UNIVERSIDAD DE VALENCIA
FACULTAD DE MEDICINA
Departamento de Medicina
Programa de doctorado: 3139 medicina

Analisis de los efectos antiinflamatorios del

bromuro de aclidinio sobre los neutrofilos de

pacientes con EPOC: una aproximacion a los
mecanismos de corticorresistencia

TESIS DOCTORAL

Presentada por:

MARIA ANGELICA CERVERA JUAN

Dirigida por:
DR. D. JAVIER MILARA PAYA

DR. D. GUSTAVO JUAN SAMPER
DR. D. JULIO CORTHO GIMENO

ENERO DE 2023






CONSORCIO
HOSPITAL GENERAL
UNIVERSITARIO

DE VALENCIA

Dr. JAVIER MILARA PAYA
Profesor asociado de Universidad
Departamento de Farmacologia
Universidad de Valencia

Farmaceéutico adjunto en el Consorcio Hospital General Universitario de Valencia

Certifica:

Que |la Tesis Doctoral presentada por Dofia Maria Angélica Cervera Juan, con el titulo:

“Analisis de los efectos antiinflamatorios del bromuro de aclidinio sobre los neutrdfilos
de pacientes con EPOC: una aproximacion a los mecanismos de corticorresistencia”™

ha sido realizada bajo mi direccion y redne los reguisitos necesarios para su juicio y
calificacion y para que conste a los efectos oportunos, firmo el presente certificado.

En Valencia, 13 de diciembre de 2022

M I LARA PAYA ;;T;WM:;!MMEW MILARA PAYA JAVIER -

MNombre de reconocimiento (DN): c=E5,

JAVIER - 2971971882 iniiusrara crviina pasa svien ss1sisszy

Fecha: 2022 12 .13 0&:57:53 +0100°



Dr. GUSTAVO JUAN SAMPER
Profesor Titular jubilado de Universidad

Universidad de Valencia

Certifica:

Que la Tesis Doctoral presentada por Dofia Maria Angélica Cervera Juan, con el titulo:

"Andlisis de los efectos antiinflamatorios del bromuro de aclidinio sobre los neutrdfilos
de pacientes con EPOC: una aproximacidn a los mecanismos de corticorresistencia”

ha sido realizada bajo mi direccién y relne los requisitos necesarios para su juicio y
calificacidn y para que conste a los efectos oportunos, firmo el presente certificado.

En Valencia, 14 de diciembre de 2022

Firmado

G U STAV digitalmente

por GUSTAVO|

OlJ UAN | JUAN|SAMPER

Fecha:

SAMPER 20221214

13:02:02 +01'00°



Dr. JULIO CORTUO GIMENO
Catedratico Numerario de Universidad
Departamento de Farmacologia

Universidad de Valencia

Certifica:

Que |la Tesis Doctoral presentada por Dofia Maria Angélica Cervera Juan, con el titulo:

“Andlisis de los efectos antiinflamatorios del bromuro de aclidinio sobre los neutrafilos
de pacientes con EPOC: una aproximacion a los mecanismos de corticorresistencia”

ha sido realizada bajo mi direccion y redne los requisitos necesarios para su juicio y
calificacidn y para que conste a los efectos oportunos, firmo el presente certificado.

En Valencia, 13 de diciembre de 2022

JULIO Firmado

digitalmente por

FRANCISCO|  juLio FRANCISCO|

CORTI JOl CORTIJO|GIMENO
Fecha: 2022.12.14

GIMENO 08:49:46 +01'00"



La presente Tesis Doctoral, realizada en la Fundaciéon de Investigacion del Hospital General

Universitario de Valencia, ha sido posible gracias a las siguientes ayudas:

e Ministerio Espaiol de Economia y Competitividad: PID2020-114871RB-100

e Subvenciones de la accion estratégica en salud (modalidad proyectos de investigacion en
salud) del Instituto de Salud Carlos lll, dentro del subprograma estatal de generacién de
conocimiento, en el marco del plan estatal de investigacion cientifica y técnica: FIS

P120/01363.

e Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Respiratorias: CIBERES
apoyado por el Instituto Nacional de Salud Carlos Il y los Ministerios espafioles de
Economia y Competitividad y Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad. Cédigo CB06/06/0027.

e Fondos de la Generalitat Valenciana: Prometeo 11/2013/014 y Prometeo 2017/023.

e Beca de la Fundacion de Neumologia de la Comunidad Valenciana. Convocatoria 2014



“Cree a aquellos que buscan la verdad, duda de los que la han encontrado”

André Gide



AGRADECIMIENTOS

A mis directores de tesis Dr. Xavi Milara, Dr. Gustavo Juan y Dr. Julio Cortijo por su apoyo,
accesibilidad, tiempo dedicado y motivacidén constante para llevar a cabo esta tesis, incluso en

los momentos mas dificiles. Gracias.

