor GRα 

existe otra isoforma del receptor GR (isoforma GRß) que interactúa con el DNA pero no con 

los glucocorticoides, de manera que puede actuar como un inhibidor dominante de la acción 

de los esteroides (158) (Lewis-Tuffin LJ. 2006). Por tanto un aumento del receptor  GRß en los 

pacientes EPOC puede ser uno de los mecanismos de cortico-resistencia (159) (Marwick JA. 

2010) como luego se explicará.  

Una vez el GR es translocado al núcleo se unirá al ADN por medio de su dominio central en 

forma de dímeros. La interacción de los dímeros GR-GC (receptor de glucocorticoide-

glucocorticoide) con la doble hélice de ADN se realiza en la región denominada GRE 

(elementos de respuesta a los glucocorticoides), que junto con determinados coactivadores 

como el CBP (proteína de unión del CREB; CREB: proteína de unión del AMPc al elemento de 

respuesta), que tiene actividad de histona acetiltransferasa (HAT) intrínseca, provocará la 

acetilación de las histonas y la apertura de la cromatina, dando lugar a la inducción de la 

transcripción de genes que codifican proteínas antiinflamatorias como MKP-1 (protein-

quinasa activada por mitógeno fosfatasa 1), SILP (inhibidor de la leucoproteasa secretora), 

GILZ (cremallera de leucina inducida por glucocorticoides), Iκβ-  (inhibidor NF-κβ) , CRISPLD2 

(proteína secretora rica en cisteína que contine el dominio LCCL 2), la anexina I y los que 

codifican a los receptores ß2-adrenérgicos (Figura 22) (157) (Barnes PJ 2010).   
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Figura 22. Activación de la expresión de genes antiinflamatorios por los corticoesteroides. Los GR se unen a los 
receptores citoplasmáticos de glucocorticoides (GR) que se trasladan al núcleo donde se unen a los elementos de 
respuesta a los glucocorticoides (GRE) en la región promotora de genes sensibles a los esteroides y también directa 
o indirectamente a moléculas coactivadoras como la proteína de unión a CREB (CBP), el factor de activación p300 / 
CBP (pCAF) o coactivador 2 del receptor de esteroides (SRC-2), que tienen actividad intrínseca de histona 
acetiltransferasa (HAT), lo que provoca la acetilación de lisinas en la histona H4, lo que conduce a la activación de 
genes que codifican proteínas antiinflamatorias, como inhibidor de leucoproteasa secretora (SLPI), quinasa 
fosfatasa-1 activada por mitógenos (MKP-1), inhibidor de NF-κβ (Iκβ-α) y proteína de cremallera de leucina inducida 
por glucocorticoides (GILZ). Figura tomada de la referencia 157 

 
 

2.10.1.2 Inhibición de la expresión de genes pro-inflamatorios 

 

La acción principal de los glucocorticoides es desactivar múltiples genes inflamatorios 

activados que codifican citocinas, quimiocinas, moléculas de adhesión, enzimas inflamatorias 

y receptores participantes en la respuesta inflamatoria. Estos genes se activan en las vías 

respiratorias por factores de transcripción proinflamatorios, como el factor nuclear NF-κβ y la 

proteína activadora-1 (AP-1), que generalmente están activados en los sitios donde existe 

inflamación como en la vía aérea del EPOC, dando lugar a la activación de múltiples genes 

inflamatorios.  

 

El complejo GR-GC  consigue la trans-represión de estos genes inflamatorios al unirse en forma 

de monómero al complejo CBP-NF-κβ e inhibir a la HAT intrínseca y además reclutando HDAC-

2 que de nuevo compactará al ADN reprimiendo la expresión de genes inflamatorios (Figura 

21) (157) (Barnes PJ 2010).   
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Es decir, el GR-GC puede competir con los sitios de unión de otros factores de transcripción 

en la CBP (proteína de unión del CREB) o alternativamente activar moléculas correpresoras de 

la transcripción que tienen actividad HDAC. Ito et al (160) demostraron que los GC inhiben la 

actividad HAT de la fracción p65 del NF- κβ y que el GR-GC recluta HDAC2 para inhibir la 

acetilación de la histona H4 en las lisinas 8 y 12 inducida por IL-1b. En consecuencia, todo ello 

resulta en la deacetilación de las histonas nucleares, lo que modifica de nuevo la configuración 

de la cromatina haciendo que esta se compacte alrededor de las histonas, reduciendo el 

acceso de los factores de transcripción proinflamatorios (como el NF- κβ y el AP-1) a sus locus 

de unión en el ADN, produciendo finalmente, una represión de la transcripción inflamatoria 

(también denominada trans-represión). Es decir, los GC ejercerán su acción antiinflamatoria 

por un doble mecanismo, inhibiendo la acetilación de las histonas mediada por los factores 

transcripcionales con actividad intrínseca HAT y reclutando histonas deacetilasas a los sitios 

de transcripción. (Figura 23) (157) (Barnes PJ 2010).   

 

Figura 23. Inhibición de la expresión de genes inflamatorios por los  corticoesteroides. Los genes inflamatorios se 
activan por estímulos inflamatorios, como la IL-1β o el factor de necrosis tumoral-α (TNF-α), lo que provoca la 
activación de IKKβ (inhibidor de la I-κβ quinasa-β), que activa el factor de transcripción factor nuclear κβ (NF-κβ). 
Un dímero de las proteínas p50 y p65 NF- κβ se transloca al núcleo y se une a sitios específicos de reconocimiento 
de κβ y también a coactivadores, como la proteína de unión a CREB (CBP) o el factor de activación de p300 / CBP 
(pCAF), que tienen actividad intrínseca de histona acetiltransferasa (HAT). Esto da como resultado la acetilación de 
la histona central H4, lo que provoca un aumento de la expresión de genes que codifican múltiples proteínas 
inflamatorias. Los receptores de glucocorticoides (GR) después de la activación por GC se trasladan al núcleo y se 
unen a estos coactivadores para inhibir la actividad de HAT directamente y además reclutar histona desacetilasa-2 
(HDAC2), que invierte la acetilación de histonas y conduce a la supresión de estos genes inflamatorios activados.  
Figura tomada de la referencia 157 
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Otro de los importantes mecanismos por el cual los GC ejercen su efecto antiinflamatorio es 

a través de su potente efecto inhibidor sobre las vías de señalización MAPK mediante la 

inducción de la síntesis de MKP-1 que inhibirá así la expresión de múltiples genes inflamatorios 

(Figura 24) (157) (Barnes PJ 2010), ya que la MKP-1 es la protein-quinasa encargada de 

controlar el proceso inflamatorio en la vía aérea mediante feed-back negativo sobre el resto 

de vías de señalización MAKPs pro-inflamatorias (ERK, JNK y p38 MAPK).  

 

 

Figura 24. Inhibición de la p38-MAPK por los GC. p38 MAP quinasa (p38 MAPK) es activada por estrés inflamatorio 
a través de la activación de MAP quinasa quinasa (MKK)-3 y -6. La p38 MAPK activa mediante fosforilación a la MAP 
quinasa (MAPKAPK)-2, que desempeña un papel en la estabilización del ARN mensajero (ARNm) que codifica varias 
proteínas inflamatorias, como el TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8, factor estimulante de colonias de granulocitos-macrófagos 
(GM-CSF) y ciclooxigenasa (COX)-2. Este ARNm se caracteriza por elementos ricos en AU (ARE) en la región 3 'sin 
traducir, que hacen que el ARNm sea inestable y se degrade rápidamente. Las proteínas de unión a ARE (AREBP) 
estabilizan estas proteínas y pueden ser activadas (probablemente indirectamente) por MAPKAPK-2. Los 
corticosteroides inducen la expresión de MAP quinasa fosfatasa (MKP) -1, que inhibe la p38 y, por lo tanto, previene 
la transcripción de múltiples proteínas inflamatorias. Figura tomada de la referencia 157 

 

2.10.2 Mecanismos moleculares de corticorresistencia en la EPOC 
 

Aunque ya se han identificado diversos mecanismos moleculares que contribuyen al descenso 

del efecto antiinflamatorio de los glucocorticoides en los pacientes con EPOC, la prevalencia 

de los mismos sigue sin conocerse.  

Los principales mecanismos de corticorresistencia descritos en diferentes enfermedades 

inflamatorias son los siguientes (156,157) (Barnes PJ 2013, Barnes PJ 2010), incluso se han 

observado heterogeneidad de mecanismos dentro de una misma enfermedad (Tabla 6):  
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• Resistencia familiar a glucocorticoides: es un síndrome muy raro de resistencia familiar a 

GC  con herencia dominante y de expresión variable que obedece a una mutación del 

receptor GR.  Solo hay una docena de pacientes descritos en la literatura, aunque también 

se ha descrito algún caso esporádico y son claramente diferentes de aquellos con 

enfermedades inflamatorias cortico-resistentes, e incluso en pacientes con asma 

corticorresistente a los que se realizó análisis mutacional del GR,  no se demostró ninguna 

alteración en su estructura (161,162) (Lamberts SW. 2001, Lane SJ. 1994). 

 

      Tabla 6. Mecanismos moleculares de corticorresistencia en el EPOC 

Resistencia familiar a glucocorticoides 

Modificación de receptor GR 

 Fosforilación:  translocación nuclear  

 p38 MAPK causado por IL-2, IL-4, IL-13 o MIF 

 JNK causado por citoquinas pro-inflamatorias 

 ERK causado por superantigenos microbianos  

 MKP-1   
Nitrosilación: por aumento de NO al aumentar iNOS  

Ubiquitinación:  degradación por proteosoma  

 expresión del receptor GRß 
Activación de los factores de transcripción proinflamatorios 

AP-1, JNK 
Acetilación de la histona defectuosa 

 acetilación de residuos de lisina específicos (K5 y K16) en la histona-4 

 HDAC-2:  

 estrés oxidativo 

 activación PI3K 

 Tomada de la referencia 156. Ver explicación en texto y explicación de abreviaturas 

 

• Modificación de receptor GR: Son varios los mecanismos descritos de esta modificación 

(Figura 25): 

o Por fosforilación del receptor GR que disminuirá su translocación al núcleo:  

▪ Existe un subgrupo de pacientes asmáticos resistente a GC que tienen 

aumentada en sus vías aéreas la expresión de IL-2, IL-4, IL-13 en células T y 

monocitos. Estas interleucinas activan la familia de las quinasas p38 MAPK, 

JAK-3 (quinasa Janus-asociada 3) y JNK (quinasa c-jun-N-terminal) que 

fosforilan los residuos 226 o 211 del GR y disminuyen así su afinidad por el 

glucocorticoide, su estabilidad y su translocación nuclear (163,164) 

(Bhavsar P. 2010: Ismaili N. 2004).  
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▪ El MIF (factor inhibidor de la migración del macrófago) es una citoquina con 

potente acción antiglucocorticoide vía fosforilación del GR-GC a través de 

la activación de la vía p38 MAPK.  

▪ La disminución del MKP-1 (inhibidor endógeno de las vías p38 MAPK, ERK y 

JNK) también ha sido considerado un mecanismo de corticorresistencia en 

la EPOC porque provoca un aumento de la actividad de la p38 MAPK y la 

fosforilación del GR, como se ha demostrado que sucede en pacientes 

asmáticos con pobre respuesta a esteroides (165) (Bhavsar P. 2008).  

▪ Superantígenos microbianos como la enterotoxina estafilocócica B inducen 

también corticorresistencia en las células T in vitro a través de la activación 

de la ERK (quinasa regulada por señal extracelular) que fosforila también al 

GR (166) (Li LB. 2004).  

o Por nitrosilación del receptor GR que reduce la unión y afinidad por el ligando: el 

aumento de la expresión de la óxido nitroso sintetasa inducible (iNOS) produce un 

aumento del óxido nitroso (NO) que puede reducir la respuesta a los corticoesteroides 

al nitrosilar al receptor GR y reducir su afinidad por los GC.  

o Por Ubiquitinación del receptor GR que aumentará la degradación del receptor por el 

proteosoma (167) (Wallace AD. 2001).  

 

Figura 25. Mecanismos moleculares de corticorresistencia. Los receptores de glucocorticoides (GR) pueden 
modificarse en varias formas para reducir su translocación nuclear y su eficacia transactivacional. La fosforilación 
(P) puede ocurrir como resultado de la activación de la p38MAPK, que puede ser activada por IL-2, IL-4 o IL-13, o 
por el factor inhibidor de la migración de macrófagos (MIF), por la activación de JNK por citocinas proinflamatorias 
o de ERK activada por superantígenos microbianos. El GR también puede nitrosilarse (NO) mediante la nitración de 
residuos de tirosina como resultado del aumento de óxido nítrico por medio de iNOS o ubiquitinado (Ub), lo que da 
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como resultado la degradación del GR por el proteasoma. Se puede evitar que GR se una a los elementos de 
respuesta a glucocorticoides (GRE) mediante el secuestro por la proteína activadora del factor de transcripción-1 
(AP-1), que es activada por JNK, o por la unión de GRß a los sitios de unión GRE. Figura tomada de la referencia 157 

 

• Por aumento de la expresión del receptor GRß: como ya se ha comentado, esta 

isoforma del receptor compite con la isoforma GRα (que es la que se une a los 

glucocorticoides) por la unión al GRE del ADN o por la unión a moléculas coactivadoras  

actuando como un inhibidor dominante de la acción de los esteroides (158) (Lewis-

Tuffin LJ. 2006). El aumento en la expresión de GRß es inducida por citoquinas 

proinflamatorias y por superantígenos microbianos (como la enterotoxina 

estafilicócica B) (Figura 25) y este aumento explicaría la pérdida de respuesta a 

corticoides en algunos pacientes con asma grave no alérgico. Sin embargo en la 

mayoría de células de estos pacientes la expresión de GRß es mucho menor que la de 

GRα, haciendo este mecanismo poco probable de la corticorresistencia observada 

(168) (Pujols L. 2007). Hasta la fecha no hay estudios publicados que hayan investigado 

la expresión de GRß en los pacientes con EPOC (156) (Barnes PJ. 2013). 

 

• Por activación de los factores de transcripción proinflamatorios: Excesiva activación 

del activador de la proteína-1 (AP-1): este factor de transcripción se une al GR-GC e 

impide su unión al GRE y por tanto su acción sobre el ADN. El AP-1 puede ser activado 

por citoquinas proinflamatorias como TNF-α a través de la vía JNK (Figura 25) (169) 

(Adcock IM. 1995). La vía JNK está activada en los pacientes con EPOC, pero hasta el 

momento no ha sido investigado si este mecanismo contribuye a su 

corticorresistencia.  

 

• Acetilación de la histonas defectuosa: Como ya hemos visto en el apartado 

correspondiente, la acetilación de histonas juega un papel crítico en la regulación de 

genes inflamatorios y en el mecanismo de acción de los esteroides (Figura 26). Uno de 

los mecanismos de corticorresistencia más estudiado es el relacionado con la 

disminución de la actividad de la histona deacetilasa-2 (HDAC2), que contribuye tanto 

al aumento en la expresión de mediadores proinflamatorios como a limitar la 

capacidad del receptor GRα para reprimir la expresión de genes proinflamatorios. 
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Figura 26. Acetilación del receptor de glucocorticoides (GR). El complejo GR-GC es acetilado gracias a coactivadores 
con actividad HAT intrínseca como el CBP. Un dímero de GR acetilado se unirá al GRE en el ADN para activar la 
expresión de genes anti-inflamatorios (trans-activación). La deacetilación del GR por la HDAC2 es necesaria para 
que el GR interactúe con los coactivadores de los factores de transcipción como NF- κβ e inhiba la expresión de 
genes inflamatorios (trans-represión). Figura tomada de la referencia 157 

 

Los glucocorticoides activan genes que responden a glucocorticoides, como MKP-1, 

mediante la acetilación de residuos de lisina específicos (K5 y K16) en la histona-4. En 

una pequeña proporción de pacientes con asma resistente a glucocorticoides se ha 

visto que el GR se transloca normalmente al núcleo después de la exposición a 

glucocorticoides, pero no acetila K5, y por tanto no se produce la trans-activación de 

genes antiinflamatorios (170) (Matthews JG. 2004). El reclutamiento de HDAC2 para 

los genes inflamatorios activados es uno de los mecanismos principales de trans-

represión de la inflamación mediada por los glucocorticoides (160) (Ito K. 2006) y se 

ha visto que en algunas enfermedades en las que los pacientes responden pobremente 

a los GC existe una reducción de la actividad y de la expresión de HDAC2. Por ejemplo 

en los pacientes con EPOC, la HDAC2 está notablemente disminuida en los macrófagos 

alveolares, en las vías respiratorias y en tejido pulmonar periférico (171) (Ito K. 2005) 

y se encuentran cambios similares en las células mononucleares de sangre periférica y 

en los macrófagos alveolares de pacientes con asma refractaria  y en las vías 

respiratorias de asmáticos fumadores (165,172) (Bhavsar P 2008; Murahidy A. 2005) 

(Figura 27). 
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Figura 27. Mecanismo de corticorresistencia en EPOC, asma grave y asmáticos fumadores. La estimulación de 
macrófagos alveolares de sujetos sanos y asmáticos activa el NF- κβ y otros factores de transcripción para activar la 
histona acetiltransferasa que conduce a la acetilación de histonas y, posteriormente, a la transcripción de genes 

que codifican proteínas inflamatorias, como el TNF-, IL-8 y GM-CSF. Los glucocorticoides revierten esto uniéndose 
a los receptores de glucocorticoides (GR) y HDAC2. De manera que revierten la acetilación de histonas inducida por 
NF- κβ y bloquea la expresión de genes inflamatorios. En pacientes con EPOC y asmáticos fumadores, el humo del 
cigarrillo y los neutrófilos activados generan estrés oxidativo que deteriora la actividad de HDAC2. Esto amplifica la 
respuesta inflamatoria a la activación de NF- κβ y también reduce el efecto antiinflamatorio de los glucocorticoides. 
Figura tomada de la referencia 157 

 

Además la corticorresistencia de los macrófagos alveolares de pacientes con EPOC se 

ha visto que puede revertirse al sobreexpresar HDAC2 al nivel observado en sujetos 

sanos (mediante el uso de un vector plásmido) (160) (Ito K. 2006), lo que apoya la 

importante participación de la HDAC2 en la insensibilidad a los corticoesteroides. Los 

mecanismos moleculares por los  cuales se produce esta reducción de la expresión de 

HDAC2 en los pacientes con EPOC se están empezando a dilucidar (173) (Barnes PJ. 

