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Resumen

Objetivo: determinar la expresion de ARNm de protefna-C-reactiva
(PCR) y amiloide-A-sérico (AAS) en parénquima pulmonar y tejido
bronquial de pacientes EPOC en fase estable. Comparar dicha expre-
sién de ARNm con la de sujetos fumadores sin la enfermedad.

Meétodo: estudio observacional analitico de casos-control. Se inclu-
yeron pacientes EPOC en fase estable (casos) y sujetos fumadores sin
la enfermedad (controles) en lista de espera de Cirugfa Tordcica. A
todos los sujetos se les realizé una evaluacién clinico-funcional y de-
terminacién de la expresién de ARNm de reactantes de fase aguda
(RFA) mayores en parénquima pulmonar y tejido bronquial mediante
RT-qPCR con andlisis de expresién relativa. Se estudié la correlacién
entre el consumo de tabaco y la expresién de PCR, las diferencias en
la expresién de ARNm entre el parénquima y el bronquio y entre
casos y controles.

Resultados: se incluyeron 35 pacientes con EPOC y 42 controles.
Tanto el parénquima como el bronquio fueron capaces de expresar
ARNm de ambos RFA mayores. Se observé una correlacién entre
el consumo acumulado de tabaco y la secrecién de PCR (r=0,32,
p=0,007). Al comparar los casos con los controles, se observé que la
distribucién de la expresién en el bronquio fue ligeramente superior
en los sujetos con EPOC que en los pacientes sin la enfermedad. En el
parénquima, sin embargo, observamos el efecto contrario, aunque sin
alcanzar la significacién estadistica.

Conclusién: tanto el parénquima como el bronquio son capaces de
sintetizar ambos RFA mayores. El patrén de secrecién parecer ser dis-
tinto segun la localizacién anatémica.

Palabras clave: enfermedad pulmonar obstructiva crénica, inflama-
cién sistémica, reactantes de fases aguda, proteina C reactiva, amiloide
A sérico.

INTRODUCCION

En las Gltimas décadas se han descrito diversas re-
percusiones extratordcicas de la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC). Aunque la patogenia de
estas manifestaciones sistémicas estd ain poco clara,

Local expression of acute-phase reactants in chronic
obstructive pulmonary disease

Abstract

Objective: to determine the mRNA expression of C-reactive protein
(CRP) and serum amyloid-A (SAA) in pulmonary parenchyma and
bronchial tissue of COPD patients in the stable phase, and to compare
this mRNA expression with that of smokers without the disease.
Method: analytical, observational case-control study. Patients with
COPD in the stable phase (cases) and smokers without the disease (con-
trols) on the thoracic surgery waiting list were included in the study. A
clinical-functional evaluation was made for all the participants, together
with the determination of the mRNA expression of major acute-phase
reactants (APR) in pulmonary parenchyma and bronchial tissue by
means of RT-qPCR with relative expression analysis. The correlation
between tobacco consumption and CRP expression, and the differences
in mRNA expression between parenchyma and the bronchus in cases
and controls were studied.

Results: there were 35 patients with COPD and 42 controls included.
Parenchyma was able to express mRNA of both major APR as much as
the bronchus. A correlation between accumulated tobacco consump-
tion and the secretion of CRP was observed (r=0.32, p = 0.007). When
comparing the cases with the controls, it was observed that the distri-
bution of the expression in the bronchus was slightly greater in the sub-
jects with COPD than in the patients without the disease. However, the
opposite effect was observed in parenchyma, although without reaching
statistical significance.

Conclusions: the parenchyma and the bronchus were equally capable
of synthesising both major APR. The secretion pattern seems to be
different according to the anatomical location.