A la Dra. Estrella Fernandez Fabrellas, amiga, jefa y referente indiscutible en toda mi
trayectoria profesional tanto a nivel cientifico como humano. Gracias por creer en mi desde
que aterricé en la neumologia, por enseflarme a entender la medicina con una calidad
cientifica excepcional, por demostrarme que para ser un buen médico no solo hay que tener
los conocimientos académicos pertinentes, sino que es fundamental ser una buena persona,
trabajar en equipo y creer en la “remota posibilidad” para sumar y seguir creciendo

profesionalmente. Gracias infinitas.

A mi familia al completo y en especial a mis padres por su carifio, generosidad y por educarme
como lo habéis hecho, a mis hermanas M2 José y Teresa y a mis dos luceros, mis sobrinos Borja

e Ivan, los pilares de mi vida. Gracias por estar siempre ahi.

A mis amigas del alma, los otros pilares de mi vida, sin vosotras hubiera sido imposible finalizar
este proyecto. Gracias por vuestro apoyo incondicional en los momentos de desanimo, y en
especial, gracias a M2 José por guiarme, aconsejarme y estimularme en el ultimo trayecto de

todo este proceso. Gracias a todas por formar parte de mi vida.



INDICE

1 ABREVIATURAS

2 INTRODUCCION

2.1 DEFINICION DE LA ENFERMEDAD PULMONAR OBSTRUCTIVA CRONICA
2.2 IMPACTO GLOBAL DE LA EPOC

2.2.1 PREVALENCIA DE LA EPOCEN ESPANA

2.2.2 PREVALENCIA DEL TABAQUISMO EN ESPANA

2.2.3 IMORBILIDAD DE LA EPOC

2.2.4 MORTALIDAD GLOBAL DE LA EPOC

2.2.5 CONSUMO DE RECURSOS DE LA EPOC

2.2.6 APROXIMACION AL TRATAMIENTO FARMACOLOGICO DE LA EPOC EN FASE ESTABLE
2.3 ETIOPATOGENIA DE LA EPOC

2.3.1 INFLAMACION PULMONAREN LA EPOC

2.3.1.1 Papel de los neutréfilos en la EPOC

2.3.1.2 Papel de los macréfagos en la EPOC

2.3.1.3 Mediadores de inflamacion en la EPOC

2.3.2 DESEQUILIBRIO PROTEASAS — ANTIPROTEASAS

2.3.3  ESTRES OXIDATIVO

2.4 FISIOPATOLOGIA DE LA LIMITACION AL FLUJO AEREO EN LA EPOC
2.5 PARTICIPACION DEL SISTEMA COLINERGICO EN LA EPOC

2.5.1 PAPEL DEL SISTEMA COLINERGICO NO NEURONAL EN LA EPOC

2.5.1.1 Participacion del sistema colinérgico no neuronal en la respuesta inflamatoria en la via

aérea de la EPOC

2.6 DIAGNOSTICO Y CLASIFICACION DE GRAVEDAD DE LA EPOC

2.6.1 ESTRATIFICACION DEL RIESGO

2.7 EXACERBACIONES EN LA EPOC

2.8 TRATAMIENTO FARMACOLOGICO DEL EPOC ESTABLE

2.8.1 BRONCODILATADORES INHALADOS

2.8.1.1 Broncodilatadores inhalados de accion corta (BDCD)
2.8.1.2 Broncodilatadores inhalados de accién prolongada (BDLD)
2.8.2 OTROS BRONCODILATADORES: TEOFILINAS

