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INTRODUCCION

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC) se caracteriza por una limitacion al flujo aé-
reo como consecuencia a una respuesta inflamatoria
anormal del pulmén a particulas nocivas, siendo la
mas comun de ellas en nuestro medio el humo del
tabaco. Aunque el tabaco es el principal factor de
riesgo para la EPOC, no todos los fumadores desa-
rrollan la enfermedad, en este grupo se encuentran

los fumadores EPOC-resistentes, o fumadores sin la
enfermedad. En la actualidad la EPOC se considera

una causa importante de morbilidad y mortalidad a
nivel mundial, con una alta prevalencia en la pobla-
cién general.

En los dltimos anos, se han dedicado muchos es-
fuerzos en el estudio de la expresién de marcadores
de inflamacién en los pacientes con EPOC, con el fin
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de encontrar marcadores bioldgicos con valor diag-
nostico y prondstico, que nos den la posibilidad de
crear nuevas dianas terapéuticas en el futuro®.

La aquaporinas (AQP) constituyen un grupo de
proteinas que forman canales especificos para el
transporte de agua en las células, descubiertas en
1990°. Se ha descrito la presencia de varios miem-
bros de esta familia en animales, levaduras, bacterias
y plantas, con al menos 13 AQPs diferentes pre-
sentes en seres humanos®. Entre estas proteinas, la
AQP5 es la que tiene mayor expresion en pulmon.
Ademas de contribuir a la permeabilidad del agua en
la membrana celular, las AQPs participan en la sefial
de transduccién nerviosa, flexibilidad de la piel, me-
tabolismo de la grasa, permeabilidad de la membrana
a los gases, y en la migracién y proliferacion celular®.
Aunque hasta el momento, ningun estudio ha eva-
luado la expresiéon de AQP5 en el tejido pulmonar
de los pacientes con EPOC, se ha asociado a un po-
limorfismo del gen de la AQP5 con pérdida de fun-
cién pulmonart, el signo de progresion de la EPOC,
lo que sugiere que la expresion de esta proteina po-
dria estar involucrada en la expresién inflamatoria y
en la patogénesis de la enfermedad®. En este sentido
Nig Young et al demostré que un polimorfismo de
la AQP5 estaba relacionado con la disminucion de la
funciéon pulmonar, medida por el FEV , en pacientes
que padecen EPOC’, dejando asi abierta la posibi-
lidad de encontrar en el estudio de las AQP5 una
nueva diana terapéutica. Por otro lado parece ser que
la expresion de AQP5 esta disminuida en el epitelio
alveolar en parénquima pulmonar expuesto a dafio
cronico y fibrosis®.

Recientemente, nuestro grupo estudio la expresion
de AQP1 en el carcinoma pulmonar y mesotelioma
pleural, encontrando un aumento en la expresion de
esta proteina en adenocarcinomas y mesoteliomas
pleurales, pero conocemos su expresion en otros ti-
pos histologicos de tumores. Nuestro trabajo tam-
bién mostré un aumento de expresion de AQP1 en
el endotelio de pequefios vasos de nueva aparicion en
el entorno del tumor, lo que sugiere un importante
papel de AQP1 en la angiogénesis tumoral’.

A pesar de estas observaciones, la expresion ti-
sular de AQP1 y AQP5 en pacientes con EPOC es
desconocida.

Utilizando un disefio de caso-control, se seleccio-
n6 un grupo de fumadores con EPOC y un grupo
de fumadores sin la enfermedad. Todos los sujetos
incluidos fueron sometidos a cirugia de reseccion
pulmonar por una neoplasia pulmonar, y en ellos se
estudi6 la expresion de AQP1 y AQP5 en el tejido
bronquial y parénquima pulmonar por transcripcion
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inversa de una reaccion en cadena de polimerasa en
tiempo real (RT-qPCR).