Key words: chronic obstructive pulmonary disease, acute systemic
inflammation, acute-phase reactants, C-reactive protein, serum
amyloid A.

diversos estudios las han relacionado con la presencia
de moléculas inflamatorias en suero, describiéndose
que podrian tener un papel relevante al contribuir a
un estado de inflamacién sistémica permanente que
podria ser responsable de algunos de estos efectos ex-
trapulmonares'?.
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Dentro de los distintos marcadores inflamatorios
sistémicos estudiados, los llamados reactantes de fase
aguda (RFA) parecen tener una especial importancia
en la inflamacién sistémica, debido a su importante
papel como nexo fisioldgico entre la respuesta infla-
matoria local y la sistémica®. Estos RFA constituyen
un grupo heterogéneo de proteinas que se sintetizan
en el higado y cuya cantidad en la circulacién aumenta
rdpidamente en presencia de inflamacién y de necrosis
tisular. Esta liberacién de RFA se produce en respues-
ta a la mediacién de citoquinas inflamatorias, entre
las que figuran la interleucina-1, la interleucina-6 y el
factor de necrosis tumoral alpha‘. Segin su capacidad
de estimulacidn, se han descrito dos tipos de RFA: los
RFA mayores, proteina C reactiva (PCR) y amiloide
A sérico (AAS), cuya concentracién en suero aumenta
hasta mil veces ante un estimulo y los RFA menores
cuya concentracién aumenta en menor medida.

El papel de los RFA mayores en la respuesta in-
flamatoria aguda estd parcialmente estudiado y entre
sus principales efectos figuran la accién inmunomo-
duladora’, efectos sobre el genoma® y efectos sobre
el metabolismo lipidico’. Sin embargo, su papel en
la respuesta inflamatoria crénica estd comenzando
a estudiarse. En los ultimos afios se ha empezado a
describir una relacién entre la estimulacién mantenida
de estos RFA y diversas enfermedades crénicas. En la
EPOC el papel de la PCR se ha estudiado en una triple
vertiente: su relacién con la repercusién sistémica de
la enfermedad®, su papel como marcador pronéstico’
y su posible utilidad como marcador para distinguir
una exacerbacién infecciosa del resto’.

Por otro lado, el AAS ha sido sélo estudiado en
relacién con las agudizaciones de la EPOC!. No
obstante, debido a su funcién fisiolégica como com-
ponente de las lipoproteinas, tendrfa sentido pensar
que pudiera jugar un papel importante como nexo de
unién entre la EPOC y algunas de sus manifestacio-
nes sistémicas, especialmente en relacién a los eventos
cardiovaculares.

Por el momento, la implicacién final de los RFA
en la patogenia de las manifestaciones sistémicas
de la EPOC no ha sido completamente dilucidada,
plantedndose cuestiones no resueltas sobre su secre-
cién, perpetuacién en el tiempo e influencia final en
un determinado efecto de la enfermedad en érganos
diana distintos del pulmén'. En este sentido, aunque
la hipétesis mds aceptada es que los RFA son produ-
cidos exclusivamente en el higado como respuesta a
un patrén de citoquinas determinado?, es posible que
estos reactantes sean producidos localmente en otros
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tejidos, de manera andloga a como ocurre en otras en-
fermedades crénicas como la artritis reumatoide'! 0 en
la placa de ateroma'?.

Por tanto el objetivo del presente trabajo fue eva-
luar si el tejido pulmonar es capaz de sintetizar RFA"
y en caso de que asf sea, comparar dicha produccién
entre las distintas localizaciones anatémicas y las di-
ferencias entre pacientes con EPOC comparados con
pacientes ex-fumadores que no padecen la enferme-

dad.
MATERIAL Y METODO

Se llevé a cabo un estudio observacional analitico
de caso-control, en el que se compararon los niveles
de distintos RFA en muestras quirtrgicas de tejido de
pacientes fumadores con EPOC en fase estable frente
a pacientes fumadores sin EPOC. El estudio contd
con la aprobacién del Comité Etico del Hospital Uni-
versitario Virgen del Rocfo, observdndose las normas
de la Declaracién de Helsinki para estudios con seres
humanos y se obtuvo consentimiento informado por
escrito de cada participante previo a la inclusién en el
estudio.