2.8.3 FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS

2.8.3.1 Corticoides inhalados (ClI)

2.8.3.2 Inhibidores de la fosfodiesterasa-4 (PDE4)

2.8.4 RECOMENDACIONES DE LAS GUIAS DE MANEJO DE LA EPOC

2.9 EFECTOS ANTI-INFLAMATORIOS DE FARMACOS ANTIMUSCARINICOS
2.10 CORTICORRESISTENCIA EN LA EPOC

2.10.1 MECANISMOS ANTIINFLAMATORIOS DE LOS CORTICOESTEROIDES
2.10.1.1 Activacidn de la expresidn de genes antiinflamatorios
2.10.1.2 Inhibicion de la expresion de genes pro-inflamatorios
2.10.2 MECANISMOS MOLECULARES DE CORTICORRESISTENCIA EN LA EPOC
2.11 IMPLICACIONES TERAPEUTICAS DE LA CORTICORRESISTENCIA EN LA EPOC
2.11.1 ANTIINFLAMATORIOS ALTERNATIVOS DE AMPLIO ESPECTRO

2.11.2 RESTAURACION DE LA ACTIVIDAD DE LA HDAC2

15

18

19
20
20
22
23
25
26
27
29
30
31
33
34
35
37
41
43
48

50
52
54
56
58
59
60
61
65
66
66
68
68
70
72
73
74
75
77
84
85
86



2.11.3 REGULACION DE GENES INDUCIBLES POR LOS GLUCOCORTICOIDES 87

2.11.4 EFECTO SINERGICO DE FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS 88
3 HIPOTESIS Y OBJETIVOS 90
3.1 HIPOTESIS 92
3.2 OBIETIVOS 92
4 METODOLOGIA 94
4.1 MATERIAL 95
4.1.1 PACIENTES 95
4.1.2 AISLAMIENTO DE NEUTROFILOS 96
4.1.3 PREPARACION DE LA SOLUCION DEL EXTRACTO DE HUMO DE CIGARRILLO 98
4.2 METODOS 99
4.2.1 ANALISIS DE MEDIADORES INFLAMATORIOS SECRETADOS POR LOS NEUTROFILOS 99
4.2.2 ANALISIS DE LA ACTIVACION DEL SISTEMA COLINERGICO NO NEURONAL EN LOS NEUTROFILOS 101
4.2.3 ESTUDIO DE LOS MECANISMOS DE CORTICORRESISTENCIA 101
4.2.3.1 Estudio de la expresion génica: Técnicas de Biologia molecular 102
4.2.3.2 Estudio de la expresion proteica 109
4.2.3.3 Anadlisis de la actividad de fosfoinositol 3-quinasa-delta (PI3K5) 111
4.2.4 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS 111
5 RESULTADOS 113
5.1 POBLACION ESTUDIADA 114
5.2 ACTIVACION BASAL DE LOS COMPONENTES DEL SISTEMA COLINERGICO NO NEURONAL EN NEUTROFILOS DE

PACIENTES CON EPOC 114
5.3 EXPRESION BASAL DE OTROS RECEPTORES Y MKP1 116

5.4 ANALISIS DE LA ACTIVACION DEL SISTEMA COLINERGICO NO NEURONAL EN LOS NEUTROFILOS DE PACIENTES
EPOC117
5.5 INHIBICION DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA EN LOS NEUTROFILOS POR BROMURO DE ACLIDINIO Y

PROPIONATO DE FLUTICASONA POR SEPARADO 118
5.6 EFECTO DE LA COMBINACION DE BROMURO DE ACLIDINIO Y PROPIONATO DE FLUTICASONA SOBRE LA
RESPUESTA DE LOS NEUTROFILOS 121

5.7 MECANISMOS IMPLICADOS EN LA MEJORA DEL EFECTO ANTIINFLAMATORIO (EFECTO ADITIVO) DE LA
COMBINACION DE PROPIONATO DE FLUTICASONA CON BROMURO DE ACLIDINIO EN LOS NEUTROFILOS DE PACIENTES
EPOC122

6 DISCUSION 128

6.1 ACTIVACION DEL SISTEMA COLINERGICO NO NEURONAL EN NEUTROFILOS DE SANGRE PERIFERICA Y DEL ESPUTO
DE LOS PACIENTES CON EPOC 131