2006). El estrés oxidativo y el estrés nitrosativo observado en estos pacientes dan 

como resultado la formación de peroxinitrito, que nitrosila residuos de tirosina en 

HDAC2, dando lugar a su inactivación, ubiquitinación y degradación (Figura 28)  (174) 

(Ito K. 2004). El estrés oxidativo también activa la fosfoinositol 3-quinasa-delta (PI3Kδ), 

que conduce a la fosforilación e inactivación de HDAC2 (47,50) (Ito K. 2001; To Y. 2010) 

como se observa en la figura 28.  
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Figura 28. Mecanismos de disminución de la expresión de HDAC2 en pacientes EPOC. El estrés oxidativo activa 
PI3Kδ, que fosforila quinasas, como Akt, que a su vez dará lugar a la fosforilación e inactivación de HDAC2. Además, 
el estrés oxidativo y nitrosativo generan peroxinitrito, que nitrosila (NO) residuos de tirosina (Tyr) en HDAC2 para 
inhibir su actividad. Estas modificaciones de HDAC2 dan como resultado su ubiquitinación (Ub), apuntando a la 
enzima para la degradación por parte del proteasoma y conduciendo a una expresión reducida y finalmente a la 
corticorresistencia. Figura tomada de la referencia 156 

 

La PI3K es una importante vía de señalización intracelular que desempeña un papel 

crucial en la expresión y activación de mediadores inflamatorios, el reclutamiento de 

células inflamatorias, la función de células inmunitarias, el remodelado de las vías 

respiratorias y mediante la fosforilación de la HDAC2 se ha demostrado que participa 

en la insensibilidad a los corticosteroides en los pacientes con EPOC (49) (Ito K. 2007). 

Marwick JA et al (175) (2010) también demostraron la participación de la  PI3K en la 

corticorresistencia al observar un aumento de la expresión y señalización de la vía 

PI3K en los macrófagos pulmonares de pacientes EPOC respecto a sujetos sanos, que 

el estrés oxidativo produce un aumento de la fosforilzación de la quinasa Akt de un 

modo PI3K-dependiente en monocitos de sangre periférica y macrófagos alveolares 

de pacientes EPOC y que la inhibición selectiva de la PI3K (pero no de la vía PI3K)  

restauraba el efecto antiinflamatorio de los corticoesteroides en los monocitos de 

sangre periférica de los pacientes EPOC igualándolo al observado en sujetos sanos.  

 

Todo estas observaciones sugieren que el estrés oxidativo provocado por exposición al 

humo de tabaco en los pacientes con EPOC podría ser un importante desencadenante 

de la corticorresistencia en estos pacientes tanto por aumento del peroxinitrito como 
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por activación intracelular de la vía de señalización PI3K produciendo por ambas vías 

la disminución de la actividad y de la expresión de la HDAC2 que es el mecanismo de 

corticorresistencia más estudiado y demostrado en la EPOC.   

 

Por tanto es de esperar que estrategias terapéuticas encaminadas al aumento de la 

actividad de la HDAC2 o al bloqueo de la vía de la PI3K restauren la función de los 

glucocorticoides y podrían ser una diana terapéutica a explorar.  

 

Además de los mecanismos de corticorresistencia descritos, diversos estudios han propuesto 

la existencia de un perfil específico de mediadores inflamatorios moleculares en la EPOC que 

son resistentes al efecto de los corticoesteroides. Entre los diferentes perfiles moleculares 

descritos, los neutrófilos de personas sanas y de pacientes EPOC parecen mostrar cortico-

resistencia mediante la secreción y expresión de IL1ß, IL-8, IL-17, TNFα, GM-CSF, CCL-5, MMP-

2 y MMP-9 (158,176–181) (Lewis-Tuffin LJ. 2010; To Y. 2010; Culpitt S. 2003; Irusen E. 2002; 

Kent L. 2009; Marwick JA. 2008; Mortaz E. 2008). 

 

A este respecto parece interesante evaluar la eficacia de otros fármacos antiinflamatorios y 

que inhiban la vía de la PI3K, como el bromuro de aclidinio, en aquellas moléculas cortico-

resistentes en un contexto de estrés oxidativo y ambiente inflamatorio como ocurre en la 

EPOC. 

 

2.11   Implicaciones terapéuticas de la corticorresistencia en la 

EPOC 
 

La resistencia a los efectos antiinflamatorios de los esteroides es probablemente una de las 

principales barreras para el tratamiento eficaz de la EPOC y el asma grave. Una mejor 

comprensión de los mecanismos moleculares implicados en esta corticorresistencia ha 

identificado varias potenciales estrategias terapéuticas para tratar mejor estas dos patologías, 

encaminadas a la reversión de la corticorresistencia interfiriendo en las vías que la producen 

(182) (Barnes PJ. 2013).  
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Quizás la diana más atractiva sea aumentar la expresión y actividad de la  HDAC2 porque ya 

se ha demostrado que la restauración de HDAC2 con un vector plasmídico restaura la 

respuesta a los esteroides en macrófagos alveolares de pacientes con EPOC que normalmente 

son resistentes (160) (Ito K. 2006).   

 

Las opciones terapéuticas exploradas en este sentido hasta la fecha son las siguientes:  

 

2.11.1 Antiinflamatorios alternativos de amplio espectro 
 

Una estrategia popular para el tratamiento del asma grave y la EPOC es el desarrollo de 

tratamientos antiinflamatorios de amplio espectro como alternativa a los corticosteroides. El 

desarrollo de estos fármacos no está resultando fácil  porque los efectos secundarios después 

de la administración vía oral son muy comunes, por lo que se están investigando 

formulaciones que sean efectivas por vía inhalada.  

 

Los inhibidores de la fosfodiesterasa (PDE4) como el roflumilast ya se comercializa como el 

primer fármaco antiinflamatorio vía oral para la EPOC (133) (Martínez FJ. 2015). Sin embargo, 

su uso puede estar limitado por los frecuentes efectos secundarios (debidos a la inhibición de 

la PDE4) que incluye náuseas, diarrea, pérdida de peso y dolores de cabeza. Para evitarlos se 

han desarrollado inhibidores de PDE4 inhalados, pero hasta la fecha no han demostrado ser 

eficaces. Estudios in vitro sobre neutrófilos de pacientes EPOC han demostrado su potente 

efecto antiinflamatorio y que además de conseguir revertir la corticorresistencia muestra 

efecto sinérgico/aditivo con dexametasona (134) (Milara J. 2014).  

 

Varios inhibidores de p38MAPK han estado en desarrollo clínico y teóricamente podrían ser 

particularmente efectivos porque la activación de p38MAPK, como hemos visto 

anteriormente, parece ser uno de los mecanismos de corticorresistencia en pacientes con 

asma y EPOC  (163) (Bhavsar P. 2010). Los inhibidores selectivos de p38MAPK están ahora en 

desarrollo clínico para EPOC y el asma grave, pero de nuevo la dosis adecuada está limitada 

por los efectos secundarios después de la administración oral. En pacientes con artritis 

reumatoide, se ha observado una pérdida de eficacia (tolerancia) después de la administración 

prolongada, lo que sugiere que se pueden desarrollar vías de escape que aún se desconocen 
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(183) (Hammaker D. 2010). También se están desarrollando inhibidores de p38MAPK 

inhalados para evitar sus efectos secundarios sistémicos pero todavía se encuentran en fase 

experimental (184) (Pehrson R. 2018). 

 

El bloqueo de NF-kβ con inhibidores selectivos del inhibidor de la quinasa NF-kβ (IKKβ) podría 

ser otra forma de tratar la inflamación resistente a los corticosteroides, pero es probable que 

estos moléculas tengan importante toxicidad y efectos secundarios ya que carecen de 

especificidad y pueden bloquear también funciones fisiológicas del NF-kβ que participan en la 

inmunidad y homeostasis celular, por lo tanto, solo sean adecuados para la aplicación tópica 

(185) (Gupta S. 2010). 

 

2.11.2 Restauración de la actividad de la HDAC2 
 

Como ya se ha señalado con anterioridad el objetivo más atractivo para revertir la 

corticorresistencia probablemente sea aumentar la expresión y la actividad de la HDAC2 

disminuida en los pacientes EPOC como consecuencia del estrés oxidativo bloqueando la via 

de la fofoinositol 3 quinasa delta (PI3K) (181) (To Y. 2010) y así volver a sensibilizar las células 

a los efectos de los glucocorticoides. 

 

Existen varios fármacos potenciales que pueden aumentar la expresión de HDAC2 lo que 

sugiere que estas terapias podrían ser útiles para revertir la corticorresistencia en estos 

pacientes.  

 

Se ha visto que dosis bajas de teofilina restaura la actividad de HDAC2 en macrófagos de 

pacientes con EPOC a niveles normales y revierte así la resistencia a los corticosteroides (186) 

(Cosío BG. 2004). En ratones expuestos al humo del cigarrillo que tienen inflamación 

corticorresistente, la teofilina oral es eficaz y consigue revertir la corticorresistencia mediante 

la inhibición de la via intracelular de PI3K activada por el estrés oxidativo (181) (To Y. 2010). 

En pacientes con EPOC, una dosis baja de teofilina oral combinada con un CI es más efectiva 

para reducir la inflamación en el esputo que cualquiera de los dos medicamentos solos, lo que 

parece demostrar que su tratamiento combinado además tiene efecto aditivo  (187)  (Ford 

PA. 2010).  
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El antidepresivo tricíclico nortriptilina también aumenta la expresión de HDAC2 e invierte la 

resistencia a los esteroides al inhibir directamente la PI3K (188) (Mercado N. 2011). Los 

inhibidores selectivos de PI3K, como IC87114, son igualmente efectivos, (181) (To Y. 2010) y 

los inhibidores de PI3K inhalados se encuentran ahora en desarrollo clínico para el 

tratamiento de la EPOC y el asma grave (189) (Sadiq MW. 2021). 

 

A pesar de que el estrés oxidativo es un mecanismo importante que conduce a la 

corticorresistencia de los pacientes con EPOC a través de la expresión reducida de HDAC2, los 

fármacos antioxidantes actualmente disponibles son poco efectivos porque se inactivan por 

el propio estrés oxidativo, pero ahora hay un interés considerable en los activadores del factor 

de transcripción del factor nuclear derivado del eritroide 2 like 2 (Nrf2), que regula la 

expresión de varios genes antioxidantes. La actividad de Nrf2 está marcadamente reducida en 

células de pacientes con EPOC, y esto está relacionado con una expresión reducida de HDAC2, 

que normalmente mantiene a esta proteína desacetilada y activa (190) (Mercado N. 2011). El 

sulforafano es un activador de Nrf2 y se ha demostrado que aumenta la expresión de HDAC2 

y revierte la corticorresistencia en ratones expuestos al humo del cigarrillo y en macrófagos 

de pacientes con EPOC (191) (Malhorta D. 2011).  

 

Por otro lado, dado que la estimulación muscarínica activa la via intracelular de PI3K (62) 

(Gosens R. 2006) y, como hemos comentado al inicio, en los pacientes EPOC existe una 

activación del sistema colinérgico no neuronal, parece lógico pensar que los fármacos 

antimuscarínicos podrían tener su papel como potenciales fármacos antiinflamatorios y 

podrían atenuar la corticorresistencia en los neutrófilos de los pacientes EPOC inhibiendo la 

vía de PI3K, sin embargo esta hipótesis no ha sido todavía explorada y por ello nos 

planteamos llevar a cabo este estudio.  

 

2.11.3 Regulación de genes inducibles por los glucocorticoides  

Otra de las estrategias posibles para combatir la corticorresistencia seria la regulación de 

ciertos genes que son inducibles por los glucocorticoides (156) (Barnes PJ. 2013).  Los genes 
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inducibles por los glucocorticoides con actividad antiinflamatoria cuya modulación podría 

combatir la corticorresistencia son los siguientes (192) (Moodley T. 2013):  

• GILZ (cremallera de leucina que codifica un gen miembro de la familia de dominio 3 

(TSC22D3) inducible por glucococorticoides): es un gen inducible por corticoides que 

inhibe la transcripción de genes inflamatorios al interferir en la actividad de varios 

factores de transcripción como NF-kβ y AP-1 (193) (Mittelstadt PR. 2001).  

• RGS2 (Gen que codifica la proteína reguladora de la señalización de la proteína G2): la 

proteína reguladora que codifica activa las proteínas GTPasas que inactivan a la 

proteína G apagando la señalización al unirse al ligando. En el músculo liso bronquial 

la expresión de RGS2 está aumentada cooperativamente por los glucocorticoides – 

LABA ejerciendo un efecto broncoprotector. En otras células la expresión de RGS2 

puede atenuar la liberación de mediadores pro-inflamatorios.  

• CRISPLD2 (Gen de la Proteína secretora rica en cisteína que contiene el dominio LCCL 

2) codifica una proteína de secreción frente al estímulo de LPS (componente 

inmunoestimulador de las bacterias Gram-negativas) en mamíferos. Mejorar la 

inducción de su expresión podría contribuir a disminuir la respuesta inflamatoria 

desencadenada por la infección por bacterias gram-negativas y el consecuente shock 

séptico (194) (Wang ZQ. 2009).  

2.11.4 Efecto sinérgico de fármacos antiinflamatorios  
 

La justificación de las combinaciones de fármacos para lograr efectos aditivos o sinérgicos en 

el tratamiento de la EPOC proviene de estudios clínicos aleatorizados y puede explicarse por 

interacciones farmacológicas moleculares. Así, por ejemplo, los LABA aumentan la capacidad 

de respuesta a los corticosteroides al revertir la fosforilación del receptor de glucocorticoides 

alfa (GRα) en la serina 226 (Ser226) y promover la translocación nuclear de GRα (156) (Barnes 

PJ. 2013). La evidencia existente indica que los LABA también revierten la insensibilidad a los 

corticosteroides atenuando el estrés oxidativo e inhibiendo la fosfoinositido-3-quinasa delta 

(PI3Kδ), permitiendo así la acción eficiente de la histona desacetilasa-2 (HDAC2) y GRα (195) 

(Rossios C. 2012). Estos mecanismos, que son compartidos con la teofilina (156) (Barnes PJ. 

2013)  y, como se demostró también, con el roflumilast (134) (Milara J. 2014), explican los 
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beneficios clínicos de la terapia combinada para mejorar los efectos antiinflamatorios de los 

corticosteroides en la EPOC.  
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3 HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
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Las hipótesis de esta tesis doctoral están basadas en las siguientes consideraciones, expuestas 

anteriormente y resumidas a continuación:  

 

• La EPOC es una enfermedad muy prevalente que asocia una importante morbi-mortalidad 

para la que no existe un tratamiento curativo.  

• La inflamación neutrofílica, característicamente corticorresistente en la EPOC, es la piedra 

angular de la progresión del daño estructural en la vía aérea de estos pacientes. 

• El estrés oxidativo causado por la exposición al humo de tabaco parece ser el principal 

desencadenante de esta corticorresistencia al activar la vía de señalización intracelular de 

la PI3K. Por tanto es de esperar que estrategias terapéuticas encaminadas al bloqueo de 

la vía PI3K restauren la función de los glucocorticoides y podrían ser una diana 

terapéutica a explorar.  

• Dado que el humo del tabaco es el principal factor de riesgo para desarrollar EPOC, y que 

activa la respuesta inmune innata en la vía aérea de los pacientes EPOC, parece razonable 

considerarlo como estímulo in vitro para el presente estudio. 

• Parece existir una participación del sistema colinérgico no neuronal en la respuesta 

inflamatoria neutrofílica en la vía aérea de los pacientes con EPOC y la estimulación de 

estos receptores muscarínicos activa la vía intracelular de PI3K, sin embargo todavía no 

se ha explorado el posible efecto antiinflamatorio de los fármacos antimuscarínicos en 

estos pacientes.  