Se incluyeron a los pacientes que ingresaron de
forma programada en nuestra unidad para la realiza-
cién de una intervencién reglada de reseccién pulmo-
nar (lobectomfa o neumonectomfa) por una neoplasia
de pulmdn. Para su inclusién se requirié que los pa-
cientes estuvieran estables clinicamente y que fueran
capaces de completar los cuestionarios del estudio.

Aquellos pacientes que padecieran alguna enferme-
dad concomitante crénica o inflamatoria que pueda
estar asociada en la elevacién de los RFA, aparicién de
algin evento isquémico agudo de cualquier naturaleza
en los seis meses previos, disponer de ventilacién me-
cdnica domiciliaria, insuficiencia cardfaca congestiva,
insuficiencia renal terminal o cirrosis hepdtica fueron
excluidos. Ademds, se excluyeron aquellos pacientes
que habfan recibido quimioterapia o radioterapia so-
bre el térax y aquellos casos en los que el tiempo de
extraccién de la pieza quirtrgica fue superior a dos
horas.

Para la asignacién de cada paciente a su grupo se
recogié la espirometria del estudio preoperatorio. El
diagndéstico de EPOC se realizd segtin la normativa
internacional GOLD 2009 y la normativa nacional
SEPAR 2009%, exigiéndose una exposicién prolonga-
da a inhalantes de riesgo (consumo acumulado de ta-
baco >10 paquetes-afio) y tener una espirometria con
una obstruccién crénica al flujo aéreo con un cociente
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entre el volumen espiratorio mdximo en el primer
segundo (FEV,) y la capacidad vital forzada (FVC)
menor de 0,7 realizada en fase estable y que no fuera
completamente reversible tras el test broncodilatador.

Antes de la intervencién se realizé una evaluacién
clinica, recogiendo de cada sujeto edad, sexo, evalua-
cién del estado nutricional, consumo acumulado de
tabaco, estabilidad clinica en los meses previos, gra-
do de disnea, comorbilidades y tratamiento médico
habitual recogido en principio activo y dosis habi-
tual, expresdndose la dosis de corticoides inhalados
en pg/dia de fluticasona o equivalente. El dfa de la
intervencién se recogid el estadiaje TNM del tumor,
el tipo de reseccién practicada y la medicacién que
recibfa previa a la intervencidn.

Extraccién de muestra quirdrgica

Durante la intervencién quirdrgica se recogié el
tiempo desde la apertura del plano cutdneo hasta
la obtencién de la pieza para garantizar que no se
superaban las dos horas. Una vez extraida la pieza
quirdrgica, se procedid a seleccionar una porcién de
parénquima pulmonar macroscépicamente normal
y que estuviera lo mds alejada posible de la lesidn
que habfa motivado la intervencién. Posteriormente
se extrajo una seccién de bronquio subsegmentario,
lo mds alejada posible de la lesién que habfa motiva-
do la intervencién y separada del plano de reseccién
quirtrgica. Esta separacidn se realizé en el mismo
quiréfano en una mesita auxiliar y estéril. Tras obte-
ner las muestras, el resto de la pieza anatémica siguid
el tratamiento habitual segin protocolo del hospital
acorde al caso clinico del paciente.

Extraccidn de ARN de las muestras de tejido. Se llevé
a cabo mediante la técnica relativa de RT-qPCR que
incluye 3 fases consecutivas: extraccién del RNA, re-
trotranscripcién a cDNA y amplificacién del gen. La
extracciéon del RNA se realizé en fresco empleando el
kit comercial RNeasy Mini Kit (qiagen, EEUU), se-
gtn las instrucciones del fabricante. La retrotranscrip-
cién a cDNA se realizé con el kit SuperScript II. Fi-
nalmente, la amplificacién del gen se realizé mediante
la reaccién en cadena de las polimerasa en tiempo
real. Se determind la expresién de la PCR y el AAS de
manera relativa comparando su valor con la expresién
constitutiva de f$-actina como control de la reaccidn,
segtin el método 2—-ACt'®. De esta manera se obtiene
la diferencia entre ambas expresiones genéticas (ACt).
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Métodos de medicién