10



6.2 EFECTO ANTIINFLAMATORIO DEL BROMURO DE ACLIDINIO Y PROPIONATO DE FLUTICASONA POR SEPARADO EN

LOS NEUTROFILOS DE PACIENTES EPOC 133
6.3 EFECTO ADITIVO ANTIINFLAMATORIO DE LA COMBINACION DE BROMURO DE ACLIDINIO Y PROPIONATO DE
FLUTICASONA EN LOS NEUTROFILOS DE PACIENTES EPOC 135
6.4 MECANISMOS IMPLICADOS EN EL EFECTO ADITIVO DE LA COMBINACION DE PROPIONATO DE FLUTICASONA Y
BROMURO DE ACLIDINIO EN LOS NEUTROFILOS DE PACIENTES EPOC 136
6.4.1 ACTIVACION DEL GEN DEL ELEMENTO DE RESPUESTA A GLUCOCORTICOIDES (GRE) 136
6.4.2 INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE LA ViA PI3Ka 137
6.4.3 AUMENTO DE LA EXPRESION DE GENES ANTIINFLAMATORIOS DEPENDIENTES DE CORTICOSTEROIDES COMO
MKP1, CRISPLD2 Y GILZ 138
7 CONCLUSIONES 142
8 BIBLIOGRAFIA 144
9 ANEXOS 163
ANEXO 1. HOJA DE RECOGIDA DE DATOS 164
ANEXO 2. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL PACIENTE 166
ANEXO 3. APROBACION DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION 168
ANEXO 4. PUBLICACION DERIVADA DE ESTA INVESTIGACION 170

11



Vé

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Prevalencia de la EPOC en Espafia

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

Figura 3. Prevalencia del tabaquismo en Espafia por género desde 1993-2017

Figura 4. Efectos sistémicos de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)

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 prediccion hasta 2040

Figura 6. Etiopatogenia de la EPOC

Figura 7. Principales células de inflamacidn y mecanismos implicados en la patogenia
de la EPOC

Figura 8. Papel de los neutrdfilos en la EPOC

Figura 9. Papel de los macrdfagos en el EPOC

Figura 10. Activacién de vias de sefializacidn por el estrés oxidativo

Figura 11. El papel del estrés oxidativo en la EPOC

Figura 12. Efectos del estrés oxidativo

Figura 13. Estructura del receptor muscarinico acoplado a proteina G

Figura 14. Esquema de la inervacion colinérgica en la via aérea y localizacién de los
receptores muscarinicos (M1, M2, M3)

Figura 15. Sistema colinérgico no neuronal en la via aérea y efectos inflamatorio de la
acetilcolina en las células estructurales e inflamatorias

Figura 16. Curvas de flujo-volumen (FV) de pacientes con diferentes grados de EPOC

Figura 17. Curva de Fletcher & Peto

Figura 18. Estratificacion del riesgo de los pacientes EPOC segiin GesEPOC 2021

Figura 19. Estratificacion del riesgo de los pacientes EPOC segun GOLD 2023

Figura 20. Estructura quimica del bromuro de aclidinio

Figura 21. Los corticoesteroides regulan la expresidn génica por diversas vias

Figura 22. Activacidn de la expresidon de genes antiinflamatorios por corticoesteroides

Figura 23. Inhibicion de la expresion de genes inflamatorios por corticoesteroides

Figura 24. Inhibicion de la p38-MAPK por los GC

Figura 25. Mecanismos moleculares de corticorresistencia

Figura 26. Acetilacidn del receptor de glucocorticoides (GR)

Figura 27. Mecanismo de corticorresistencia en EPOC, asma grave y fumadores

Figura 28. Mecanismos de disminucion de la expresion de HDAC2 en pacientes EPOC

Figura 29. El extracto de humo de tabaco (EHT) como estimulo en los experimentos in vitro

Figura 30. Retrotranscripcién inversa

Figura 31. Sistema TagMan® para RT-PCR

Figura 32. RT-PCR a tiempo real

Figura 33. Silenciamiento génico mediante ARN interferente

Figura 34. Constructos del kit Cignal GRE Reporter Assay

Figura 35. Esquema de la técnica de Western Blott

Figura 36. Expresidn de receptores del sistema colinérgico no neuronal en neutrdfilos de
sangre periférica y esputo de voluntarios sanos, EPOC estable y exacerbada