• El tratamiento combinado de glucocorticoides con otros fármacos que consiguen revertir 

la corticorresistencia en los pacientes con EPOC, potencia su efecto antiinflamatorio.  
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3.1 Hipótesis  
 

En base a todo lo expuesto se establecen las siguientes hipótesis de este proyecto de 

investigación preclínica:  

 

• El tratamiento con bromuro de aclidinio (fármaco antimuscarínico) podría revertir la 

corticorresistencia en los neutrófilos de los pacientes EPOC al ejercer un efecto 

antiinflamatorio.  

 

• La combinación LAMA/CI puede conseguir un efecto antiinflamatorio aditivo entre ambos 

fármacos.  

 

3.2 Objetivos  
 

El objetivo principal de este proyecto de investigación es evaluar in vitro el efecto 

antiinflamatorio del bromuro de aclidinio sobre los neutrófilos de los pacientes con EPOC y  

como es capaz de atenuar la corticorresistencia característica de estos pacientes por su efecto 

aditivo antiinflamatorio al combinarlo con corticoesteroides inhalados, buscando así nuevas 

combinaciones terapéuticas que podrían ayudar a mejorar el pronóstico de estos pacientes.  

 

Para ello se establecen los siguientes objetivos secundarios específicos:  

• Analizar la activación del sistema colinérgico no neuronal en los neutrófilos del esputo y 

sangre periférica de pacientes con EPOC en fase estable y compararla con la de EPOC 

exacerbados y la de voluntarios sanos.  

 

• Analizar el efecto antiinflamatorio del bromuro de aclidinio y de la fluticasona por 

separado sobre los neutrófilos del esputo y sangre periférica de pacientes con EPOC en 

fase estable y compararlo con las muestras de voluntarios sanos. Para ello se determinarán 

los siguientes marcadores inflamatorios: IL-8, IL-1β, GM-CSF, MMP-9, CCL-5. 

 

• Analizar el efecto aditivo de la combinación de bromuro de aclidinio y fluticasona sobre la 

respuesta antiinflamatoria en los neutrófilos del esputo y sangre periférica de pacientes 
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con EPOC en fase estable y compararlo con las muestras de voluntarios sanos. Para ello se 

determinarán los siguientes marcadores inflamatorios: IL-8, IL-1β, GM-CSF, MMP-9, CCL-5 

en todas las muestras. 

 

• Analizar los mecanismos implicados en la mejoría del efecto antiinflamatorio (efecto 

aditivo) al combinar bromuro de aclidinio y fluticasona, y que consiguen atenuar la 

corticorresistencia. Para ello se determinará la expresión de mRNA de genes y proteínas 

implicadas en la corticorresistencia como MIF, HDAC2, GRα, MKP1, CRISPLD2, GILZ y la 

actividad de PI3K, pERK1/2, p-p38 y GRser226.  
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4 METODOLOGÍA 
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4.1 Material  
 

4.1.1 Pacientes  
 

Se obtuvieron neutrófilos de esputo, neutrófilos de sangre periférica y sangre total de 

pacientes con EPOC fumadores en fase estable, EPOC fumadores exacerbados y de controles 

voluntarios sanos no fumadores.  

 

Los pacientes EPOC fueron seleccionados e incluidos de manera aleatoria consecutiva desde 

la consulta monográfica de EPOC (los estables) y de la sala de hospitalización de neumología 

(los exacerbados) del servicio de neumología del Consorcio Hospital General Universitario de 

Valencia.  

 

Todos los pacientes población del estudio cumplieron con los criterios diagnósticos de EPOC y 

fueron clasificados según el grado de obstrucción de la vía aérea basada en el FEV1 

postbroncodilatador, siguiendo los criterios recomendados en la Guía Española de manejo del 

EPOC y la guía GOLD (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disesase) (Tabla 2). (1,4) 

(GOLD 2021, Miravitlles M 2017). Para ello a todos los pacientes en fase estable se les realizó 

una espirometría para evaluar la capacidad vital forzada (FVC), el volumen espiratorio forzado 

en el primer segundo (FEV1) y la relación FEV1/FVC utilizando un espirómetro Vitalograph® αIII 

(Vitalograph, Maids Moreton, Reino Unido) y en caso de los pacientes exacerbados se 

incluyeron aquellos que tenían una espirometría forzada realizada en fase estable en los 

últimos 3 meses, con el mismo espirómetro.   

 
            Tabla 2. Clasificación de la gravedad de la obstrucción de la EPOC. 

Grado de obstrucción FEV1 tras broncodilatador 

Leve – GOLD 1  80 % predicho 

Moderada – GOLD 2 50 %  FEV1 < 80 % predicho 

Grave – GOLD 3 30 %  FEV1 < 50 % predicho 

Muy grave – GOLD 4  < 30 % predicho 

           En pacientes con FEV1/FVC  < 0.7 post-broncodilatador 
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Los voluntarios sanos no fumadores fueron sujetos de la misma edad que el grupo de estudio 

y con función pulmonar normal tras realización de una espirometría forzada con el mismo 

espirómetro referido.  

Todos los pacientes con EPOC eran fumadores actuales (> 10 años/paquete) y pertenecían al 

fenotipo bronquitis crónica (tos y expectoración durante al menos 3 meses al año en dos años 

consecutivos, estando en situación clínica estable)  (4) (Miravitlles M. 2017) y sin infección 

bronquial crónica. En los pacientes con EPOC estable, no hubo exacerbaciones de la 

enfermedad en las 2 semanas previas a la toma de las muestras  de esputo y sangre periférica 

y se realizó un periodo de lavado de la medicación inhalada crónica de 4 días antes de la toma 

de muestras de esputo o sangre. Todos los pacientes con EPOC exacerbado incluidos fueron 

hospitalizados muy probablemente debido a infecciones de las vías respiratorias, basándonos 

en la clínica de presentación y/o por análisis bacteriológico de sangre y/o esputo. Las muestras 

de células de pacientes con EPOC exacerbada se recogieron antes de iniciar el tratamiento con 

corticosteroides sistémicos. Los datos de los pacientes se recogieron en la hoja diseñada para 

dicho cometido (Anexo 1. Hoja recogida de datos).  

 

En los diferentes experimentos mecanicistas se utilizaron los neutrófilos de pacientes con 

EPOC estable y los neutrófilos de los pacientes con EPOC exacerbada se utilizaron solo para 

medir la expresión basal de los componentes colinérgicos no neuronales.  

 

Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de cada paciente o voluntario antes de 

comenzar el muestreo de esputo / sangre y las pruebas de función pulmonar (Anexo 2). Este 

proyecto fue aprobado por el Comité de Ética local del Consorcio Hospital General 

Universitario de Valencia (Anexo 3).  

 

 

4.1.2 Aislamiento de Neutrófilos 
 

Los neutrófilos se aislaron de sangre venosa periférica utilizando dextrano 500 al 3% (en 

solución salina al 0,9%) junto con Ficoll-Paque Histopaque 1077 (Amersham Pharmacia 

Biotech, Barcelona, España; medio estéril estándar diseñado para aislar leucocitos) en una 

proporción de 2:1. La mezcla fue incubada a temperatura ambiente durante 30 minutos hasta 

https://translate.google.es/history
https://translate.google.es/history
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que los hematíes sedimentaron. La fase superior se recogió cuidadosamente y se añadió a 

Ficoll-Paque Histopaque 1077 (Amershan Pharmacia Biotech) en una proporción de 3:1. Las 

dos fases generadas se centrifugaron a 150 g y 4°C durante 30 min. Luego, se eliminó el 

sobrenadante y el sedimento obtenido (que consistió en una mezcla de neutrófilos y baja 

proporción de eritrocitos residuales y trazas de eosinófilos y basófilos) se resuspendió en un 

tampón de lisis de eritrocitos (Bioleg- end) durante 5 min en hielo. La suspensión celular se 

lavó dos veces con solución salina tamponada con fosfato (PBS). Las preparaciones de 

neutrófilos tuvieron una pureza mayor del 97%, según se evaluó mediante tinción de Giemsa 

y una viabilidad > 99%, según se midió mediante exclusión con azul tripán. Ni la pureza ni la 

viabilidad se vieron afectadas en las diferentes condiciones experimentales del estudio. 

 

Los neutrófilos del esputo espontáneo (aproximadamente 2 ml) se obtuvieron de los pacientes 

con EPOC estable y exacerbado y se procesaron con ditiotreitol. El esputo se procesó lo antes 

posible (dentro de las 2h) fue vertido en una placa de Petri y todas las porciones que 

macroscópicamente parecían libres de contaminación salival (hasta 1.000 mg) se colocaron 

en un tubo de poliestireno de 15 ml. Esta porción seleccionada se trató con 4 veces el volumen 

de ditiotreitol (DTT) (Sputalysin 10%; Calbiochem Corp., San Diego, CAl, recién diluido a 0,1% 

en agua destilada), para disociar los enlaces disulfuro del moco. La mezcla se agitó durante 15 

segundos y se aspiró suavemente dentro y fuera de una pipeta Pasteur para asegurar la 

mezcla. El tubo de poliestireno se colocó posteriormente en un agitador (Dade Tube Rocker; 

Baxter Diagnostics Corporation, Miami, FL) y se agitó durante 15 minutos. Para detener el 

efecto del DTT en la suspensión celular, se añadieron 4 volúmenes más de D-PBS y se 

homogeneizó el tubo 5 min más. La suspensión se filtró a través de una gasa de nailon (BBSH 

Thompson, Scarborough, Ontario) de 48-µm de tamaño de poro para eliminar los agregados 

celulares, suciedad y mucosidad. La suspensión clara resultante se centrifugó a 790 x g durante 

10 min. Los sedimentos de células de esputo se resuspendieron en medio de cultivo Roswell 

Park Memorial Institute 1640 (RPMI-1640) (medio celular para cultivos celulares) enriquecido 

con suero fetal de bovino al 10%, penicilina-estreptomicina al 1% y 1 mmol/L de L-glutamina 

a una concentración de 1 x 106 células/ml. Se incubó una alícuota que contenía 4 x 105 células 

en una placa de 24 pocillos durante 1 hora a 37°C con 5% CO2 en aire humidificado. Se 

descartaron las preparaciones que contenían < 95% de neutrófilos. Ni la pureza ni la viabilidad 
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de las preparaciones celulares se vieron afectadas por las diferentes condiciones 

experimentales del estudio. 

4.1.3 Preparación de la solución del extracto de humo de cigarrillo 
 

Dado que el humo del tabaco es el principal factor de riesgo para desarrollar EPOC, y que 

activa la respuesta inmune innata en la vía aérea de los pacientes EPOC, parece razonable 

considerarlo como estímulo in vitro para el estudio de las propiedades antiinflamatorias del 

bromuro de aclidinio. 

 

El extracto de humo de cigarrillo (EHT) se preparó como se ha descrito anteriormente (196) 

(Milara J. 2010). Brevemente, el humo de un cigarrillo de investigación (2R4F; Tobacco Health 

Research, Universidad de Kentucky, Lexington, KY, EE. UU.) fue generado por una bomba 

respiratoria (Rodent Respirator 680; Harvard Apparatus, March-Hugstetten, Alemania) a 

través de un mecanismo de inhalación que imita el patrón de fumar humano (3 

bocanadas/min; 1 bocanada 35 ml; cada bocanada de 2 segundos de duración con 0,5 cm por 

encima del filtro) y se burbujeó en un matraz que contenía 25 ml de RPMI-1640 precalentado 

(37°C). (Figura 29) 

 

 

Figura 29. El extracto de humo de tabaco (EHT) generado fue utilizado como estímulo en los experimentos in 
vitro. A. Cigarros de investigación 2R4F utilizados en los experimentos. B. Bomba de respiración utilizada para 
generar el extracto de humo de tabaco (EHT) y burbujearlo en el medio de cultivo. 

 

La solución de EHT resultante se consideró como EHT al 100% y se usó para experimentos 

dentro de los 30 minutos posteriores a la preparación. Una concentración de EHT al 10% 

corresponde aproximadamente a la exposición asociada con fumar dos paquetes de cigarrillos 
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por día (197) (Su Y. 1998). Para testar la citotoxicidad/apoptosis inducida por EHT, se trataron 

los neutrófilos aislados con concentraciones de EHT de hasta el 5% durante 6 h.  

 

 

4.2 Métodos  
 
Tabla 7. Resumen de los estudios in vitro  

 

Células Proceso Estímulo Parámetro Método 
Neutrófilos de 
sangre 
periférica y 
esputo 

Mediadores 
inflamatorios 

LPS 1µg/ml 
EHT 5% 
Carbacol 
 

IL-8 ELISA  

IL1β LUMINEX 

CCL-5 
GM-CSF 

MMP-9 

Mecanismos de 
corticorresistencia  

LPS 1µg/ml 
EHT 5% 
Carbacol 
 

GRα RT-PCR   

GRβ 
MKP-1 

MIF 

PI3K 

HDAC-2 
CRISPLD2, GILZ 

β2-ADR 

ChAT, VAChT, 
CHT1, OCT-1-3, 
and M1-M5  

LPS: lipopolisacárido; EHT: extracto de humo de tabaco; CCL-5 quimiocina ligando 5; GM-CSF: factor estimulante de colonias 
de granulocitos y macrófagos; MMP: metaloproteasas; GR: receptor de glucocorticoide; MKP-1: proteinquinasa activada por 

mitógenos fosfatasa 1; MIF: factor inhibidor de migración de macrófagos; PI3K: fosfatidil-inositol quinasa: HDAC: histona 
deacetilasa; CRISPLD2: proteína secretora rica en cisteína que contiene el dominio LCCL2; GILZ: cremallera de leucina inducida 
por glucocorticoides; β2-ADR: receptor β2-adrenérgico; ChAT: acetilcolintransferasa; VAChT: transportador vesicular de 
acetilcolina; CHT: Transportador de colina de alta afinidad; OCT: Proteína orgánica transmembrana que transporta Ach: M: 
receptor muscarínico; RT-PCR: Reacción en cadena de polimerasa a tiempo real 
 

 

 

4.2.1 Análisis de mediadores inflamatorios secretados por los neutrófilos 
 

Como ya se ha comentado en la introducción los neutrófilos de pacientes EPOC parecen 

mostrar corticorresistencia mediante la secreción y expresión de IL1ß, IL-8, IL-17, GM-CSF, 

CCL-5 y MMP-9.  

Por ello en este trabajo nos planteamos medir la secreción de estos mediadores por los 

neutrófilos aislados de esputo y sangre periférica de pacientes EPOC y voluntarios sanos y 

demostrar como estos mediadores inflamatorios muestran una pobre respuesta a la inhibición 

por los corticoesteroides en un contexto de inflamación crónica como sucede en la EPOC.  
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Los neutrófilos del esputo y de sangre periférica se ajustaron a 500×103 células por pocillo en 

placas de 24 pocillos y se incubaron en RPMI-1640 durante 1 hora a 37ºC en CO2 humidificado 

al 5%.  

Las células se dejaron sin tratar o se trataron durante 1 hora con los siguientes fármacos 

mostrados en la Tabla 8: 

Tabla 8. Fármacos y sus concentraciones para la experimentación  

Fármacos Concentraciones 

Bromuro de aclidinio (LAMA) 0.1nM-1µM 

Propionato de Fluticasona (CI)  0.1nM-1µM 
Atropina (antagonista muscarínico) 0.1nM-1µM 

p-fluoro-hexahidrosiladifenidol (pFHHSid; inhibidor de M3) 10 nM, 1 μM 

Metoctramina (inhibidor de M2) 100 nM, 1 μM 

LY294002 (inhibidor de PI3K) 1 μM 
Hexametonio (antagonista del receptor nicotínico) 100 μM 

Bromuro de aclidinio (LAMA) + Propionato de Fluticasona (CI) 10nM + 10nM 

 

Tras 1 hora de tratamiento las células fueron estimuladas con 1 μg de lipopolisacárido (LPS)/ml 

(como mediador inflamatorio), EHT al 5% (como estímulo oxidante) o carbacol 10 μM 

(agonista colinérgico) durante 6h.  

 

En otros experimentos, se añadieron 10 U de acetilcolinesterasa (ACheE) / ml 1 h antes del 

estímulo para eliminar la acetilcolina extracelular y durante el período de 6 h de estimulación 

con LPS o EHT. Se seleccionó EHT 5% como estímulo en los neutrófilos del esputo porque el 

LPS solo no aumentó los niveles IL-8 sobre los valores basales, como se informó anteriormente 

(198) (Plumb J. 2012). Así que se utilizó LPS como estímulo para los neutrófilos de sangre 

periférica y EHT al 5% para los del esputo.  

 

Los estímulos y fármacos se incubaron junto con las células durante 6 h. Se recogieron los 

sobrenadantes y se centrifugaron a 120 g durante 5 min. El sobrenadante libre de células se 

utilizó para medir IL-1β, IL-8, metaloproteinasa-9 (MMP9), CCL-5, factor estimulante de 

colonias de granulocitos-macrófagos (GM-CSF). Se utilizaron extractos celulares para medir la 

expresión de ARNm después de 6 h de estimulación celular. Los niveles de IL-8 se midieron 

utilizando un kit de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas disponible comercialmente 

para IL-8 (R&D Systems, Nottingham, Reino Unido) de acuerdo con el protocolo del fabricante. 
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Se midieron MMP9, CCL-5, GM-CSF e IL-1β utilizando tecnología LUMINEX, de acuerdo con el 

protocolo del fabricante. 