Los recientes estudios con respecto a la expresion
de estos canales (aquaporinas) en el bronquio y epi-
telio alveolar nos invitan a pensar que jugarfan un
papel importante en la patogenia de la EPOC, ya sea
como marcadores del dafio celular o como respuesta
al mismo. Por este motivo nos centramos en detet-
minar y analizar la expresion de AQP1 y AQP5 en
pacientes con EPOC frente a sujetos fumadores que
no desarrollan la enfermedad encaminados al mejor
entendimiento de la patogenia de la enfermedad,
como estudio preliminar para posteriores investiga-
ciones dirigidas a buscar nuevas dianas terapéuticas a
nivel molecular.

METODO

El presente trabajo se disefié como un estudio pi-
loto observacional de casos y controles, en el cual se
seleccionaron 15 pacientes fumadores con EPOC y
15 sujetos fumadores sin la enfermedad (fumadores
no EPOC). Todos fueron sometidos a cirugia de re-
seccion pulmonar (lobectomia o neumectomia) debi-
do a un tumor primario pulmonar. El estudio sigui6
los principios de la Declaracion de Helsinki para los
estudios con seres humanos. Fue aprobado por nues-
tro consejo de revisioén institucional, y se obtuvo el
consentimiento informado por escrito de todos los
pacientes.

Los pacientes, siempre que fueran mayores de 40
afios, fueron seleccionados de forma consecutiva
en el dia de su ingreso antes de la cirugfa pulmo-
nar hasta que se obtuvieron 15 casos por grupo. Se
pasé un cuestionario estandar a cada paciente para la
identificacion de los criterios diagndsticos clinicos y
funcionales de la EPOC. De acuerdo con las direc-
trices internacionales', los pacientes con una histo-
ria tabaquica > 10 paquetes-afio y una espirometria
postbroncodilatador que mostrara una relacién entre
el volumen espiratorio forzado en el primer segundo
(FEV)) y la capacidad vital forzada (FVC) por debajo
de 0,7, se consideraron diagnéstico de EPOC, mien-
tras que aquellos pacientes con un FEV, /FVC = 0,7
se consideraron fumadores resistentes o sin la enfer-
medad. La gravedad de la EPOC se determiné por el
FEV,, expresado como porcentaje del valor predicho
de acuerdo con la guia Global Initiative for Obstruc-
tive Lung Disease (GOLD)". Fueron excluidos los
pacientes con cualquier otra enfermedad inflamato-
ria crénica y aquellos pacientes en los que el tiempo
de la cirugfa excedi6 las tres horas (desde la apertura
del plano cutaneo hasta la extraccion de la muestra
quirurgica). Una vez extraida la pieza completa, se
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seleccioné una porciéon de bronquio macroscépica-
mente sano y una de parénquima pulmonar lo mas
lejano posible a la lesiéon tumoral, pasando ambas
muestras a una mesa estéril sobre hielo para iniciar el
procesamiento de la muestra que se describe a conti-
nuacion.

Expresion de genes

La expresion de AQP en las muestras de tejido
se analizé por RT-PCR cuantitativa, incluyendo tres
fases consecutivas: extraccion del RNA, retrotrans-
cripcion a cDNA y amplificacion del gen. A partir
del tejido fresco se aislé el ARN con el kit TriSure
siguiendo el protocolo del fabricante (Bioline, Reino
Unido). El ARN se trat6 con RNasa libre de DNasa
I utilizando un kit comercial (Qiagen GmbH, Hil-
den, Alemania) para eliminar cualquier ADN geno-
mico residual, que pueda estar presente en el ARN.
El ADN complementario (ADNc) fue sintetizado
utilizando un kit de iScript (Bio-Rad, CA,EE.UU).
Cada reacciéon se llevd a cabo por duplicado utili-
zando un volumen final de reaccién de 25 1:2 1 de
ADNCc (40ng/1), 12,51 SYBR Green PCR (Stratage-
ne, CA,EE.UU) y 10,5 | primers/H20O. La RT-qPCR
se realizé utilizando un sistema MX3005P (Stratage-
ne, CA,EE.UU) a 95°C durante 30 segundos, 60°C
durante 1 minuto y 72°C durante 30 segundos. La
amplificacion génica se normalizé a 185 rRNA. El
analisis de los datos se realiz6 mediante el método

248t Tos primers utilizados se enumeran en la ta-
blal.