Pag

21

22
22
24

26
30

31
32
34
38
39
40
45

46

49
53
54
55
56
63
73
75
76
77
79
81
82
83
98
103
104
104
106
107
110

115

12



Figura 37. Expresién de componentes del sistema colinérgico no neuronal en neutréfilos
de sangre periférica y esputo de voluntarios sanos, EPOC estable y exacerbada

Figura 38. Expresion basal de B,-ADR, GRa y MKP-1 en neutroéfilos de sangre periférica 'y
esputo de voluntarios sanos, EPOC estable y exacerbada

Figura 39. Activacién de neutroéfilos de pacientes EPOC por mediadores colinérgicos

Figura 40. Efecto antiinflamatorio del bromuro de aclidinio y propionato de fluticasona en
neutrofilos de sangre periférica de individuos sanos y pacientes EPOC

Figura 41. Efecto antiinflamatorio del bromuro de aclidinio y propionato de fluticasona en
neutrofilos de esputo de pacientes EPOC

Figura 42. Efectos de la combinacidn de aclidinio y fluticasona en la liberacion de
citoquinas sobre los neutroéfilos de voluntarios sanos y pacientes EPOC

Figura 43. Efectos de la bromuro de aclidinio (Acl) y propionato fluticasona (Flu) en
monoterapia y combinados en la expresidon de MIF, HDAC2, GRa en los neutroéfilos
de sangre periférica de EPOC e individuos sanos

Figura 44. Efectos del bromuro de aclidinio (Acl) y propionato fluticasona (Flu) en
monoterapia y combinados en la expresidon de MKP-1 CRISPLD2, GILZ en los
neutrofilos de sangre periférica de EPOC e individuos sanos

Figura 45. Efectos del bromuro de aclidinio (Acl), propionato de fluticasona, atropina
(ATR), LY294002 y sus combinaciones con fluticasona en la sefial del GRE

Figura 46. Efecto del propionato de fluticasona en la sefal del GRE en funcion del receptor
muscarinico silenciado

Figura 47. Actividad de PI3K3 en neutrdfilos de sangre periférica de pacientes EPOC tras
estimularlos con LPS e incubarlos con aclidinio, atropina, LY294002, metoctramina y
pFHHSid

Figura 48. Efecto aditivo antiinflamatorio de la combinacién del bromuro de aclidinio (Acl) y
propionato de fluticasona (Flut)

Figura 49. Resumen de la patogenia de la inflamacién neutrofilica corticorresistente en la
EPOC

Figura 50. Resumen gréfico de los resultados obtenidos

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Tipos de receptores muscarinicos en la via aérea

Tabla 2. Clasificacion de la gravedad de la obstruccion de la EPOC

Tabla 3. Clasificacion de los BD inhalados para la EPOC

Tabla 4. Farmacologia comparativa de aclidinio y tiotropio

Tabla 5. Presentacion, dispositivos y dosis recomendada de combinaciones LABA/CI
Tabla 6. Mecanismos moleculares de corticorresistencia en el EPOC

Tabla 7. Resumen de los estudios in vitro

Tabla 8. FArmacos y sus concentraciones para la experimentacion

Tabla 9. Proteinas expresadas por activaciéon del sistema colinérgico no neuronal
Tabla 10. Genes analizados para analizar mecanismos de corticorresistencia
Tabla 11. Farmacos y sus concentraciones utilizados para la experimentacion

Pag

116

117
118

119
120

121

122

123
124

125

126
127

140
141

Pag

47
53
60
64
67
78
99
100
101
101
108

13



Tabla 12. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para Western Blotting

Tabla 13. Caracteristicas clinicas de la poblacién de estudio

Tabla 14. Porcentaje maximo de inhibicion de la liberacién de IL-8, MMP-9, CCL-5,
GM-CSF e IL-1B de neutrdfilos de sujetos sanos y pacientes con EPOC

Pag

110
114

120

14



1 ABREVIATURAS

15



ACh
AChE
ADN
ADNCc
AMPc
ARN
ARNmM
AP-1
BD
BDCD
BDLD
BEAS2B
B.-ADR
CBP
CCL-5
ChAT
CHT1
Cl

CO;
CREB
CRISPLD2
Ct

DAG
DE
DMEM
DTT
EHT
ELISA
EPOC
ERK1/2
FEV,
FvC
FRC
GAPDH
GBD
GDP
GTP
GILZ
GM-CSF
GRa
GRp
GRE
GRO-a
GR-Ser226
HAT
HDAC
IL-1B
IL-8
IHME
IkB-at
IP-10