 

 

 

4.2.2 Análisis de la activación del sistema colinérgico no neuronal en los neutrófilos 
 

Para el estudio de la activación del sistema colinérgico no neuronal en los neutrófilos de los 

pacientes EPOC y compararlo con los neutrófilos de los voluntarios sanos se analizó la 

expresión de las siguientes proteínas (Tabla 9) mediante RT-PCR (Applied Biosystems) en tiempo 

real como después se explicará: 

Tabla 9. Proteínas expresadas por activación del sistema colinérgico no neuronal   
Ensayos de Expresión Génica TaqMan® 

Proteínas  Referencia  (Nº Catálogo) 

OCT 1: Proteína orgánica transmembrana que transporta Ach -1  Hs00222691_m1 
OCT 2 Proteína orgánica transmembrana que transporta Ach -2 Hs01010726_m1 

OCT 3 Proteína orgánica transmembrana que transporta Ach -3 Hs00427552_m1 

ChAT: Acetilcolin transferasa Hs00252848_m1 

CHT1: transportador de colina de alta afinidad Hs00222367_m1 
M1: receptor muscarínico 1  Hs00265195_s1 

M2: receptor muscarínico 2 Hs00265208_s1 

M3: receptor muscarínico 3 Hs100265216_s1 
M4: receptor muscarínico 4 Hs00265219_s1 

M5: receptor muscarínico 5 Hs00255278_s1 

VAChT: Transportador vesicular de acetilcolina Hs00268179_s1 

β2-ADR: receptor β2-adrenérgico  Hs00240532_s1 

 

4.2.3 Estudio de los mecanismos de corticorresistencia  
 

Para la aproximación a los posibles mecanismos de corticorresistencia se evalúo la expresión 

de  ARNm, mediante RT-PCR también, de los siguientes genes de interés (Tabla 10):  

 
Tabla 10. Genes analizados para analizar mecanismos de corticorresistencia  
Ensayos de Expresión Génica TaqMan® 

Proteínas  Referencia  (Nº Catálogo) 
MIF Hs00236988 

MKP-1 Hs00610256 

PI3K Hs00192399 

HDAC2 Hs00231032 

GRα Hs00353740_m1 

CRISPLD2  Hs00230322_m1 

GILZ Hs00608272_m1 
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4.2.3.1 Estudio de la expresión génica: Técnicas de Biología molecular 

 

4.2.3.1.1 Extracción de ARN total y cuantificación 
 

Para aislar el ARN total de los neutrófilos de sangre periférica y esputo en condiciones basales 

y tras la exposición a los diferentes fármacos y estímulos descritos en el apartado 3.2.1 y en 

las tablas 7, 8 y 9, se utilizó el reactivo TriPure Isolation Reagent (Roche Diagnostics, 

Indianapolis, USA), que es una solución monofásica de fenol y tiocianato de guanidina (Trizol), 

que permite separar ARN, ADN y proteínas.  

A continuación se determinó la concentración del ARN extraído mediante el 

espectrofotómetro NanoDrop 2000C (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EEUU), 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Este sistema permitió determinar la concentración 

del ARN total (ng/μL) mediante medidas de absorbancia a 260 nm (A260) y 280 nm (A280), a 

partir del espectro de absorción de las muestras. También se obtuvo el valor de la pureza de 

las muestras, determinado por el ratio A260/A280.  

La integridad del ARN extraído fue confirmada con el sistema electroforético capilar 2100 

Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EEUU), siguiendo las instrucciones del 

fabricante. El ARN extraído se almacenó a -80ºC hasta su utilización. 

 

4.2.3.1.2 Retrotranscripción inversa (RT) 
 

En la reacción de retrotranscripción inversa (RT), la enzima retrotranscriptasa inversa sintetiza 

ácido desoxiribonucléico (ADN) complementario (ADNc) a partir de un ARN molde.  

Tomando en consideración la cuantificación del ARN extraído, se transformó un total de 300 

ng de ARN en ADNc utilizando el kit “Taq Man para la retrotranscripción inversa”. Se realizó 

este proceso en un termociclador 9800 Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems, Perkin-Elmer 

Corporation, CA, EEUU) con los siguientes pasos: incubación durante 10 minutos a 25ºC, ciclo 

de 30 minutos a 42ºC e inactivación de la enzima durante 5 minutos a 95ºC. El ADNc 

sintetizado se almacenó a -20ºC hasta su utilización. (Figura 30) 
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Figura 30. Retrotranscripción inversa. A. Termociclador 9800 Fast Thermal Cycler para realizar la reacción de 
retrotranscripción inversa. B. Etapas de la reacción. En la figura se muestran temperaturas (ºC) y tiempos (minutos) 
de los distintos pasos de la reacción. 

 

4.2.3.1.3 RT-PCR a tiempo real 
 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) consiste en la amplificación selectiva de una 

región de ADN de interés utilizando oligonucleótidos como cebadores de la síntesis de ADN. 

Los cebadores se unen específicamente a secuencias que flanquean la región que se pretende 

amplificar. La reacción de amplificación consiste en la repetición de un ciclo integrado por tres 

etapas:  

➢ Desnaturalización del ADN molde. 

➢ Hibridación de cebadores. 

➢ Elongación.  

La repetición de este ciclo un determinado número de veces produce un aumento exponencial 

en la cantidad de ADN de la región de interés. 

La variante denominada PCR a 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 

detección directa del producto de amplificación durante la fase exponencial de la reacción 

empleando lectores de fluorescencia que permiten medir la fluorescencia emitida durante la 

reacción. Para ello se utilizaron Ensayos de Expresión Génica TaqMan®, que son mezclas pre-

formuladas de sondas y cebadores específicos para el gen de interés marcadas con 

fluorocromos. Los reactivos TaqMan utilizan una sonda fluorogénica y la actividad 5’ nucleasa 

de la Taq polimerasa de ADN para detectar un producto de PCR específico a medida que se 

acumula durante la reacción, tal y como se detalla en la siguiente figura (Figura 31). 
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Figura 31. Sistema TaqMan® para RT-PCR. Los reactivos TaqMan utilizan una sonda fluorogénica y la actividad 5’ nucleasa 
de la Taq polimerasa de ADN para detectar un producto específico de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) a medida 
que se acumula durante la reacción (Figura extraída de “Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System: Guía de 
reactivos” 2006, 2010) 
 

La existencia de estas sondas fluorogénicas permite la detección en tiempo real únicamente 

de los productos de amplificación específicos. En las tablas 9 y 10 se enumeran los Ensayos de 

Expresión Génica TaqMan® utilizados para el estudio de la expresión de los genes de interés. 

 

Cada reacción de PCR contenía los siguientes componentes: 

➢ 1 μL de ADNc sintetizado en la transcripción inversa 

➢ 5 μL de TaqMan® Gene Expression Master Mix 

➢ 0,5 μL de la sonda y cebadores correspondientes  

➢ 3,5 μL de agua dietilpirocarbonato (DEPC). 

La PCR se desarrolló en un termociclador 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems) con las siguientes condiciones: un paso inicial de 2 minutos a 0ºC, un ciclo de 10 

minutos a 95ºC y 40 ciclos de 15 segundos a 95ºC seguidos de 1 minuto a 60ºC.  

 
Figura 32. RT-PCR a tiempo real. A. Termociclador 7900HT Fast Real-Time PCR System para la realización de la reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR) a tiempo real (RT-PCR). B. Software RQ Manager utilizado para el análisis de las curvas 
de amplificación obtenidas y la cuantificación de la expresión génica. 

 
 

A partir de los datos de fluorescencia registrados se obtuvieron curvas de amplificación en las 

que se representaba el logaritmo de la intensidad de fluorescencia frente al número de ciclos 

transcurridos (Figura 32). Para medir la expresión de un determinado gen se utilizó el ciclo 
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umbral (Ct), ciclo en el que se alcanza el nivel prefijado de fluorescencia. Cuantas más copias 

haya de ARNm de partida del gen estudiado, más ADNc se obtendrá en la retrotranscripción 

inversa y antes comenzará la amplificación a ser exponencial.  

La cuantificación relativa de los distintos genes se realizó con el método de comparación de 

Ct, utilizando el gliceraldehído 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como control endógeno y 

normalizando los resultados al grupo control.  

 

En este método se utiliza la siguiente ecuación:  

ΔΔCt = ΔCt1 – ΔCt2  

Siendo:  

ΔCt1 = (Ct gen problema – Ct gen referencia) de la muestra 1  

ΔCt2 = (Ct gen problema – Ct gen referencia) de la muestra 2  

 

Para que la determinación a través de esta fórmula aritmética sea válida, debe cumplirse que 

la eficiencia de la reacción 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 estudió cada muestra por duplicado, se 

corrigieron los valores frente al gen referencia y se normalizaron frente al grupo control. Se 

calculó el valor 2-ΔΔCt de los distintos grupos y se representó junto al grupo control, cuyo valor 

de 2-ΔΔCt es igual a 1. El valor 2-ΔΔCt equivale a la expresión relativa de ARNm de un determinado 

gen. 

 

4.2.3.1.4 Silenciamiento génico mediante ARN interferente (siARN)  

El small interfering ARN (siARN) o ARN interferente es un mecanismo de silenciamiento post-

transcripcional de genes específicos, de modo que pequeñas moléculas de ARN 

complementarias a un ARNm conducen a la degradación de éste, impidiendo su traducción en 

proteínas (Figura 33). 

 

Para transfectar los siARN al interior celular es necesario cargarlos dentro de liposomas 

capaces de fusionarse con la membrana celular. Así pues, se prepararon dos soluciones por 

separado: una solución que contenía el siARN diluido en medio Opti-MEM® y una solución de 

Lipofectamina 2000® diluida en medio Opti-MEM® e incubada 5 minutos a temperatura 
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ambiente. Ambas soluciones se mezclaron suavemente y se incubaron 20 minutos a 

temperatura ambiente. La mezcla se añadió sobre las células a una confluencia del 90% y en 

medio libre de antibióticos, puesto que estos pueden interferir en la transfección. Se incubó a 

37°C con 5% CO2 en aire humidificado durante 6 horas (Figura 33). Pasado este tiempo se 

renovó el medio de cultivo y se incubaron 24 horas hasta el inicio del procedimiento 

experimental.   

 

 

Figura 33. Silenciamiento génico mediante ARN interferente. En el lado izquierdo se ilustra el protocolo para generar 
liposomas con siARN mediante Lipofectamina 2000®. Cuando se cultivan las células en presencia de estos liposomas (cuadro 
derecho) sus cubiertas lipídicas se fusionan con la membrana celular e introducen su contenido al citoplasma. Entonces el 
complejo RISC (RNA-induced silencing complex) provoca el desapareamiento de las dos hebras del siARN y utiliza la hebra 
antisentido como guía para seleccionar el ARNm complementario de la hebra de siARNpresente en el complejo. Finalmente, 
RISC promueve el corte y posterior destrucción del ARNm diana, provocando la supresión de la expresión del gen.  

Este mecanismo de silenciamiento post-transcripcional de genes específicos fue utilizado con 

el objetivo de analizar que receptor muscarínico funcional es el más implicado en la respuesta 

inflamatoria.  

En este estudio el siARN utilizado fue de Ambion (Huntingdon, Cambridge, Reino Unido). Se 

transfectaron células epiteliales bronquiales humanas cultivadas Beas2B con 50 nM de un 

siARN comercial contra el gen M2 (PN 4392421; Ambion, Austin TX, USA) o con 50 nM de un 

siARN contra el gen M3 (PN 4390815; Ambion, Austin TX, USA) o con 50 nM del siARN control 

(Ambion, Huntingdon, Cambridge, Reino Unido) en medio de cultivo libre de suero bovino fetal 

y de antibiótico. Después de 6 h, se aspiró el medio y se reemplazó con medio que contenía 
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suero durante 48 h más. Se utilizó Lipofectamina 2000® (Invitrogen, Paisley, Reino Unido), a 

una concentración final de 2 µg / ml, como reactivo de transfección. 

 

4.2.3.1.5 Sistema reportero de elemento de respuesta a glucocorticoides (GRE) 
 

Para monitorizar la actividad transcriptora del receptor de glucocorticoides α en células in 

vitro se empleó el kit Cignal GRE Reporter Assay (QIAGEN, nº Cat. 336841). La técnica consiste 

en transfectar un constructo génico con un sistema reportero, formado básicamente por el 

gen de la Luciferesa bajo el control de un promotor (m)CMV y de repeticiones en tándem de 

elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE). De modo que la activación como factor de 

transcripción del GR por dexametasona provoca su unión a los GRE del sistema reportero y 

la síntesis de Luciferasa, que generará fluorescencia de manera proporcional. El sistema 

también incluye una mezcla de constructos del gen de la Luciferesa no inducible, como control 

negativo; y una mezcla de constructos que expresan constitutivamente el gen de la Luciferesa, 

como control positivo (Figura 34).  

 

 

Figura 34. Constructos del kit Cignal GRE Reporter Assay. 

 

En este trabajo se utilizaron células epiteliales Beas2B (40.000 células/pocillo) y se cultivaron 

durante 24h a 37°C con 5% CO2 en aire humidificado en placas de 96 pocillos que contenían 

medio de cultivo Eagle modificado de Dulbecco (DMEM).  

Se utilizó el kit Cignal GRE Reporter Assay (QIAGEN, nº Cat. 336841) para monitorizar la 

actividad transcriptora del receptor de glucocorticoides α en las células cultivadas, siguiendo 

las indicaciones del fabricante. 

En primer lugar, las células se transfectaron con siARN dirigido al gen M2, al M3 o al control 

de siRNA codificado como se describió anteriormente.  
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Después de 24 h, las células se transfectaron con el indicador Cignal (100 ng), el control 

negativo Cignal (100 ng) y el control positivo Cignal (100 ng) en medio de cultivo sin suero 

Opti-MEM utilizando Lipofectamine 2000 (Invitrogen) como reactivo de transfección. 

Posteriormente, las células se incubaron con los reactivos de transfección a 37ºC en una 

incubadora de CO2 al 5% durante 16 h.  

Tras este periodo de incubación, las células fueron preincubadas durante 6h en DMEM con 

diferentes concentraciones y combinaciones de los fármacos a estudio:  

Tabla 11. Fármacos y sus concentraciones utilizados para la experimentación 

Fármacos Concentraciones 

Bromuro de aclidinio (LAMA) 0.01nM-1µM 

Propionato de Fluticasona (CI)  0.1nM-1µM 

Atropina (antagonista muscarínico) 0.01nM-1µM 

LY294002 (inhibidor de PI3K) 0.1nM-1µM 

Bromuro de aclidinio (LAMA) + Propionato de Fluticasona (CI)  0.01nM-1µM + 1 nM 

Atropina + Propionato de Fluticasona (CI) 0.1nM-1µM + 1 nM 

LY294002 (inhibidor de PI3K) + Propionato de Fluticasona (CI) 0.1nM-1 μM + 1nM 

Propionato de Fluticasona (CI) + Bromuro de aclidinio (LAMA) 0.1nM-1µM + 10 nM 

Propionato de Fluticasona (CI) + LY294002  0.1nM-1µM + 1 nM 

 

Después de la segunda incubación de 6 h, se desarrolló el ensayo de luciferasa utilizando el 

sistema Dual-Luciferasa Reporter Assay System (Promega, nº de cat. 1910) siguiendo el 

protocolo del fabricante. En resumen, se eliminó el medio de cultivo de las células cultivadas, 

que luego se lavaron cuidadosamente con solución salina tamponada con fosfato (PBS). 

Después de la eliminación completa de la solución de enjuague, se añadió Passive Lysis Buffer 

1X y posteriormente, la placa de cultivo se colocó en un agitador orbital para agitar 

suavemente a temperatura ambiente durante 15 min. El reactivo de ensayo de Luciferasa II 

(LAR II) se preparó resuspendiendo el Luciferasa Assay Substrate liofilizado proporcionado en 

10 ml del Luciferasa Assay buffer II suministrado. Se predispensaron 100 µl de LAR II en el 

número apropiado de pocillos de una placa de 96 pocillos, seguido de 20 µl de lisado celular y 

se mezclaron pipeteando dos o tres veces. La placa de ensayo se colocó en un luminómetro 

(Victor Luminometer, Perkin-Elmer, Madrid, España) y se midió la actividad luciferasa. Justo 

antes de su uso, el reactivo Stop & Glo se preparó diluyendo 1 volumen del sustrato Stop & 

Glo con 50 volúmenes de tampón Stop & Glo. Después de la medición de la actividad 

luciferasa, se dispensaron 100 µl de reactivo Stop & Glo en los pocillos correspondientes y se 

inició una segunda lectura del luminómetro, registrando la actividad luciferasa de Renilla. Los 
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datos se expresan como 2 veces la inducción de luciferasa del indicador GRE (2xGRE)  en 

relación con la de las células no estimuladas.  

 

4.2.3.2 Estudio de la expresión proteica 

 

4.2.3.2.1 Western Blot 
 

La técnica de Western Blot fue utilizada para detectar cambios en p-ERK1/2, p-p38, MKP1 y 

en el receptor de glucocorticoides fosforilado en el residuo serina 226 (GR-Ser226).  

Los neutrófilos incubados en RPMI 1640 se trataron con propionato de fluticasona, bromuro 

de aclidinio o una combinación de los mismos durante 1 hora y se estimularon con LPS durante 

30 minutos. Luego, las células se centrifugaron y la proteína total se extrajo como se describió 

anteriormente (199) (Milara J. 2012).  