Cuestionarios. El grado de disnea se evalué median-
te la escala modificada de la Medical Research Coun-
cil (mMRC). En dicha escala se evalta el grado de
disnea del paciente segin una escala de entre 0 y 4,
donde 4 representa el mdximo grado de disnea'’. El
cdlculo del consumo acumulado en pag-afio se obtuvo
calculando el cociente entre el nimero de cigarrillos
al dfa entre 20 y multiplicando el resultado por el nd-
mero de afios fumando esa cantidad. Para valorar la
comorbilidad asociada del sujeto se empled el indice
de comorbilidad-edad de Charlson™. Se trata de un
indice sencillo y fécil de aplicar empleado en trabajos
previos con pacientes con EPOC" que recoge una se-
rie de factores de comorbilidad, permitiendo calcular
la probabilidad de supervivencia segiin una combina-
cién entre edad y dichos factores.

Pruebas de funcién respiratoria. Todos los sujetos
incluidos en el estudio tenfan espirometrfa forzada
basal y con test de broncodilatacién a los 15 minutos
de dos dosis de salbutamol inhalada con cdmara de
nebulizacién (200 pgr). La téenica se realizé segtin las
recomendaciones de la Sociedad Espafiola de Neu-
mologfa (SEPAR)* usando un espirémetro de tipo
neumotacdgrafo Masterlab (Erich Jaeger GHBH,
Wiirzburg, Alemania).

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé con el paque-
te estadistico Statistical Package for Social Scien-
ces (SPSS) versién 16.0 (SPSS Inc, Chicago, IL,
EE.UU.). Para describir las variables cualitativas se
emplearon las frecuencias absolutas y relativas. Las
variables cuantitativas se describieron mediante la
media y la desviacién estdndar. Los estudios inferen-
ciales se realizaron con test no paramétricos. Para el
estudio de las variables cualitativas se empled el test
de la (2 o el test exacto de Fisher segin procedie-
ra. El estudio de las variables cuantitativas como la
expresién de RNA se realizd con el test de Mann-
Whitney en caso de las comparaciones entre EPOC
y no EPOC. Las comparaciones entre la expresién
de bronquio y parénquima se realizé con el test de
Wilcoxon. Los estudios de correlacién se realizaron
calculando el coeficiente de correlacién de Spear-
man. El nivel de significacién se establecié en 0,05.
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RESULTADOS
Descripcién de la muestra

La muestra se compuso de 77 sujetos, de los cuales
35 cumplian los criterios diagnésticos de EPOC. Las
caracteristicas de los pacientes incluidos estdn resumi-
das en la tabla 1. La muestra de pacientes con EPOC
estaba compuesta por 9 (25,7%) pacientes en estadio
GOLD 1, 23 (65,7%) en estadio GOLD 2 y 3 pa-
cientes (8,6%) en estadio GOLD 3. La mayoria de los
pacientes (33 casos, 94,3%) no referfan haber sufrido
una agudizacién que hubiera precisado atencién por

Tabla 1. Descripcién de la muestra.

un servicio de urgencias en el dltimo afio; tan solo
hubo un caso que manifesté haber tenido una agudi-
zacién y otro caso con dos agudizaciones. En relacién
con el tratamiento, seis pacientes (17,6%) estaban
recibiendo tratamiento con una combinacién de cor-
ticoides inhalados y un £2-agonistas de accidn pro-
longada, cuatro con salmeterol-fluticasona y dos con
formoterol-budesonida, con una dosis de 666 + 288
pgr/dia de fluticasona o equivalente. Doce (35,3%)
pacientes estaban en tratamiento con tiotropio. La
cirugfa de reseccién pulmonar se realizé en todos los
casos por neoplasia de pulmén primaria. Las interven-