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé utilizando el pa-
quete estadistico para Ciencias Sociales (SPSS, cor-
poraciéon IBM, en Somers, NY, EE.UU), version

19.0. Las variables categoricas se describieron me-
diante frecuencias absolutas y relativas. Las variables
cuantitativas se describieron con la mediana y el ran-
go intercuartil. La comparacién de las variables de
cada paciente entre casos y controles se realiz6 con la
prueba de Mann-Whitney o el test de la chi-cuadra-
do, segun correspondiera. La expresion de los genes
de AQP1 y AQP5 fue comparada entre grupos uti-
lizando la prueba de Mann-Whitney. Se fijé el error
alfa en 0,05 (dos colas).

RESULTADOS

La muestra se compuso de 15 pacientes con
EPOC (93,3% varones, con una edad media de 67
afios, y una media de FEV, del 72%) y 15 fumado-
res sin la enfermedad (66,7% varones, con una edad
media de 62 afios, y un FEV, medio de 92%). En la
tabla 2 se resumen las principales caracteristicas de
los casos y los controles con sus diferencias. Ambos
grupos fueron homogéneos excepto por el consu-
mo acumulado y el FEV,. La distribucién por gru-
pos GOLD de los casos fue: 4 casos GOLD 1y 11
casos en GODL 2. De los pacientes con EPOC, un
26,7% tenian como terapia una combinacion fija de
corticosteroides inhalados y beta2 agonistas de ac-
cion larga, y un 20% con tiotropio.

Las resecciones pulmonares practicadas incluye-
ron cinco neumectomias derechas, una neumectomia
izquierda, 14 lobectomias derechas, 9 lobectomias
izquierdas y una reseccion atipica derecha. Con res-
pecto a la naturaleza de la lesién neopldsica presente
en cada grupo de estudio no hubo diferencias sig-
nificativas y el tipo histolégico mas frecuente fue el
carcinoma de células escamosas en 14 casos seguido
de 12 adenocarcinomas y 4 dentro del grupo de otros
tipos de tumores (Tabla 2).

Oligo sentido

Oligo antisentido

18S rRNA 5-TGAAATATCCAGAACATCTTA-3"

5-GCAAAATTTATTGTCCCATCAT-3"

Aquaporina-1

5-GGACACCTCCTGGCTATTGACTAC-3"

5-GTTGCTGAAGTTGTGTGTGATCAC3’

Aquaporina-5 5-CTGGCTGCCATCCTTTACTTCT-3’

5-CCATGGTCTTCTTCCGCTCTT-3"
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Control Casos

(n=15) (n=15) VL
Edad (afios) 62 (9) 67 (7) NS
Sexo (hombtes) 10 (66,7) 14 (93,3) NS
Fumadores activos (n) 3 (20) 3 (20) NS
Tabaquismo (paq-afio) 38,7 (25,9) 68,5 (35,3) 0,029
IMC (kg/m?) 26,1 (4,4) 26,5 (4,2) NS
FVC (%) 92,8 (15,9) 86,7 (20,9) NS
FEV, (%) 92,8 (33,1) 72,1 (13,1) 0,031
Intervencién NS
- Neumectomias 4(26,7) 2(13,3)
- Lobectomias 11 (73,3) 12 (80,0)
- Atipicas 0 (0) 1(6,7)
Histologfa NS
- Epidermoide 6 (40,0) 8 (53,3)
- Adenocarcinoma 5(33,3) 7 (46,7)
- Otros 4 (26,06) 0 (0)

Datos expresados en media (desviacion estandar) o frecuencias absolutas (relativas) segin proceda. Valor p calculado por el test de Mann-Whitney o la chi-cuadrado.