Se empleó la electroforesis en gel de acrilamida con dodecilsulfato sódico (SDS) para separar 

las proteínas de acuerdo a su peso molecular. Las proteínas desnaturalizadas (20 μg) y el 

marcador de peso molecular (Bio-Rad Kaleidoscope de Bio-Rad Laboratories) Ltd.) se cargaron 

en los pocillos de un gel de acrilamida, formado por un gel de apilamiento (acrilamida al 5%) 

situado encima de un gel de resolución (acrilamida al 10%). Se aplicó al gel una corriente 

eléctrica de 100V durante 1 h provocando que las proteínas migrasen a su través. 

Posteriormente, se transfirieron las proteínas del gel a una membrana de nitrocelulosa 

Amersham Hybond ECL Nitrocellulose Membrane (Amersham GE Healthcare) utilizando un 

método de transferencia semi-húmeda. La membrana fue bloqueada con albúmina en PBS 

con 0,1% de TWEEN®20 durante 3 horas e incubada con el anticuerpo primario 

correspondiente (Tabla 11) durante toda la noche a 4ºC. Tras la incubación, se lavó la 

membrana y se incubó con el anticuerpo secundario correspondiente, conjugado con 

peroxidasa de rábano (HRP) durante 1 hora. (Figura 35).  
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  Figura 35. Esquema de la técnica de Western Blott 

En la siguiente tabla (Tabla 12) se muestran los anticuerpos primarios y secundarios utilizados. 

 

 Tabla 12. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para Western Blotting 

Anticuerpo Origen Referencia Dilución 
p-ERK1/2 Conejo Cell Signaling  (4376S) 1:1000 

ERK1/2 Conejo Cell Signaling  (4695) 1:1000 

p-p38 Conejo Cell Signaling  (4631) 1:1000 
p-38 Conejo Cell Signaling  (9212) 1:1000 

MKP1 Conejo Assay Biotech (B1099)  1:1000 

β-actina Ratón  Sigma-Aldrich (A1978) 1:10000 

GR-Ser-226 Conejo Novus Biologicals (NB100-92540)  1:1000 
M1 Conejo Sigma (M9808) 1:1000 

M2 Conejo Sigma (M9558) 1:1000 

M3 Conejo Sigma (0194) 1:1000 
M4 Ratón  Merck Millipore (MAB1576) 1:1000 

M5 Conejo Novus Biologicals (NBP1-00907) 1:1000 

GRα Ratón  BD Biosciences (611227) 1:1000 

 

El método utilizado para la detección de proteínas es un método basado en la detección de 

quimioluminiscencia y para ello se utilizaron los reactivos ECL Plus (Amersham GE Healthcare, 

Little Chalfont, Reino Unido). La expresión de proteínas se cuantificó mediante densitometría 

en relación con la expresión de anticuerpos normalizada utilizando el software GeneSnap 

versión 6.08. Los resultados se expresan como proporciones de los controles endógenos según 

sea apropiado. 
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4.2.3.3 Análisis de la actividad de fosfoinositol 3-quinasa-delta (PI3Kδ) 

 

Para medir la actividad de la fosfatidilinositol 3-Quinasa δ (PI3Kδ), se aislaron neutrófilos de 

pacientes con EPOC y luego se incubaron durante 1 h con:  

• bromuro de aclidinio (10 nM),  

• atropina (100 nM),  

• LY294002 (inhibidor de PI3Kδ) (1 μM),  

• metoctramina (antagonista selectivo de M2 ) (1 μM) o  

• pFHHSid (antagonista selectivo M3) (1 μM).  

Las células se estimularon con LPS durante 30 min y luego se centrifugaron. Se extrajo la 

proteína total y se midió la cantidad usando el Bio-Rad Assay (Bio-Rad Laboratories Ltd., Hemel 

Hempstead, Reino Unido) para asegurar cantidades iguales (500 µg) en la reacción de 

inmunoprecipitación con anticuerpo anti-PI3-quinasa δ (p110δ; ab32401; Abcam, Cambridge, 

Reino Unido).  

La actividad de PI3K se midió utilizando el kit de ELISA de actividad de PI3K (nº de cat. K-1000s; 

Echelon Bioscience, Salt Lake City, UT, EE. UU.), de acuerdo con el protocolo del fabricante. En 

resumen, las reacciones de PI3-K se realizaron con el sustrato fisiológico PI3-K de clase I 

PI(4,5)P2 (PIP2). Las reacciones enzimáticas, los estándares de PIP3 y los controles se 

mezclaron y se incubaron con la proteína de unión a PIP3, que es altamente específica y 

sensible a PIP3. Esta mezcla se transfirió a una microplaca recubierta con PIP3 para la unión 

competitiva y luego se detectó la cantidad de PIP3 producida por PI3-K, utilizando un detector 

secundario ligado a peroxidasa y detección colorimétrica, comparando las reacciones 

enzimáticas con una curva estándar de PIP3. Los resultados se expresan como PI(3,4,5) P3 

pmol por mg de proteína. 

 

4.2.4 Análisis estadístico de los resultados  
 

Los datos fueron sometidos a un análisis paramétrico, con p <0.05 considerado indicativo de 

significación estadística. Los datos paramétricos se expresan como la media ± DE de n 

experimentos.  

Las comparaciones entre 2 grupos fueron analizadas empleando una prueba t de Student 

apareada para muestras dependientes o un t-test no pareado para muestras independientes.  
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Las comparaciones múltiples fueron analizadas mediante un análisis de varianza 

unidireccional o bidireccional (ANOVA) seguido de un test post hoc de Bonferroni. La 

concentración de bromuro de aclidinio, propionato de fluticasona, que producen una 

inhibición del 50% (IC50) se calculó a partir de las curvas de concentración-respuesta mediante 

regresión no lineal en los neutrófilos de individuos sanos y de los pacientes con EPOC.  
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5 RESULTADOS  
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5.1 Población estudiada  
Las características clínicas de la población de estudio se muestran en la tabla 13  

 

Tabla 13: Características clínicas de la población de estudio 

 Sanos 

(n=37) 

EPOC estables 

(n= 52) 

EPOC 

exacerbados 

(n= 16) 

Edad (años) 66.1 ± 6 65.1 ± 14 63.8 ± 8.4 

Sexo (H/M) 27/10 35/17 12/4 

Consumo tabaco (años-paquete) 0 35.2±6* 42.3 ± 13* 

FEV1, % pred 98 ± 3 53.2 ± 3* 38.0 ± 13* 

FVC, % pred 96 ± 4 90.2 ± 6 89.5 ± 8 

FEV1/FVC % 98 ± 3 50.1 ± 6* 46.2 ± 9* 

EPOC leve, nº pacientes  0 0 0 

EPOC moderado nº pacientes (%) 0 36 (69.23) 3 (18.75) 

EPOC grave, nº pacientes (%) 0 16 (30.77) 10 (62.5) 

EPOC muy grave, nº pacientes (%) 0 0 3 (18.75) 

Tratados con CI, nº  0 26 16 

Tratados con teofilinas, nº  0 0 0 

Tratados con LABA, nº  0 49 16 

Tratados con LAMA, nº  0 41 13 

Neutrófilos totales en sangre 

periférica 

4.2 ± 0.3 x 109/L 8.2 ± 1.3 x 109/L* 9.9 ± 0.2 x 109/L* 

Los datos son la media ± DE. * p <0.05 relacionado con sujetos sanos.  

 

5.2 Activación basal de los componentes del sistema colinérgico no 

neuronal en neutrófilos de pacientes con EPOC 
 

 

El ARNm y la expresión proteica de los receptores muscarínicos M2 y M4 fueron los más 

expresados de forma basal en los neutrófilos, tanto de sangre periférica como de esputo, de 

los individuos sanos y de los pacientes con EPOC estable, siendo la expresión 

significativamente mayor en los pacientes EPOC estables respecto a los individuos sanos y 

además se sobre-expresaron de manera significativa en los neutrófilos de pacientes con EPOC 



 

 130 

exacerbada, respecto a los otros dos grupos. La expresión de M3 y M5 fue débil en los 3 grupos 

pero sí que hubo diferencias sobre todo de M5 en los neutrófilos de sangre periférica 

predominando en los pacientes con EPOC exacerbada respecto a los otros dos grupos y en 

esputo respecto a los EPOC estable. La expresión de M1 estuvo prácticamente ausente en 

todos los grupos (Figura 36) 

 

 

Figura 36. Expresión de receptores del sistema colinérgico no neuronal en neutrófilos de sangre periférica (A) y esputo (B) 
de voluntarios sanos, EPOC estable y EPOC exacerbada. La expresión de ARNm fue determinada por RT-PCR y cuantificada 
según el método 2-ΔΔCt utilizando el GAPDH como control endógeno y la expresión proteica fue realizada mediante Western 
Blott y cuantificada basándose en la intensidad de la proteína en estudio respecto al control interno con β-actina. Los datos 
están presentados como medias ± DE. ANOVA unidireccional seguida de test post hoc de Bonferroni. * p < 0.05 respecto a 

individuos sanos;  p < 0.05 respecto a EPOC estables.  
 
 

La acetilcolintransferasa (ChAT), enzima responsable de la generación de acetilcolina 

intracelular y el transportador vesicular de acetilcolina (VAChT), responsable de cargar 

acetilcolina en orgánulos secretores, fueron detectadas en los neutrófilos de sangre periférica 

de individuos sanos y aumentó significativamente en pacientes con EPOC sin diferencias entre 

estables y exacerbados, sin embargo sí que se observaron diferencias en la expresión de 

ambas en los neutrófilos del esputo entre EPOC estables y exacerbados (Figura 37). La OCT1 

Neutrófilos de sangre periférica  

Neutrófilos esputo 
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(proteína catiónica orgánica-1) que es la proteína transmembrana que transporta la 

acetilcolina, aunque se detectó en niveles bajos, aumentó en pacientes con EPOC respecto a 

los controles sanos, mientras que la OCT2, OCT3 y el ChT1 (transportador de acetilcolina de 

alta afinidad) no se detectaron en ningún grupo (Figura 37).  

 

 

Figura 37. Expresión de componentes del sistema colinérgico no neuronal en neutrófilos de sangre periférica y esputo de 
voluntarios sanos, EPOC estable y EPOC exacerbada. La expresión de ARNm fue determinada por RT-PCR y cuantificada 

según el método 2-ΔΔCt utilizando el GAPDH como control endógeno. Los datos están presentados como medias ± DE. ANOVA 

unidireccional seguida de test post hoc de Bonferroni.* p < 0.05 respecto a individuos sanos;  p < 0.05 respecto a EPOC 
estables.  

 

5.3 Expresión basal de otros receptores y MKP1 
 

En condiciones basales el adrenorreceptor beta 2 (β2-ADR) se detectó en los neutrófilos de 

donantes sanos y se sobreexpresó en neutrófilos de pacientes con EPOC con diferencias entre 

estables y exacerbados, tanto en sangre periférica como en esputo, mientras que no hubo 

diferencia en la expresión de GRα entre los grupos. Por el contrario, MKP1 se reguló 

negativamente en los neutrófilos de pacientes con EPOC estable y exacerbada con respecto a 

los individuos sanos, lo que podría explicar la falta de sensibilidad a los corticoesteroides 

(Figura 38). 

 

 

 

 

Neutrófilos esputo Neutrófilos de sangre periférica  
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Figura 38. Expresión basal de β2-ADR, GRα y MKP-1 en neutrófilos de sangre periférica y esputo de voluntarios sanos, EPOC 
estable y EPOC exacerbada. La expresión de ARNm fue determinada por RT-PCR y cuantificada según el método 2-ΔΔCt 
utilizando el GAPDH como control endógeno. Los datos están presentados como medias ± DE. ANOVA unidireccional seguida 

de test post hoc de Bonferroni. * p < 0.05 respecto a individuos sanos;  p < 0.05 respecto a EPOC estables.  

 

5.4 Análisis de la activación del sistema colinérgico no neuronal en 

los neutrófilos de pacientes EPOC  
 

Para explorar la activación funcional del sistema muscarínico en los neutrófilos de los 

pacientes EPOC se utilizó el agonista del receptor muscarínico carbacol.  

El carbacol (10 µM; CCh, agonista de receptor muscarínico) indujo la liberación de IL-8 en los 

neutrófilos aislados de sangre periférica y de esputo de los pacientes con EPOC. Este efecto 

fue inhibido por el bromuro de aclidinio de forma concentración-dependiente, sin embargo 

no fue así tras la exposición a hexametonio (antagonista nicotínico) lo que descartó la 

participación de los receptores nicotínicos.  

Para eliminar la posible contribución de la acetilcolina extracelular a la activación de los 

neutrófilos, se añadió acetilcolinesterasa 1 h antes y nuevamente durante la estimulación de 

los neutrófilos de sangre periférica con LPS, o con EHT los procedentes del esputo. La 

acetilcolinesterasa atenuó la liberación de IL-8 inducida por LPS en los neutrófilos de sangre 

periférica y por EHT en los neutrófilos de esputo de pacientes con EPOC, lo que sugiere un 

papel de la acetilcolina extracelular en la activación de neutrófilos de estos pacientes (Figura 

39).  

Neutrófilos de sangre periférica  Neutrófilos esputo 
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Figura 39. Activación de neutrófilos de pacientes EPOC por mediadores colinérgicos. Los neutrófilos de sangre periférica y 
de esputo de pacientes EPOC fueron incubados con bromuro de aclidinio (Acl) a diferentes concentraciones, hexametonio 
(HEX) o acetilcolinesterasa (AChE) durante 1 h y luego fueron estimulados con carbacol (CCh), o con LPS o EHT durante 6h. 
Los resultados están expresados como medias ± DE de n = 4 (se utilizaron poblaciones celulares de 4 pacientes EPOC en 
experimentos independientes realizados por triplicado). ANOVA bidireccional seguida de test post hoc de Bonferroni.  * p < 
0.05 respecto control no estimulado;  p < 0.05 respecto a células estimuladas.   

 

 

5.5 Inhibición de la respuesta inflamatoria en los neutrófilos por 

bromuro de aclidinio y propionato de fluticasona por separado 

 

En los neutrófilos de sangre periférica de controles sanos, el propionato de fluticasona (0,1 

nM – 1 μM) inhibió de manera dependiente la secreción de citocinas inducida por LPS (1 µg/ 

ml), suprimiendo casi por completo la secreción de IL-8, MMP9, GM-CSF y en menor medida 

la secreción de IL-1β y CCL-5 (Figura 40, Tabla 14). Por el contrario, el efecto inhibidor del 

Neutrófilos de sangre periférica; EPOC  

Neutrófilos esputo; EPOC  
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propionato de fluticasona en los neutrófilos de los pacientes con EPOC se vio disminuido a 

menos de la mitad del % de efecto máximo observado en los neutrófilos de los controles 

sanos; a excepción de la quimiocina CCL-5 con la que no hubo diferencias (Figura 40 y Tabla 

14). El bromuro de aclidinio fue menos efectivo que el propionato de fluticasona para inhibir 

la secreción de citocinas en neutrófilos de individuos sanos, logrando 72%, 50%, 46%, 39% y 

33% de la inhibición máxima para IL-8, MMP9, IL-1β, CCL- 5 y GM-CSF, respectivamente; sin 

embargo, en los neutrófilos de pacientes con EPOC, mostró efectos inhibidores similares al 

observado en los neutrófilos de individuos sanos.  

 

 

Figura 40. Efecto antiinflamatorio del bromuro de aclidinio y propionato de fluticasona en neutrófilos de sangre periférica 
de individuos sanos y pacientes EPOC. Se muestra el porcentaje de inhibición concentración dependiente de la liberación de 
IL-8, MMP9, CCL- 5, GM-CSF e IL-1β por los neutrófilos de sangre periférica de individuos sanos y pacientes EPOC por bromuro 
de aclidinio (Acl) y propionato de fluticasona (Flu) tras ser estimulados por LPS. Los neutrófilos fueros preincubados durante 
1 hora con Acl (0.1nM-1 μM) y Flu (0.1nM-1 μM) y posteriormente estimulados con LPS (1μg/ml) durante 6h. Los resultados 
se expresan como medias ± DE (n=4 por cada grupo, se utilizaron poblaciones celulares de 4 pacientes EPOC y de 4 individuos 
sanos en experimentos independientes realizados por triplicado) ANOVA bidireccional seguida de test post hoc de Bonferroni 
* p < 0.05 respecto neutrófilos de pacientes EPOC.  