Acetlicolina

Acetilcolinesterasa

Acido desoxirribonucleico

Acido desoxirribonucleico complementario
Monofosfato de adenosina ciclico

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensajero

Activador de la proteina-1

Broncodilatadores

Broncodilatadores de accion corta

Broncodilatadores de accién prolongada o larga duracién
Linea inmortalizada de células epiteliales bronquiales humanas
Adrenorreceptor beta 2

Proteina de unién del CREB

Quimiocina ligando 5

Acetilcolintransferasa

Transportador de colina de alta afinidad

Corticoides inhalados

Diéxido de carbono

Proteina de unién del AMPc al elemento de respuesta
Gen de la Proteina secretora rica en cisteina que contiene el dominio LCCL 2
Ciclo umbral

Diacilglicerol

Desviacion estandar

Medio de Cultivo Eagle Modificado de Dulbecco
Ditiotreitol

Extracto de humo de tabaco

Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
Enfermedad pulmonar obstructiva crdnica

Quinasa regulada por senal extracelular

Volumen Espiratorio forzado en el primer segundo
Capacidad vital forzada

Capacidad Residual Funcional

Gliceraldehido fosfato deshidrogenasa

Global Burden of Disease Study

Guanosin difosfato

Guanosin trifosfato

Cremallera de leucina inducida por glucocorticoides
Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
Receptor de glucocorticoides o

Receptor de glucocorticoides 3

Elemento de Respuesta a Glucocorticoides
Oncogene-a relacionado con el crecimiento

Receptor de glucocorticoides fosforilado en el residuo Serina 226
Histona acetiltransferasa

Histona desacetilasa

Interleuquina-1p

Interleuquina-8

Institute for Health Metrics and Evaluation

Inhibidor NF-x3

Proteina inducible por interferén-y

16



I-TAC Quimiotactico-a de las células T inducible por interferén

JNK Quinasa c-Jun N—terminal

LABA Agonistas beta2 de accidon prolongada

LAMA Antagonistas muscarinicos de accién prolongada

LIN Limite inferior de la normalidad

LPS Lipopolisacarido

LTB4 Leucotrieno B,

MAPK Protein-quinasas activadas por mitégenos

MCP-1 Quimiocina selectiva de monocitos 1

MIF Factor Inhibidor de la Migracidn de Macréfagos

Mig Monocina inducida por el interferén-y

MKP-1 Protein-quinasa activada por mitégenos fosfatasa 1

MMPs Metaloproteasas de matriz

MMP-9 Metaloproteinasa de matriz 9

mMRC Escala modificada Medical Research Conuncil

NE Elastasa neutrofilica

NF-kB Factor de transcripcion nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas

NO Oxido nitrico

Nrf2 Factor nuclear derivado del eritroide 2

OCT Proteina catidnica organica transmembrana que transporta Ach

ONOO- Peroxinitrito

OMS Organizaciéon Mundial de la Salud

PBS Tampon salino fosfato

PDE4 Fosfodiesterasa 4

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa

Pls Fosfoinositoles

PIP2 Fosfatidilinositol-4,5-bifosfato

PI3K& Fosfatidilinositol 3 quinasa delta

p-ERK Proteina ERK fosforilada

PLC Fosfolipasa C

PMN Células polimorfonucleares

p-p38 Proteina P38 fosforilada

RGS2 Gen que codifica a la proteina reguladora de la proteina G2

ROS Especies de oxigeno reactivo

RPMI Medio para cultivo celular Roswell Park Memorial Institute

RT-PCR Reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real

SABA Agonistas beta2 de accidn corta

SAMA Antagonistas muscarinicos de accion corta

SILP Inhibidor de la leucoproteasa secretora

SiRNA Acido ribonucleico interferente

TLR Receptor tipo Toll

TLC Capacidad pulmonar total

TGF-B Factor de crecimiento transformante B

TIMP Inhibidor tisular de MMP

TNF-a Factor de necrosis tumoral a

VAChT Transportador vesicular de acetilcolina

YLD Years lived with disease (afios de vida con enfermedad)



2 INTRODUCCION

18



2.1 Definicion de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica

La enfermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC) es una enfermedad respiratoria
frecuente, prevenible y tratable caracterizada por una limitacidn persistente al flujo aéreo que
es habitualmente progresiva y no completamente reversible, y estd asociada a una respuesta

inflamatoria de las vias aéreas y del pulmén a particulas nocivas y gases (1) (GOLD 2021).