Expresion génica

No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la expresion génica en ambos territo-
rios pulmonares entre los pacientes con EPOC y los
fumadores sin la enfermedad. Existié una expresion
similar de AQP1 y AQP5 en tejido bronquial y en pa-
rénquima pulmonar. Al comparar la expresion del pa-
rénquima respecto al bronquio, se observé diferente
expresion segun la presencia o no de la enfermedad.
En los pacientes fumadores con EPOC, la expresion

de AQP1 era 2,41 veces mayor en el parénquima com-
parado con los controles (Figura 1a), mientras que la
AQPS5 tenfa un comportamiento inverso (Figura 1b),
con una expresion en bronquio 7,75 veces mayor en
los controles (fumadores sin enfermedad). No se en-
contraron diferencias significativas en la expresion
génica entre los pacientes que reciben tratamiento y
los casos que no lo reciben, ni entre fumadores acti-
vos o exfumadores de ambos grupos.
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Figura 1. Expresion relativa de AQP1 y AQP5 en parénquima y bronquio de pacientes EPOC.
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DISCUSION

En el presente trabajo se describe la expresion
de AQP1 y AQP5 en pacientes con EPOC y en su-
jetos fumadores sin la enfermedad (fumadores no
EPOC), observando una sobre-expresion de AQP1
en el parénquima pulmonar de los pacientes EPOC,
as{ como una disminucién de la expresion pulmonar
de AQP5.

La EPOC es una patologia compleja en la que
influyen no solamente factores demostrados como
el tabaco sino que esta influenciada por la expresién
de multiples genes. El descubrimiento de las AQPs,
familia de proteinas de los canales de agua, ha dado
una nueva vision del mecanismo de la permeabilidad
de membrana al agua en el tejido pulmonar'®. Las
células que expresan AQPs en su superficie celular
tienen aumentada la permeabilidad al agua hasta en
50 veces respecto a las células que no las expresan'.
Las AQPs tienen un papel importante en la patoge-
nia de la enfermedad pulmonar. A pesar de que el
cancer de pulmon es la patologia mas estudiada, dis-
ponemos de diversos trabajos sobre otras enferme-
dades respiratorias. Recientemente en un modelo de
ratén con asma inducido por ovalbumina, se estudié
el ARNm y la expresion de las protefnas AQP1 y
AQP5'". Los autores encontraron que ambas AQPs
se incrementaron significativamente tras tratamiento
con dexametasona, ambroxol y terbutalina, indican-
do con ello que tanto la AQP1 como la AQP5 estan
estrechamente relacionadas con edema pulmonar,
pero no con la infiltracién eosinofilica o la secre-
cién de moco en pacientes con asma. Sin embargo,
la inflamacion es cualitativamente diferente entre el
asma y la EPOC, con un predominio eosinofilico en
el primero y un predominio de los neutréfilos en el
segundo'. Esta diferente infiltracién de células no
solo es un fenémeno descriptivo de cada enferme-
dad, sino que también se asocia con una terapéutica
diferente's.

La EPOC se ve influenciada por factores genéti-
cos y ambientales, las interacciones entre estos fac-
tores pueden ser importantes en su patogenia'’. El
tabaquismo es el principal determinante del medio
ambiente de la EPOC, y las interacciones genéticas-
tabaco se han asociado con la funcién pulmonar en
las enfermedades pulmonares cronicas entre las que
se encuentra la EPOC'. En este sentido es importan-
te recordar que la mayoria de las AQPs se expresan
de forma constitutiva en la membrana plasmatica y la
regulacion de su funcién se produce principalmen-
te a nivel de la transcripciéon’. Encontramos como
la expresién de AQP1 fue mayor en el parénquima
que el bronquio, sélo que en AQP1 esta mayor ex-
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presion es mas llamativa para la EPOC mientras que
en AQP5 lo es para los controles. Por el momento
desconocemos las implicaciones clinicas que esto
pueda tener, pero sin duda constituye un avance en
el estudio del comportamiento de estos marcadores
biolégicos y su relacion con la EPOC.