 

En los neutrófilos de esputo de pacientes con EPOC estimulados con EHT al 5%, el propionato 

de fluticasona logró menos del 40% de la inhibición máxima de IL-8 (Figura 41, Tabla 14), 

mientras que el bromuro de aclidinio inhibió la secreción de IL-8 inducida por EHT con potencia 

similar y alcanzando efectos máximos similares a los observados en los neutrófilos de sangre 

Neutrófilos de sangre periférica  
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periférica de los controles sanos y con EPOC. El bromuro de aclidinio también inhibió 

significativamente la secreción de IL-8 basal en células de esputo no estimuladas (Figura 41, 

Tabla 14).  
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Figura 41. Efecto antiinflamatorio del bromuro de aclidinio y propionato de fluticasona en neutrófilos de esputo de 
pacientes EPOC. Se muestra el porcentaje de inhibición (concentración dependiente) de la liberación de IL-8 por los 
neutrófilos del esputo de pacientes EPOC por bromuro de aclidinio (Acl), propionato de fluticasona (Flut), salmeterol (Salm) 
y formoterol (Form) tras ser estimulados por EHT. Los neutrófilos fueros preincubados durante 1 hora con Acl (0.1nM-1 μM), 
Flu (0.1nM-1 μM), Salm (0. 0.1nM-1 μM), Form (0.01-100 nM)  y posteriormente estimulados con EHT 5% durante 6h. En la 
gráfica de la derecha se muestra la inhibición del Acl en células no estimuladas. Los resultados se expresan como medias ± 
DE (n=4, se utilizaron poblaciones celulares de 4 pacientes EPOC en experimentos independientes realizados por triplicado) 

ANOVA bidireccional seguida de test post hoc de Bonferroni  p < 0.05 respecto a valores basales 
 
Tabla 14. Porcentaje máximo de inhibición de la liberación de IL-8, MMP-9, CCL-5, GM-CSF e IL-1β de neutrófilos  

   de sujetos sanos y pacientes con EPOC 

  
Estímul

o 
Tratamien

to 

% Inhibición Máxima  
(neutrófilos sangre 

periférica ) 

% Inhibición 
Máxima  

(neutrófilos 
esputo ) 

Sanos EPOC  EPOC 

IL-8 LPS 
Acl 72.4 ± 8.4 67.4 ± 12.1  

Flut 99.5 ± 1.9# 56.7 ± 7.6*#  

MMP-
9 

LPS 
Acl 50.2 ± 5.4 51.6 ± 3.35  

Flut 91.8 ± 7.7# 56.9 ± 9.9*  

CCL-5 LPS 
Acl 38.8 ± 14.8 31.15 ± 19.5  

Flut 43.1 ± 8.1 35.8 ± 12.1  

GM-
CSF 

LPS 
Acl 32.8 ± 4.8 37.1 ± 2.47  

Flut 
81.4 ± 20.4# 19.4 ± 

12.8*# 
 

IL-1β LPS 
Acl 46.6 ± 5.8 47.3 ± 6.9  

Flut 49.3 ± 3.3# 21.3 ± 4*#  

IL-8 EHT 
Acl   54.9 ± 1.9 

Flut   39.7 ± 17.5# 
Los neutrófilos se incubaron con aclidinio (Acl; 0,1 nM-1 µM), fluticasona (Flut; 0,1 nM-1 µM) en respuesta a LPS (1 µg / ml) 
o extracto de humo de cigarrillo (EHT 5%). Se determinaron los niveles de diferentes citocinas en el sobrenadante celular y 
se calculó el % máximo de inhibición. Los valores son la media ± DE de 3 experimentos independientes realizados por 
triplicado. * p < 0.05 frente a valores en individuos sanos; #p < 0.05 frente a grupo Acl. 

Neutrófilos esputo 
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5.6 Efecto de la combinación de bromuro de aclidinio y propionato 

de fluticasona sobre la respuesta de los neutrófilos  
 

Se analizó si los efectos antiinflamatorios del bromuro de aclidinio y el propionato de 

fluticasona son aditivos utilizando concentraciones subóptimas de ambos fármacos en función 

de sus curvas inhibidoras concentración-dependiente.  

En los neutrófilos de sangre periférica, la combinación de propionato de fluticasona (1 nM) y 

bromuro de aclidinio (10 nM) mostró efectos aditivos, lo que resultó en una inhibición de casi 

el 50% de IL-8, CCL-5, GM-CSF e IL-1β inducidas por LPS , pero este efecto aditivo no se observó 

con la MMP9 (Figura 42). Las concentraciones subóptimas de propionato de fluticasona en 

combinación con 100 nM del inhibidor de M2 metoctramina reprodujeron los efectos aditivos 

observados con el bromuro de aclidinio, mientras que este no fue el caso con el inhibidor de 

M3 pFHHSid (Figura 42). Se obtuvieron resultados similares en los neutrófilos de esputo de 

pacientes con EPOC.  

 

 

Figura 42. Efectos de la combinación de aclidinio y fluticasona en la liberación de citoquinas sobre los neutrófilos de 
voluntarios sanos y pacientes EPOC. A Neutrófilos de sangre periférica y B de esputo. Los neutrófilos fueron incubados 
durante 1 h con Acl (10nM), Flut (1nM) o ambos y después estimulados durante 6h con LPS (1µg/ml) los de sangre periférica 
y con EHT 5% los del esputo. Las citoquinas se midieron en el sobrenadante. Los resultados se expresan como medias ± DE 
(n=4 por cada grupo, se utilizaron poblaciones celulares de 4 pacientes EPOC y de 4 individuos sanos en experimentos 
independientes realizados por triplicado). ANOVA bidireccional seguida de test post hoc de Bonferroni *p < 0.05 frente a 

células no estimuladas; #p <0.05 frente a células estimuladas; ⊥ p < 0.05 frente a monoterapia 

Neutrófilos esputo 

Neutrófilos de sangre periférica  
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5.7 Mecanismos implicados en la mejora del efecto 

antiinflamatorio (efecto aditivo) de la combinación de propionato de 

fluticasona con bromuro de aclidinio en los neutrófilos de pacientes 

EPOC 
 

Para analizar cuáles son los mecanismos implicados en el efecto aditivo antiinflamatorio de la 

combinación de bromuro de aclidinio con propionato de fluticasona, y que consiguen atenuar 

la insensibilidad a los esteroides, se analizaron las moléculas implicadas en los procesos de 

corticorresisitencia mediante la determinación de la expresión de ARNm de MIF, HDAC2, GRα, 

MKP-1, CRISPLD2 y GILZ en los neutrófilos de sangre periférica de pacientes EPOC e individuos 

sanos. Para ello los neutrófilos fueron incubados con bromuro de aclidinio, propionato de 

fluticasona y la combinación de ambos fármacos y posteriormente estimulados con LPS y se 

compararon los resultados obtenidos frente a los obtenidos de los neutrófilos no estimulados 

y frente a monoterapia con propionato de fluticasona. 

 

De esta manera, en los neutrófilos de sangre periférica de pacientes con EPOC, la combinación 

de propionato de fluticasona y bromuro de aclidinio no afectó la expresión MIF, HDAC2 ni GRα 

(Figura 43). 

 

Figura 43. Efectos de la bromuro de aclidinio (Acl) y propionato fluticasona (Flu) en monoterapia y combinados en la 
expresión de MIF, HDAC2, GRα en los neutrófilos de sangre periférica de EPOC e individuos sanos. Los neutrófilos de sangre 
periférica aislados de pacientes con EPOC se sembraron en placas de 24 pocillos, se incubaron con Acl, Flut o una combinación 
de los mismos durante 1 h, y se estimularon con LPS durante 6 h. Los moduladores de la eficacia de los corticosteroides se 
cuantificaron mediante RT-PCR utilizando el método 2 − ΔCt, con la expresión del gen GAPDH como control interno. Los 
resultados se expresan como la media ± DE (n=4 por cada grupo, se utilizaron poblaciones celulares de 4 pacientes EPOC y de 
4 individuos sanos en experimentos independientes realizados por triplicado). ANOVA bidireccional seguida de test post hoc 
de Bonferroni * p < 0.05 frente a células no estimuladas; #p < 0.05 frente a monoterapia con Fluticasona 

Neutrófilos sangre periférica 
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Sin embargo sí que se observó un efecto aditivo de ambos fármacos en la expresión de los 

genes inducibles por corticosteroides MKP-1, CRISPLD2 y GILZ, ya que su expresión fue mayor 

que la alcanzada con monoterapia con propionato de fluticasona (Figura 44).  
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Figura 44. Efectos del bromuro de aclidinio (Acl) y propionato fluticasona (Flu) en monoterapia y combinados en la 
expresión de MKP-1 CRISPLD2, GILZ en los neutrófilos de sangre periférica de EPOC e individuos sanos. Los neutrófilos de 
sangre periférica aislados de pacientes con EPOC se sembraron en placas de 24 pocillos, se incubaron con Acl, Flut o una 
combinación de los mismos durante 1h, y se estimularon con LPS durante 6 h. Los moduladores de la eficacia de los 
corticosteroides se cuantificaron mediante RT-PCR utilizando el método 2 − ΔCt, con la expresión del gen GAPDH como control 
interno. Los resultados se expresan como la media ± DE (n=4 por cada grupo, se utilizaron poblaciones celulares de 4 pacientes 
EPOC y de 4 individuos sanos en experimentos independientes realizados por triplicado). ANOVA bidireccional seguida de 
test post hoc de Bonferroni. * p < 0.05 frente a células no estimuladas; #p < 0.05 frente a monoterapia con Fluticasona 

 

 

Para explicar este efecto aditivo entre aclidinio y fluticasona, exploramos el efecto de esta 

combinación en la activación del gen del elemento de respuesta a los glucocorticoides (GRE), 

ya que los glucocorticoides ejercen su efecto antiinflamatorio al unirse mediante su receptor 

(GR-GC) a la región GRE e induciendo así la transcripción de genes antiinflamatorios como 

MKP-1, GILZ, CRISPLD2…  

 

Para explorar este aumento en la actividad del gen de GRE se transfectaron células epiteliales 

bronquiales Beas2B con un constructo reportero GRE. El tratamiento de estas células 

reporteras 2xGRE-Beas2B con fluticasona (0,1 nM – 1 µM) durante 6 h indujo un aumento en 

la transcripción de GRE de una manera dependiente de la concentración de corticoide (Figura 

45A). Ni el bromuro de aclidinio ni la atropina en monoterapia modificaron la señal GRE (Figura 

Neutrófilos sangre periférica 
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45A), mientras que la señal se incrementó significativamente con combinaciones de 

concentraciones crecientes de bromuro de aclidinio, atropina o el inhibidor de PI3K 

(LY294002) combinadas con una concentración fija (1 nM) de propionato de fluticasona 

(Figura 45C). Se obtuvieron resultados similares con combinaciones de concentraciones fijas 

de bromuro de aclidinio (10 nM) o LY294002 (1 nM) con concentraciones crecientes de 

propionato de fluticasona (Figura 45B).  

 

 

 

 
 
 
Figura 45. Efectos del bromuro de aclidinio (Acl), propionato de fluticasona, atropina (ATR), LY294002 (inhibidor de PI3K) 
y sus combinaciones con fluticasona en la señal del GRE. Los resultados se expresan como las medias ± DE de 3 experimentos 
independientes repetidos por triplicado. ANOVA unidireccional seguida de test post hoc de Bonferroni * p < 0.05 frente a 
monoterapia con fluticasona en figura B y C y frente a aclidinio y atropina en figura A 
 

Con el objetivo de analizar que receptor muscarínico funcional es el más implicado en la 

respuesta inflamatoria, se empleó el método de siRNA (mecanismo de silenciamiento post-

transcripcional de genes específicos) para M2 y M3. 

   

De este modo, se observó que en las células siRNA-M2 (con el receptor M2 silenciado), la 

activación de GRE inducida por propionato de fluticasona fue mayor que en las células siRNA-

M3 o siRNA de control (-), lo que sugiere la participación de los receptores M2 (Figura 46B) en 

la generación de corticorresistencia. 

 

 

 

 

A C B 
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Figura 46. Efecto del propionato de fluticasona en la señal del GRE en función del receptor muscarínico silenciado. A. Las 
células bronquiales Beas2b fueron transfectadas con siARN-M2, siARN-M3 y siARN control negativo y se verificó el 
silenciamiento del gen específico mediante análisis de Western Blot. B. Las células Beas2b transfectadas con el gen indicador 
GRE y sometidas a siARN de los genes que codifican los receptores muscarínicos M2 y M3 se estimularon con Flut. Los 
resultados se expresan como la media ± DE de tres experimentos independientes realizados por triplicado. ANOVA 
unidireccional seguida de test post hoc de Bonferroni. * p < 0.05 frente a M2 no silenciado 

 
 
El bromuro de aclidinio, atropina, metoctramina (antagonista selectivo M2) y LY294002 

(inhibidor de PI3K), pero no pFHHSid (antagonista selectivo M3), inhibieron la actividad de 

PI3Kδ inducida por LPS en los neutrófilos de sangre periférica de los pacientes con EPOC 

(Figura 47) lo que demuestra que la activación de la vía PI3Kδ en los neutrófilos de estos 

pacientes puede estar mediada por el estímulo de los receptores M2.  

 

A B 
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Figura 47. Actividad de PI3Kδ en neutrófilos de sangre periférica de pacientes EPOC tras estimularlos con LPS e incubarlos 
con aclidinio, atropina, LY294002 (inhibidor PI3K), metoctramina (antagonista selectivo M2) y pFHHSid (antagonista 
selectivo M3) Los resultados se expresan como la media ± DE (n = 4, se utilizaron poblaciones celulares de 4 pacientes EPOC 
en experimentos independientes realizados por triplicado). ANOVA bidireccional seguida de test post hoc de Bonferroni. * p 
< 0.05 frente a células no estimuladas; #p < 0.05 frente a células estimuladas por LPS.  
 

 

Y finalmente se demostró un efecto aditivo antiinflamatorio de  la combinación de propionato 

de fluticasona y bromuro de aclidinio en los neutrófilos de sangre periférica de pacientes con 

EPOC estimulados con LPS ya que la combinación de ambos fármacos:  

• potenció la inhibición de p-ERK1/2, p-p38 (que son vías de transcripción pro-inflamatorias) 

y de GRser226 (fosforilación del receptor de glucocorticoides alfa (GRα) en la serina 226 

(Ser226) que disminuye la capacidad de translocación nuclear de GRα),  

• y aumentó la expresión de MKP1 (que es la protein-quinasa encargada de controlar el 

proceso inflamatorio en la vía aérea mediante feed-back negativo sobre el resto de vías de 

señalización MAKPs pro-inflamatorias (ERK, JNK y p38 MAPK)) por encima del nivel 

alcanzado con cualquiera de los fármacos por separado (Figura 48).  
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Figura 48. Efecto aditivo antiinflamatorio de la combinación del bromuro de aclidinio (Acl) y propionato de fluticasona 
(Flu). Los neutrófilos de sangre periférica de pacientes EPOC fueron incubados durante 1h con Acl, Flut o una 
combinación de ambos y luego estimulados con LPS durante 30 min. El análisis de proteínas totales se realizó por western 
blott y la expresión de p-ERK1/2, p-p38 y p-GRser226 se determinó como la ratio de sus respectivas formas no 

fosforiladas y la expresión de MKP1 vs a la de -actina. Los resultados se expresan como la media ± DE (n = 4, se utilizaron 
poblaciones celulares de 4 pacientes EPOC en experimentos independientes realizados por triplicado). ANOVA 
bidireccional seguida de test post hoc de Bonferroni. * p < 0.05 frente al control; #p < 0.05 frente células estimuladas 

por LPS; ⊥ p < 0.05 frente a células tratadas con monoterapia.  
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6 DISCUSIÓN 
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A pesar de la evidente patogenia inflamatoria de la EPOC, el posicionamiento de los CI en el 

tratamiento en fase estable de estos pacientes sigue siendo posiblemente uno de los temas 

más controvertidos de los últimos 10 años, ya que a pesar de que se ha demostrado en 

estudios in vitro que la inflamación neutrofílica característica de esta enfermedad es 

corticorresistente (156) (Barnes PJ. 2013), en la práctica clínica los CI siguen siendo utilizados 

y recomendados (siempre asociados a un LABA o LAMA/LABA) con el objetivo principal de 

disminuir las exacerbaciones, en pacientes de alto riesgo agudizadores y con un perfil de 

inflamación eosinofílica (> 300 eosinófilos/mm3 en sangre periférica en fase estable) (1,3) 

(GOLD 2021, Miravitlles M. 2022) porque se ha demostrado su papel y eficacia en este perfil 

de pacientes. 

 

De lo que no hay duda es que nunca deben usarse en monoterapia porque no modifican la 

progresión de la enfermedad ni la mortalidad de los pacientes con EPOC y asocian frecuentes 

efectos adversos (candidiasis oral, disfonía y neumonía) (123) (Yang IA. 2013).  

 

Sin embargo cuando se administran asociados al tratamiento broncodilatador con un LABA 

(LABA/CI), en el paciente EPOC exacerbador y eosinofílico y evitando altas dosis, se ha 

observado que producen un indiscutible beneficio clínico mejorando su calidad de vida, 

reduciendo los síntomas y el número de exacerbaciones con un buen perfil de seguridad 

(95,127) (Calverley PM. 2007, Pavord ID. 2016). Analizando in vitro el beneficio del uso de esta 

combinación LABA/CI se ha observado que los LABA aumentan la capacidad de respuesta a los 

corticosteroides al revertir la fosforilación del receptor de glucocorticoides alfa (GRα) en la 

serina 226 (Ser226) y promover la translocación nuclear de GRα (156) (Barnes PJ. 2013) y 

además atenúan el estrés oxidativo e inhiben la fosfoinositol 3-quinasa delta (PI3Kδ), 

permitiendo así la acción eficiente de la histona desacetilasa-2 (HDAC2) y GRα (195) (Rossios 

C. 2012). Estos mecanismos podrían explicar los beneficios clínicos de la terapia combinada 

LABA/CI ya que al revertir su insensibilidad, mejoran los efectos antiinflamatorios de los 

corticosteroides en la EPOC. 