Variable Global (n = 77) EPOC (n = 35) No EPOC (n = 42) Valor p*
Edad (afios) 65+8,7 67 £6 62+9 0,017
Hombres 65 (84,4%) 34 (97,1%) 32 (73,8%) 0,004
Fumador activo 9 (11,7%) 2 (5,7%) 7 (16,7%) 0,004
Paquetes-afio 52,2 + 36,5 69 + 35 38 + 31 <0,001
Charlson-edad 4,1+2 5+2,6 3,4 +1,7 <0,001
Disnea (MRC) 0,6 £ 0,6 0,8 + 0,6 0,4+ 0,4 0,001
IMC (Kg/m?) 27 + 6,2 26,7 +7,9 27,3+4,3 NS
FVC (%) 101 + 83 88,4 + 18,6 112,2 + 110 NS
FEV, (%) 79,8 £ 18,8 67,9 + 15,5 90,1 + 15,1 < 0,001
PCR (ng/l) 15,4 + 24,9 23,5 + 32,4 9+ 14,7 0,039
AAS (ng/l) 47,2 +182,2 86,5 + 270 16,8 + 47,1 NS
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Figura 1. Correlacién entre la expresién de PCR en tejido bron-
quial y el consumo acumulado en paquetes-afio.
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Figura 2. Expresién de RNA mensajero de RFA entre tejido
bronquial y parénquima pulmonar. Cohorte global.
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Figura 3. Expresién de RNA mensajero en tejido bronquial de
RFA mayores comparando EPOC con no EPOC.

ciones fueron 5 (6,5%) neumectomfias, 70 (90,9%)
lobectomfas y 2 (2,6%) resecciones atipicas. En 43
(55,8%) casos la intervencidn se realizé en el lado de-
recho, mientras que 34 (44,2%) casos la cirugfa fue de
lado izquierdo.

Expresién de tisular de RFA mayores

Al analizar la expresién de RNA mensajero de PCR
y SAA en tejido bronquial y parénquima pulmonar,
observamos que ambos tejidos sintetizan dichas molé-
culas. No encontramos una diferente expresién entre
los RFA y la toma de corticoides inhalados, la edad o
el sexo. Respecto al consumo acumulado en paquetes-
afio, encontramos una correlacion significativa con la
expresion de PCR en el tejido bronquial (r =0,32; p
=0,007; figura 1). En la muestra global, la expresién
de ambos RFA en el tejido bronquial y el parénquima
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Figura 4. Expresién de RNA mensajero en parénquima pulmo-
nar de RFA mayores, comparando EPOC con no EPOC.

pulmonar presentaban diferencias significativas para
AAS-1 (p <0,001; figura 2).

Comparacidn entre casos y controles

El estudio de la distribucién de la expresién de
RFA mayores en tejido entre pacientes con EPOC y
los sujetos sin la enfermedad estd reflejada en las figu-
ras 3 y 4. La distribucién de la expresidn en el bron-
quio fue superior en los sujetos con EPOC que en los
pacientes sin la enfermedad (figura 3). En el parénqui-
ma, sin embargo, observamos el efecto contrario, con
un aumento en la sintesis de RFA en el parénquima
de los pacientes sin EPOC (figura 4). Aunque estas
diferencias no alcanzaron la significacién estadistica,
presentan una tendencia interesante que podria estar
indicando una asociacién al aumentar el tamafo de la
muestra.
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DISCUSION

El presente trabajo aporta nueva informacién
preliminar sobre la procedencia de la inflamacién sis-
témica en la EPOC. Nuestros resultados podrfan ser
de utilidad en el conocimiento de la patogénesis de
la enfermedad y sus repercusiones sistémicas. Aunque
existen estudios previos que analizan la expresién de la
inflamacién de la pequefia via aérea de forma local con
una metodologfa similar®!, estos trabajo no han de-
terminado la expresidn local de mediadores inflama-
torios inespecificos como son los RFA. Que sepamos
el presente trabajo es el primer trabajo que analiza la
produccion local de estos mediadores inflamatorios en
pacientes con EPOC frente a fumadores sanos.