Hasta el momento no disponemos de trabajos
previos sobre la expresion de AQP1 en la EPOC.
Sin embargo, en pacientes con EPOC se ha estudia-
do su relacién con la AQP5 habiéndose publicado
dos trabajos que estudian como objetivo principal la
relacién entre polimorfismos de la AQP5 y la EPOC.
Se ha descrito una relacién entre algunos polimorfis-
mos de AQP5 y la presencia de la enfermedad. En un
primer trabajo, realizado en China, los autores estu-
diaron la relacién entre dos polimorfismos de AQP5
(rs3736309 y rs41308104) en una muestra de mas de
700 individuos. Los autores observaron una relaciéon
entre el polimorfismo rs3736309 y la EPOC, estable-
ciendo un menor riesgo de padecer la enfermedad
en los portadores del alelo mutado’. Postetiormente,
se estudid la asociacion de 5 polimorfismos, entre
los que estaba el rs3736309, en una muestra de 429
pacientes de EPOC en EE.UU con objeto de eva-
luar su relacién con la progresion de la enfermedad.
Los autores observaron una asociacién entre el de-
clive del FEV y la presencia de tres polimorfismos
(rs2878771, 13736309 y 1s296763), pero sélo en los
pacientes que eran fumadores activos®.

Existe tan sélo un trabajo previo que profundiza
en la expresion de AQP5 en el tejido pulmonar de
paciente con EPOC. En este trabajo estudiaron a 45
sujetos chinos con EPOC y controles en el que los
autores constataron la menor expresion de AQP5 en
tejido bronquial obtenido por broncoscopia, que a
su vez se relacioné con una mayor hipersecrecion
mucosa medida mediante la expresion génica del
MUCS5AC y corroborado por inmunohistoquimica'.
Este hallazgo esta en la linea de los aportados en el
presente trabajo y abre la puerta a la cuestion de la
fenotipacion de los pacientes para la correcta evalua-
cion de los resultados. La fenotipacion del paciente
con EPOC precisa un comentario especial en lo rela-
tivo a la expresion de AQP y la presencia de fibrosis
pulmonar. La asociacién entre los cambios morfold-
gicos de la fibrosis pulmonar y la EPOC esta siendo
comunmente descrita®. En nuestro grupo, hemos
observado un aumento constante de AQP1 en los
neumocitos tipo 2. Aunque algunos biomarcadores
se han asociado con este fenotipo, como la proteina
KL-06, el papel de la AQP1 en este contexto es des-
conocido®.

Una de las limitaciones importantes que presento
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nuestro trabajo es sin duda el reducido nimero de
pacientes incluidos en cada grupo de estudio, esto
es debido a la dificultad de cumplir los criterios de
inclusién para el estudio. Otra limitacion importante
es el tipo de paciente en el que se realiza el estudio
con una neoplasia pulmonar activa, que podtia con-
dicionar cambios en la expresion de las AQPs en el
tejido pulmonar. En este sentido, creemos que, de
ser asi, se afectarfan ambos grupos por igual redu-
ciendo el potencial efecto confusor de este hecho.
No obstante, siendo estrictos, nuestros resultados y
las conclusiones del presente trabajo, deben poner-
se en este contexto clinico. Existen trabajos previos
que han utilizado muestras en similares condiciones
que las nuestras sin que sus resultados finales se vean
afectados®.

En resumen, nuestras observaciones proporcio-
nan una evidencia preliminar en relacién con la ex-
presion de AQP1 y AQP5 en pacientes con EPOC
comparada con fumadores sanos, con una sobreex-
presion en parénquima frente al bronquio con mati-
ces de esta diferencia segun el marcador estudiado.
Futuros estudios deberan avanzar en el estudio de
esta relacién con objeto de dilucidar la relevancia cli-
nica y bioldgica de este hallazgo.
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