 

En lo que respecta a los LAMA, los efectos de los CI asociados a un LAMA (LAMA/CI) en terapia 

dual no han sido analizados hasta la fecha ni en estudios preclínicos ni en ensayos clínicos y la 

mayor evidencia clínica existente se sustenta en estudios que han evaluado su eficacia clínica 
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siempre asociados a un LABA también, en la llamada triple terapia (LAMA/LABA/CI). Los 

estudios clínicos con triple terapia han demostrado mayor eficacia que las combinaciones 

LABA/CI y/o LAMA/LABA en mejoría funcional, disminución de los síntomas y una mayor 

reducción del riesgo de exacerbaciones en los EPOC agudizadores y en especial en aquellos 

con mayor concentración de eosinófilos en sangre (138,139,200) (Lipson DA. 2018, Rabe KF. 

2020, Papi A. 2018), y es importante señalar que en el estudio de Rabe KF et al donde se 

comparó la triple terapia con LABA/CI y LAMA/LABA, la reducción de exacerbaciones graves 

de la triple terapia frente a LABA/CI no fue estadísticamente significativa, datos que refuerzan 

de manera consistente el papel de los CI en la disminución de exacerbaciones, especialmente 

las más graves.  

 

Paralelamente, dado que se ha demostrado que existe participación del sistema colinérgico 

no neuronal en la respuesta inflamatoria neutrofílica en la vía aérea de los pacientes con EPOC 

activado por el estrés oxidativo (73,76,83,84,140,201) (Koarai A. 2018, Profita M. 2005, 

Gosens R. 2009, Covantes Rosales CE. 2019, Calzetta L. 2021) y que la estimulación de estos 

receptores muscarínicos funcionales activan a su vez la vía intracelular de la PI3Kδ, 

produciendo disminución de la actividad y de la expresión de la HDAC2 que es el mecanismo 

de corticorresistencia más estudiado y demostrado en la EPOC (49,62,78,174) (Ito K. 2007, 

Gosens R. 2006, Thomas MJ. 2005, Ito K. 2004), se plantea la hipótesis que fármacos 

antimuscarínicos como el bromuro de aclidinio podrían revertir la corticorresistencia en estos 

pacientes potenciando su efecto antiinflamatorio al administrarlos en terapia dual junto CI.  

 

Por tanto dada la ausencia de estudios clínicos y preclínicos que analicen los posibles 

beneficios de la combinación LAMA/CI en terapia dual se planteó como objetivo principal de 

este estudio evaluar in vitro el posible efecto antiinflamatorio del bromuro de aclidinio (LAMA) 

sobre los neutrófilos de los pacientes con EPOC y si es capaz de atenuar la corticorresistencia 

característica de estos pacientes por su efecto aditivo antiinflamatorio al combinarlo con 

corticoesteroides inhalados, buscando así nuevas combinaciones terapéuticas que podrían 

ayudar a mejorar el pronóstico de estos pacientes. 
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En este estudio in vitro se demuestran por primera vez las propiedades antiinflamatorias 

aditivas del bromuro de aclidinio y el propionato de fluticasona en los neutrófilos de pacientes 

con EPOC.  

Los principales resultados obtenidos demuestran:  

1. La activación del sistema colinérgico no neuronal en los neutrófilos de sangre periférica 

y del esputo de los pacientes con EPOC (figuras 36, 37 y 39). 

2. El tratamiento con un potente LAMA como el bromuro de aclidinio produce una 

reducción eficaz de la liberación de citocinas y metaloproteinasas en los neutrófilos de 

pacientes con EPOC, poniendo en valor su efecto antiinflamatorio (figuras 40, 41 y 

tabla 14). 

3. Efecto aditivo antiinflamatorio de la combinación de bromuro de aclidinio y propionato 

de fluticasona en los neutrófilos de pacientes EPOC (figura 42). 

4. La combinación de bromuro de aclidinio y propionato de fluticasona revierte la 

demostrada corticorresistencia en estos pacientes al aumentar las propiedades 

antiinflamatorias dañadas de este último fármaco mediante:  

a. el aumento de la activación de GRE mediada por propionato de fluticasona 

(figura 45) a través del bloqueo del receptor M2 (figura 46),  

b. inhibiendo la actividad de la PI3K (figura 47), 

c. aumentando la expresión de genes antiinflamatorios dependientes de 

corticosteroides como MKP1, CRISPLD2 y GILZ (figuras 44 y 48), y 

d. la inhibición de la fosforilación de GRα en Ser-226 (figura 48).  

 

 

6.1 Activación del sistema colinérgico no neuronal en neutrófilos 

de sangre periférica y del esputo de los pacientes con EPOC 
 

Estudios previos realizados in vitro ya han demostrado la presencia y activación de un sistema 

colinérgico no neuronal en los macrófagos alveolares y en los neutrófilos de pacientes con 

EPOC, y esta activación provocada por el humo del tabaco parece estar implicada en la 

patogenia de la enfermedad (76,79) (Profita M. 2005, Koarai A. 2012) (Figura 15). Profita M et 

al (76) demostraron la activación de los receptores M1, M2 y M3 en los neutrófilos del esputo 
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de pacientes con EPOC mediante la exposición a acetilcolina exógena. Y gracias a métodos de 

inmunocitoquímica demostró que en los neutrófilos de los pacientes EPOC el patrón 

expresado mostraba una reducción de receptores M2 y un aumento en la expresión de M3 en 

comparación con la de los neutrófilos sanos (76). En el presente trabajo, al caracterizar 

completamente el sistema colinérgico no neuronal en los neutrófilos de sangre periférica y de 

esputo de controles sanos y de pacientes con EPOC estable y exacerbada, encontramos que 

los receptores que más se expresaron en los pacientes EPOC con respecto a los controles 

sanos fueron los M2 (en ambas muestras) y está diferencia fue aún mayor en aquellos con 

enfermedad exacerbada. Se obtuvieron resultados similares para M4, en menor medida para 

M5 y muy levemente para M3. La discrepancia de estos resultados con respecto a la expresión 

de M2 con los publicados por Profita M et al (76) podría explicarse por las diferentes técnicas 

y anticuerpos utilizados. Sin embargo, en nuestro trabajo también se determinó la expresión 

de estos receptores por técnicas de RT-PCR y Western Blot obteniendo resultados similares, 

lo que da potencia a los resultados que hemos obtenido (Figura 36). 

 

Al analizar la expresión del resto de componentes del sistema colinérgico no neuronal, 

también observamos que en los neutrófilos de pacientes con EPOC estable y exacerbada 

existía una sobreexpresión de ChAT, VAChT y OCT1 en comparación con las muestras de los 

controles sanos (Figura 37). Estos hallazgos sugieren que los neutrófilos de los pacientes con 

EPOC sintetizan acetilcolina intracelular, mediada por ChAT, que se carga en orgánulos 

secretores por VAChT, lo que hace que la acetilcolina esté disponible para la secreción a través 

de los canales de la membrana OCT1 cuando los receptores muscarínicos de los neutrófilos 

son activados por estímulos inflamatorios como el humo de cigarrillo. Para demostrar esta 

hipótesis se estimularon los neutrófilos de sangre periférica y de esputo de los pacientes EPOC 

con carbacol, un análogo estable de la acetilcolina, y se observó que activaba la liberación de 

IL-8 por estas células en ambas muestras y que esta liberación de IL-8 fue inhibida por el 

bromuro de aclidinio de una manera concentración-dependiente pero no fue así tras la 

exposición a hexametonio (antagonista nicotínico) lo que parece confirmar el papel de los 

receptores muscarínicos funcionales en la respuesta inflamatoria de estas células y descarta 

la participación de receptores nicotínicos (Figura 39). El estímulo de los neutrófilos de sangre 

periférica con LPS y de los neutrófilos del esputo con EHT (utilizados como estímulos pro-

inflamatorios) también demostró la activación de estas células mediante el aumento en la 
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liberación de IL-8. Para eliminar la posible contribución de la acetilcolina extracelular en la 

activación de estos neutrófilos se añadió acetilcolinesterasa exógena 1h antes y de nuevo 

durante el estímulo con LPS o EHT y se observó una disminución en la liberación de IL-8 en 

ambas muestras lo que sugiere que la infección bacteriana y el humo del cigarrillo activan la 

liberación de acetilcolina de los neutrófilos, lo que a su vez promueve la liberación de las 

citocinas y metaloproteinasas inducidas por ambos estímulos (LPS o EHT) (Figura 39). Sin 

embargo, no detectamos acetilcolina en el medio de cultivo de neutrófilos humanos, 

probablemente debido a la baja sensibilidad del kit comercial utilizado en este estudio o la 

rápida degradación por acetilcolinesterasas (datos no mostrados).  

 

Se han obtenido resultados similares en otro estudio realizado en macrófagos alveolares 

estimulados con carbacol, en los que se describió la liberación de leucotrieno B4 a través de 

la activación del receptor M3 (79) (Koarai, A. 2012). En nuestro trabajo, el efecto inhibidor del 

bromuro de aclidinio sobre la liberación de IL-8 por los neutrófilos parece estar mediado por 

el bloqueo de M2, ya que el antagonista de M2, metoctramina inhibió la liberación de 

citocinas, pero el pFHHSid, un antagonista  de M3, no lo hizo (Figura 42).   

 

 

6.2 Efecto antiinflamatorio del bromuro de aclidinio y propionato 

de fluticasona por separado en los neutrófilos de pacientes EPOC  
 

Una de las principales aportaciones de este trabajo es que por primera vez se demuestra in 

vitro que el bromuro de aclidinio tiene propiedades antiinflamatorias en los neutrófilos de 

sangre periférica y de esputo tanto de pacientes de EPOC como en sujetos sanos sin 

diferencias entre ambos grupos.  

Para ello preincubamos durante 1h los neutrófilos de sangre periférica de pacientes EPOC y 

de individuos sanos y los neutrófilos de esputo de pacientes EPOC con bromuro de aclidinio y 

propionato de fluticasona y posteriormente tras estimularlos durante 6h con LPS (los de 

sangre periférica) y con EHT (los del esputo) determinamos el porcentaje de inhibición 

concentración dependiente de la liberación de las principales citoquinas pro-inflamatorias (IL-

8, MMP9, IL-1β, CCL- 5 y GM-CSF).  El bromuro de aclidinio, aunque fue menos efectivo que el 
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propionato de fluticasona para inhibir la secreción de citocinas en neutrófilos de sangre 

periférica de individuos sanos tras ser estimulados con LPS, pero aun así observamos que 

conseguía un 72%, 50%, 46%, 39% y 33% respectivamente de la inhibición máxima para las 

citoquinas estudiadas (IL-8, MMP9, IL-1β, CCL- 5 y GM-CSF); y además este efecto 

antiinflamatorio se confirmó también en los neutrófilos de pacientes con EPOC con unos 

porcentajes de inhibición máxima muy similares a los observados en los neutrófilos de 

individuos sanos. Y en los neutrófilos de esputo de los pacientes EPOC tras ser estimulados 

con EHT se confirmó el papel antinflamatorio del bromuro de aclidinio que mostró una 

inhibición de la secreción de IL-8 similar a la observada en los neutrófilos de sangre periférica 

e incluso en neutrófilos de esputo no estimulados se observó una inhibición de IL-8 

concentración-dependiente (Figuras 40 y 41, Tabla 14). Hasta la fecha el único trabajo 

publicado en lo que respecta al papel antiinflamatorio del aclidinio en pacientes EPOC fue 

realizado también in vitro sobre células epiteliales bronquiales estimuladas con humo de 

cigarrillo y no consiguió demostrar que el aclidinio contrarreste la sobre-expresión del IL-8 ni 

que mejore la expresión nuclear reducida de HDAC2 (153) (Ferraro M. 2019).  

 

Al analizar los resultados con el propionato de fluticasona, en este estudio se demostró de 

nuevo que los pacientes EPOC muestran una insensibilidad al efecto antiinflamatorio de los 

corticoesteroides, como ya se ha descrito y publicado previamente en estudios in vitro 

(134,176) (Milara J. 2014, Culpitt S. 2003), lo que confirma la corticorresistencia en estos 

pacientes.  

Los neutrófilos aislados de nuestros pacientes con EPOC fueron mucho menos sensibles a los 

efectos antiinflamatorios del propionato de fluticasona que los neutrófilos de controles sanos: 

observamos una disminución de alrededor del 50% del efecto inhibidor máximo del 

propionato de fluticasona en la secreción de las citoquinas inflamatorias (IL-8, MMP9, GM-

CSF, IL-1) en los neutrófilos de sangre periférica de los pacientes EPOC respecto al observado 

en los controles sanos (Figura 40 y Tabla 14). A este respecto ya han sido publicados 

previamente resultados similares, Culpitt S et al (176) observaron que en los macrófagos 

alveolares de pacientes EPOC la dexametasona no inhibió la secreción de IL-8 basal ni tras 

estímulo con EHT y en otro estudio más reciente (134) (Milara J. 2014), realizado también con 

dexametasona pero esta vez, al igual que nosotros, sobre neutrófilos de pacientes EPOC se 

describió una importante reducción del efecto inhibidor de la dexametasona en la secreción 
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de IL-8 y MMP9 por los neutrófilos de los pacientes EPOC respecto a la inhibición de la 

respuesta inflamatoria conseguida sobre los neutrófilos de controles sanos.  

Por tanto, en vista de nuestros resultados, se confirma de nuevo la corticorresistencia de los 

neutrófilos de los pacientes EPOC y se vislumbra un posible papel antiinflamatorio del 

bromuro de aclidinio que quizá administrado conjuntamente con el CI pueda revertir dicha 

insensibilidad al ejercer un efecto aditivo antiinflamatorio, principal hipótesis de nuestro 

trabajo.   

 

6.3 Efecto aditivo antiinflamatorio de la combinación de bromuro 

de aclidinio y propionato de fluticasona en los neutrófilos de 

pacientes EPOC 
 

Al analizar la secreción de las mismas citoquinas pro-inflamatorias ya mencionadas tras ser 

incubados los neutrófilos con la combinación de propionato de fluticasona y bromuro de 

aclidinio se confirmó nuestra hipótesis planteada, ya que observamos efectos 

antiinflamatorios aditivos en ambas muestras, en los neutrófilos de sangre periférica y del 

esputo de los pacientes con EPOC (Figura 42). Estos resultados están en consonancia con los 

publicados por Pahl A et al (202), donde se observó un aumento de los efectos 

antiinflamatorios de la budesonida combinada con el antimuscarínico R, R-glicopirrolato en 

monocitos humanos estimulados con LPS.  

Los efectos aditivos logrados en nuestro trabajo con la combinación del bromuro de aclidinio 

y el propionato de fluticasona se pueden atribuir al antagonismo del receptor M2, ya que 

observamos los mismos resultados antiinflamatorios aditivos al combinar el CI con 

metoctramina (antagonista M2), pero no al combinarlo con pFHHSid (antagonista M3). Sin 

embargo, nuestros datos no pueden descartar la participación de M4 y M5. (Figura 42) 
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6.4 Mecanismos implicados en el efecto aditivo de la combinación 

de propionato de fluticasona y bromuro de aclidinio en los 

neutrófilos de pacientes EPOC  
 

Para profundizar en los posibles mecanismos implicados en el efecto aditivo antiinflamatorio 

de la combinación de bromuro de aclidinio con propionato de fluticasona nos planteamos 

analizar los efectos in vitro de esta combinación en algunas vías moleculares implicadas en la 

corticorresistencia y que pudieran demostrar que el bromuro de aclidinio es capaz de 

revertirla.  

 

6.4.1 Activación del gen del elemento de respuesta a glucocorticoides (GRE)  
 

El efecto antiinflamatorio de los corticosteroides está mediado, en parte, por la promoción de 

la translocación nuclear de su receptor GRα (tras unirse a él, formando el complejo GR-GC) y 

de la unión a regiones GRE nucleares, donde ejercerán sus efectos moleculares activando la 

expresión de genes antiinflamatorios (Figura 22) (157) (Barnes PJ. 2010). En este trabajo, 

demostramos en cultivos celulares de células bronquiales, un aumento de la señal GRE 

mediada por propionato de fluticasona (concentración dependiente) y que esta señal se 

incrementó significativamente tras añadir a la fluticasona dosis crecientes de bromuro de 

aclidinio, atropina y LY294002 (inhibidor de PI3K) (Figura 45) lo que parece demostrar la 

posible implicación del sistema colinérgico no neuronal en la disminución de la sensibilidad a 

los corticosteroides de los pacientes EPOC, probablemente en parte, a través de la activación 

de la vía PI3K.  