Segtin estudios previos existe una correlacién en-
tre los niveles séricos de PCR vy la rdpida progresién
de la de la enfermedad. Estos trabajos indican que
habria una relacién entre la concentracién sérica de
PCR con la disminucién del FEV,| en pacientes con
EPOC, de forma que a mayor concentracién de PCR
mds rdpido serd el empeoramiento del FEV,*. En este
sentido, hubiera sido interesante incluir en el estudio
a pacientes en fases muy avanzadas de la enfermedad
para poder analizar la expresién local de los RFA en
estos casos. Sin embargo, debido a la imposibilidad
para incluir pacientes en estadio IV de la enfermedad
por estar limitada la cirugfa, no se han podido obtener
resultados de este subgrupo de pacientes. Es posible
que pacientes con una enfermedad mds severa tengan
un patrén de secrecién distinto y pudieran obtenerse
mayores diferencias en los estudios inferenciales.

El AAS ha sido estudiado como marcador de in-
flamacién en las exacerbaciones de pacientes con
EPOC. Sin embargo, no hay estudios sobre la expre-
sién de dicho RFA en pacientes estables, por lo que
estos hallazgos podrian abrir una nueva vertiente en
el estudio de la patogénesis de la inflamacién sistémi-
ca de la enfermedad. En relacién con el AAS, aunque
algin estudio previo ha analizado el valor del mismo
como marcador tumoral en pacientes con cdncer de
pulmén®, el papel de este mediador en la EPOC no
ha sido estudiado en profundidad. Aun asi, todos los
sujetos incluidos en este trabajo estaban afectos de
cdncer, de modo que nuestros resultados no estarfan
explicados por la existencia de la enfermedad neopld-
sica de base y habrfa que buscar una respuesta a este
patrén de sintesis del AAS.

La falta de relacién entre la expresién de los RFA
y la dosis de corticoides inhalados es interesante. La
relacién entre corticoides inhalados y expresién sis-
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témica de PCR es un tema de actual controversia.
Inicialmente un grupo canadiense demostré que la
toma de corticoides inhalados estaba relacionada con
la concentracién sérica de PCR*, sugiriéndose que el
depésito pulmonar de estos firmacos contribuirfa a
una menor secrecién. Sin embargo, posteriormente,
ese mismo grupo en un estudio mds amplio y con un
disefio mds elaborado conclufa que esto parecfa no ser
asf, de manera que el depésito pulmonar de corticoi-
des no influirfa en la secrecién de RFA®. Segtn los
datos de nuestro trabajo, la dosis de corticoides no
estd relacionada con la secrecién de estas moléculas
inflamatorias, contribuyendo a corroborar los dltimos
datos publicados en este sentido.

Nuestros resultados sugieren que existe un patrén
de secrecién distinto en funcién de la localizacién
anatémica. Este diferente patrén de secrecién es in-
teresante y podrfa ser ttil para intentar dilucidar la
aportacién de la afectacién de cada compartimento
anatémico en la enfermedad. En este sentido, el dis-
tinto fenotipo de la enfermedad (bronquial o enfise-
matoso) podrfa estar influyendo nuestros resultados.
En el presente estudio no hemos valorado la impor-
tancia de este componente de enfisema. En futuros
trabajos serd necesario hacer una valoracién del com-
ponente de enfisema para poder realizar una adecuada
interpretacién de los resultados.

En conclusién, el presente trabajo aporta infor-
macién novedosa que indica que el tejido pulmonar
es capaz de sintetizar RFA cuya secrecién puede estar
relacionada con variables relacionadas con la EPOC.
Es probable que este origen local de un marcador sis-
témico tenga repercusiones clinicas que deberdn ser
dilucidadas en futuros trabajos.
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