 

Y por otro lado y con el objetivo de analizar el bloqueo de qué receptor muscarínico funcional 

es el más implicado en la amplificación de esta respuesta antiinflamatoria que hemos visto 

con la combinación LAMA/CI, utilizamos el método de silenciamiento post-transcripcional de 

genes específicos para los receptores M2 y M3 y observamos que el receptor responsable fue 

el M2, ya que la activación del GRE inducida por fluticasona fue mayor (es decir consiguió 

mayor efecto antiinflamatorio) en las células con el receptor M2 silenciado (Figura 46). Por 

tanto el bloqueo del receptor muscarínico M2 al combinar LAMA/CI aumenta el efecto 

antiinflamatorio de los corticoesteroides.   
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6.4.2 Inhibición de la actividad de la vía PI3Kδ 
 

Recordemos el mecanismo de acción de los distintos receptores muscarínicos en función de 

su unión a distintos subtipos de la subunidad  de la proteína G (Figura 13) para entender su 

posible implicación de la corticorresistencia: los receptores M1, M3 y M5 están acoplados a la 

proteína Gq y median la contracción bronquial activando la fosfolipasa C (PLC), que conduce 

a la producción de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3); este último es necesario para activar la 

liberación de los depósitos de calcio intracelular. Los receptores M2 y M4 están acoplados a 

la proteína Gi y median la activación de la vía PI3K y la inhibición de la adenilato ciclasa y por 

tanto su activación contribuye a la inhibición de la formación de monofosfato de adenosina 

cíclico (AMPc) (60,62) (Wettschureck N. 2005; Gosens R. 2006).  

 

La PI3Kδ, activada por el estímulo de los receptores M2 y M4, es una vía de señalización 

intracelular crucial en la expresión y activación de mediadores inflamatorios y además 

mediante fosforilación e inactivación de la HDAC2 se la ha involucrado en la corticorresistencia 

de los pacientes EPOC (49,50) (Ito K. 2007, To Y. 2010). La actividad de la vía PI3Kδ aumenta 

en neutrófilos (134) (Milara J. 2014) y macrófagos (175) (Marwick JA. 2010) de pacientes con 

EPOC y media su insensibilidad a los corticosteroides. Marwick JA et al (175) demostraron la 

participación de la  PI3K en la corticorresistencia al observar un aumento de la expresión y 

señalización de la vía PI3K en los macrófagos pulmonares de pacientes EPOC respecto a 

sujetos sanos y que la inhibición selectiva de la PI3K (pero no de la vía PI3K)  restauraba el 

efecto antiinflamatorio de los corticoesteroides en los monocitos de sangre periférica de los 

pacientes EPOC igualándolo al observado en sujetos sanos.  

 

En este trabajo demostramos que tanto el bromuro de aclidinio como la metoctramina 

(antagonista M2) suprimieron la actividad de PI3Kδ inducida por LPS en los neutrófilos de 

sangre periférica de los pacientes EPOC (Figura 47) sin embargo este efecto no se observó con 

el antagonista de M3, lo que de nuevo pone en relieve el papel del bromuro de aclidinio como 

antiinflamatorio a través del bloqueo del receptor M2 e inhibiendo la vía PI3Kδ.  

Por lo tanto, la inhibición de la actividad de PI3Kδ por el bromuro de aclidinio a través del 

bloqueo del receptor M2 puede explicar, al menos parcialmente, la mejoría del efecto 

antiinflamatorio al administrarlo junto al corticoesteroide propionato de fluticasona.  
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6.4.3 Aumento de la expresión de genes antiinflamatorios dependientes de 

corticosteroides como MKP1, CRISPLD2 y GILZ 

 

Como ya se ha comentado, el efecto antiinflamatorio de los corticosteroides está mediado, en 

parte, por la promoción de la translocación nuclear de su receptor GRα a las regiones GRE 

nucleares donde ejercerán sus efectos moleculares activando la expresión de genes 

antiinflamatorios.  

 

En este trabajo observamos un incremento de la señal GRE mediada por la combinación de 

propionato de fluticasona y dosis crecientes de bromuro de aclidinio (figura 45) lo que resultó 

en efectos aditivos sobre la estimulación de genes inducibles por corticosteroides como MKP1, 

CRISPLD2 y GILZ (figura 44), moléculas todas ellas implicadas en la modulación de la respuesta 

antiinflamatoria de los corticoesteroides.  

 

• La MKP1 (inhibidor endógeno de las vías p38 MAPK, ERK y JNK) desfosforila e inactiva 

diferentes quinasas activadas por mitógenos (MAPK) como ERK1/2 y p38 como parte de 

los efectos antiinflamatorios de los corticosteroides. Uno de los mecanismos descritos que 

interviene en la insensibilidad a los corticoides en pacientes asmáticos resistentes a GC es 

la inhibición de GRα a través de la fosforilación del residuo de serina 226 de dicho receptor 

(GR-Ser226) por p38, ERK1/2 o JNK1 lo que se traduce en una disminución de la afinidad 

GR-GC e  inhibición de la translocación nuclear de GRα (163,203,204) (Bhavsar P. 2010, 

Kobayashi Y. 2011, Mercado N. 2012). En este sentido nosotros analizamos en los 

neutrófilos de sangre periférica de los pacientes EPOC el efecto de la combinación de 

bromuro de aclidinio y propionato de fluticasona en la expresión de MKP1, p-ERK1/2 y p-

p38 y de GR-Ser226 con respecto a la monoterapia con ambos fármacos y observamos 

(figura 48):  

➢ que la combinación LAMA/CI potenció la inhibición de p-ERK1/2 y p-p38 (que son vías 

de transcripción pro-inflamatorias) y por tanto disminuyó la fosforilación del GR-

Ser226 mejorando la afinidad GR-GC, y 

➢ que la combinación también aumentó la expresión de MKP1 por encima del nivel 

alcanzado con cualquiera de los fármacos por separado (figuras 44 y 48).  
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Resultados todos ellos que confirman el efecto aditivo antiinflamatorio de la combinación 

de bromuro de aclidinio y propionato de fluticasona al interferir en reconocidos 

mecanismos de corticorresistencia.  

 

• CRISPLD2 es un gen inducible por corticoesteroides que codifica una proteína de secreción 

con efectos antiinflamatorios en respuesta al estímulo por el LPS de la pared de la bacterias 

gramnegativas tras su infección en humanos. El aumento en la expresión de CRISPLD2 (que 

es uno de los mecanismos antiinflamatorios de los CI) por efeto de los corticoesteroides 

inhibe las respuestas pro-inflamatorias desencadenadas tras la unión del LPS con el 

receptor tipo toll 4 (TLR4), reduciendo así quizás las exacerbaciones de los pacientes EPOC 

producidas por infecciones con bacterias gramnegativas (194) (Wang ZQ. 2009). En este 

trabajo, tras el estímulo de los neutrófilos de sangre periférica de pacientes EPOC con LPS 

bacteriano previamente incubados con bromuro de aclidinio, propionato de fluticasona o 

la combinación de ambos observamos un aumento de CRISPLD2 mucho mayor con la 

combinación de bromuro de aclidinio y propionato de fluticasona que con los fármacos en 

monoterapia, lo que puede explicar también, el efecto aditivo antiinflamatorio de la 

combinación de ambos fármacos (figura 44).  

 

• El gen inducible por corticosteroides GILZ inhibe la actividad transcripcional de NF-kB y AP-

1, que son los principales factores de transcripción pro-inflamatorios (193) (Mittelstadt PR. 

2001). Con respecto a la respuesta en la expresión de GILZ en los neutrófilos de sangre 

periférica de los pacientes EPOC, de nuevo observamos que la combinación de bromuro 

de aclidinio y propionato de fluticasona aumenta su expresión, con diferencias respecto a 

los fármacos por separado (figura 44).  

 

En resumen, los resultados presentados en este trabajo demuestran por primera vez que el 

bromuro de aclidinio tiene efecto antiinflamatorio en los neutrófilos de los pacientes EPOC y 

que consigue un efecto aditivo cuando se combina con propionato de fluticasona atenuando 

la corticorresistencia de la inflamación neutrofílica característica de estos pacientes como 

queda resumido gráficamente en la figuras 49 y 50.  
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Figura 49. Resumen de la patogenia de la inflamación neutrofílica corticorresistente en la EPOC. El estrés oxidativo causado 
por la exposición al humo de tabaco parece ser uno de los principales desencadenantes tanto:  
• de la respuesta inflamatoria en los neutrófilos de los pacientes EPOC por la activación de vías de señalización pro-

inflamatorias como la ERK1/2 y p38 que activan genes que codifican mediadores inflamatorios como IL-8, MMP-9, IL-1B, 
GM-CSF,  

• como de la corticorresistencia en estos pacientes al activar la vía de señalización intracelular de la PI3K.  
Y paralelamente el humo de tabaco y el estímulo con LPS, a través del estrés oxidativo, se ha visto que son estímulos tras los 
cuales las células inflamatorias como los neutrófilos en los pacientes EPOC expresan receptores muscarínicos funcionales 

(M2-M4) que a su vez participan también en la respuesta inflamatoria y activan la vía de la PI3K contribuyendo también en 
la corticorresistencia.  
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Figura 50. Resumen gráfico de los resultados obtenidos. La combinación aclidinio – fluticasona tiene efecto antiinflamatorio 
aditivo produciendo un reducción más eficaz de la liberación de citoquinas que ambos fármacos en monoterapia y revierte 
la corticorresistencia al bloquear al receptor M2 consiguiendo así:  

• la inhibición de la activación de la vía PI3K,   

• aumentando la expresión de GRE y  

• aumentando la expresión de genes antiinflamatorios dependientes de corticosteroides como MKP1, CRISPLD2 y 

GILZ.  

 
 

Por lo tanto, en vista de los resultados obtenidos, podría establecerse una justificación 

científica para la futura investigación clínica con combinaciones de LAMA/CI en la EPOC, ya 

que este trabajo se ha limitado a un análisis in vitro de los posibles beneficios de esta 

combinación y estos resultados requieren confirmación clínica. 
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7 CONCLUSIONES  
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• En los neutrófilos de sangre periférica y esputo de los pacientes EPOC existe una 

activación del sistema colinérgico no neuronal que participa en la respuesta 

inflamatoria neutrofílica.  

 

• El bromuro de aclidinio, potente antimuscarínico de acción prolongada (LAMA), 

produce in vitro una reducción eficaz de la liberación de citocinas y metaloproteinasas 

en los neutrófilos de pacientes con EPOC, poniendo en valor su efecto antiinflamatorio. 

 

• La combinación de bromuro de aclidinio y propionato de fluticasona muestra in vitro 

un efecto aditivo antiinflamatorio en los neutrófilos de los pacientes EPOC. 

 

• La combinación de bromuro de aclidinio y propionato de fluticasona revierte la 

demostrada corticorresistencia en estos pacientes al aumentar las propiedades 

antiinflamatorias dañadas de este último fármaco y modulando algunas vías 

moleculares implicadas en la corticorresistencia, mediante:  

a. el aumento de la activación de GRE mediada por propionato de fluticasona a 

través del bloqueo del receptor M2,  

b. inhibiendo la actividad de la PI3K, 

c. aumentando la expresión de genes antiinflamatorios dependientes de 

corticosteroides como MKP1, CRISPLD2 y GILZ, e 

d. inhibiendo la fosforilación de GRα en Ser-226.  
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ANEXO 1. HOJA DE RECOGIDA DE DATOS  
 

Nombre          NHC 
 
Sexo:    H    M            Edad                Peso (Kg):              Talla (m):                               IMC (Kg/m2):  
 
Tabaquismo > 10 a/p/d:   SI     NO                 Fumador actual:  SI         __________ a/p/d 
                                                                                                            NO        Años exfumador:       
 
Fecha de diagnóstico EPOC:              Fecha toma de muestra estudio: 
 
Espirometría:       Fecha     

FVC (% pred) 
FEV1 (% pred) 
FEV1/FVC  
FEV1 postBD - FEV1 preBD ≤ 200 ml:  SI    NO  

DLco (%)      Fecha  
Volúmenes pulmonares estáticos:    Fecha   

TLC (% pred) 
RV (% pred) 
RV/TLC  

 
Estadío GOLD 
 
Gasometría arterial:      Fecha  

PaCO2 (mmHg)                          PaO2 (mmHg)                          paO2/FiO2 
 
Nº agudizaciones/año en el último año:  
 
Tratamiento EPOC:  
 LABA   SI    NO     Cuál                                       LAMA      SI     NO     Cuál               
 Corticoides inhalados      Cuál                                            Dosis  
 Inhibidores FD4    SI      NO                               Teofilina     SI      NO  
 
FENOTIPO:  
 
Grado de Disnea (mMRC):  
 
CAT:  
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Calidad de vida: Cuestionario CAT (COPD Assessment Test)  
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ANEXO 2. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL PACIENTE 
 

TÍTULO DEL ESTUDIO:  Análisis de los efectos antiinflamatorios del bromuro de aclidinio sobre 

los neutrófilos de pacientes con EPOC: una aproximación a los mecanismos de 

corticorresistencia 

 

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Ángela Cervera Juan 

CENTRO: Fundación de Investigación Hospital General Universitario de Valencia 

INTRODUCCIÓN. Nos dirigimos a Ud. para informarle sobre un estudio de investigación, 

aprobado por el Comité Ético del Hospital General Universitario en el que se le invita a 

participar.  Nuestra intención en tan sólo que Ud. reciba la información correcta y suficiente 

para que pueda evaluar y juzgar, si quiere o no participar en este estudio. Para ello le ruego 

lea esta hoja informativa con atención, pudiendo consultar con las personas que considere 

oportuno, y nosotros le aclararemos las dudas que le puedan surgir.  

 

PARTICIPACIÓN VOLUNTARIA 

Debe saber que su participación en este estudio es voluntaria, y que puede decidir no 

participar, o cambiar su decisión y retirar su consentimiento en cualquier momento, sin que 

por ello se altere la relación con su médico ni produzca perjuicio alguno en su tratamiento.  

 

DESCRIPCIÓN GENERAL DEL ESTUDIO 

• ¿En qué consiste? ¿Qué objetivo persigue? El estudio consiste en analizar el efecto 

antiinflamatorio de la medicación bajo investigación y que está aprobada para 

utilizarse en su enfermedad en células sanguíneas.  

• La metodología ¿en que consisten las técnicas a las que se someterá al paciente, como 

por ejemplo extracciones de sangre, biopsias, electrocardiograma…?¿con qué 

frecuencia se realizarán? Personal cualificado le extraerá le extraerá  10 ml de  sangre 

en una sola ocasión, mediante un pinchazo en una vena del brazo.  

• ¿Cuántas visitas y pruebas complementarias necesitará?  ¿Cuales se van a hacer de 

forma extraordinaria por su participación en el estudio? Una única visita. No será 

necesaria ninguna visita complementaria a su médico 

• ¿Cuántos pacientes se van a incluir? Se incluirá el mayor número de pacientes posibles  

 

BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACIÓN EN EL ESTUDIO. 

Los inconvenientes y riesgos derivados del estudio, podrían ser, hematoma (moratón), en la 

zona del pinchazo. 

El beneficio que podrá obtener usted y otros pacientes es un tratamiento más eficaz que el 

actual para su enfermedad. 

 

CONFIDENCIALIDAD Y TRATAMIENTO DE DATOS 
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El tratamiento, la comunicación y la cesión de los datos de carácter personal de todos los 

sujetos participantes se ajustará a lo dispuesto en la Ley Orgánica 15/99 de 13 de diciembre 

de protección de datos de carácter personal. De acuerdo a lo que establece la legislación 

mencionada, usted puede ejercer los derechos de acceso, modificación, oposición y 

cancelación de datos, para lo cual se deberá dirigir a su médico del estudio. 

Los datos recogidos para el estudio estarán identificados mediante un código y sólo su médico 

del estudio / colaboradores podrán relacionar dichos datos con Usted y con su historia clínica. 

Por lo tanto, su identidad no será revelada a persona alguna. 

El acceso a su información personal quedará restringido al equipo investigador del estudio / 

colaboradores, autoridades sanitarias (Agencia Española del Medicamento y Productos 

Sanitarios), al Comité Ético de Investigación Clínica y personal autorizado por el promotor, 

cuando lo precisen para comprobar los datos y procedimientos del estudio, pero siempre 

manteniendo la confidencialidad de los mismos de acuerdo a la legislación vigente en nuestro 

país. Los datos estarán protegidos por la Ley 15/99 de Protección de Datos de Carácter 

Personal. 

La muestras de sangre que nos aporta, será centrifugada para extraer el plasma, será este 

plasma el que se utilizará para el estudio. El propietario de esta muestra es el investigador 

principal y se custodiará en la Fundación de Investigación del Hospital General de Valencia, 

durante un mínimo de 3 años. Únicamente se utilizará la muestra para este estudio.  

La responsable del estudio, Angela Cervera Juan del  servicio de Neumología del Hospital 

General Universitario de Valencia (TF XXXXXXXXX) estará a su disposición para cualquier duda 

que tenga sobre la naturaleza del estudio y destino de las muestras.  

 

Yo,......................................................................................................., 

He leído la hoja de información que se me ha entregado. He podido hacer preguntas sobre el 

estudio. He recibido suficiente información sobre el estudio. 

He hablado con:..................................................................... 

Comprendo que mi participación es voluntaria. 

Comprendo que puedo retirarme del estudio: Cuando quiera. Sin tener que dar explicaciones. 

Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos. 

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio. 

 

Fecha: .............................................................. 

 

Firma del participante: ............................................................. 
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ANEXO 3. APROBACIÓN DEL COMITÉ ÉTICO DE INVESTIGACIÓN  
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ANEXO 4. PUBLICACIÓN DERIVADA DE ESTA INVESTIGACIÓN  
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