El humo del tabaco es el principal factor de riesgo para desarrollar EPOC y contribuye a la
inflamacidn neutrofilica y a los cambios estructurales en la via aérea que suceden durante la
progresién de la misma (2) (Sutherland E. 2004) entre los que destaca el atrapamiento aéreo,
la limitacion progresiva al flujo aéreo, la destruccion del parénquima pulmonar (enfisema) y
la alteracion en los mecanismos de reparacion y defensa habituales que dard lugar a fibrosis

de la via aérea pequeiia (1) (GOLD 2021).

En la practica clinica el diagndstico de la EPOC se basa en el antecedente de una exposicién
cronica a humo de tabaco (mas de 10 paquetes-afio) u otros toxicos inhalados, en la presencia
de sintomas respiratorios compatibles (disnea y tos crénica con o sin expectoracion asociada)
y la demostracion, en situacién clinica estable, de una obstruccion crénica al flujo aéreo
mediante una espirometria tras la prueba broncodilatadora (obstruccién definida como el
cociente entre el volumen espiratorio maximo 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 obstruccién en sujetos jovenes o sobre
diagnosticar a los de edad avanzada, ya que este cociente desciende fisiolédgicamente con el
envejecimiento. Para evitar este problema se han propuesto varias soluciones, entre ellas
emplear el limite inferior de la normalidad (LIN) para el cociente FEV1/FVC para establecer el
diagnéstico de EPOC en edades extremas, ya que el LIN incorpora una correccién en funcién
de la edad.

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

e exposicion previa a factores de riesgo,

e sintomas respiratorios compatibles (disnea, tos +/- expectoracion)
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e vy demostracion de una obstruccidn crénica al flujo aéreo en la espirometria post-

broncodilatacion (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 asociacién de comorbilidades que contribuyen al deterioro

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

En la actualidad, la EPOC no puede curarse, pero si prevenirse con la deshabituacidn tabaquica
y tratarse eficazmente controlando sus sintomas, disminuyendo su velocidad de progresién y
disminuyendo el nUmero de exacerbaciones con la intencion de mejorar el prondstico 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 Espaiia

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

y el tabaquismo es su principal causante en Espaiia.

En la Ultima actualizacion del estudio epidemiolégico nacional EPI-SCAN II (5) (Soriano JB,
2021) (realizado entre abril 2017 y febrero 2019) que determina la prevalencia de la EPOC en
Espafia, se concluye que la EPOC sigue siendo muy prevalente en nuestro pais: estiman que
tienen EPOC el 11,8% de espanoles de 40 afios o mds (14,6% hombres y 9,4% mujeres) y esta
prevalencia se incrementa con la edad en ambos sexos, hasta un maximo de 33,6% en

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

Cabe sefnalar también, de los resultados obtenidos en este estudio, que el diagndstico en
mujeres ha aumentado en los ultimos 10 afios. Comparando con los datos publicados en el
primer EPI-SCAN en 2009 (6) (Miravitlles M. 2009) la prevalencia de la EPOC en mujeres, segln
grupos de edad, ha seguido una evolucion creciente sobre todo en aquellas mayores de 50
anos (4.5% vs 6.6% en las mujeres de 50-59 afios, 7.6% vs 10% en las de 60-69 afos y 10.8%
vs 14.5% en las comprendidas entre 70-79 afios) (5) (Soriano JB, 2021). Debido a las tendencias
recientes de tabaquismo en mujeres y niflos, ademds de los nuevos vapeadores y dispositivos
de calentar el tabaco, es muy probable que se generen nuevos datos epidemioldgicos en los

proximos afios que habra que analizar de nuevo.

Otro dato alarmante obtenido en este reciente estudio epidemiolégico en Espafia (5) (Soriano
JB, 2021) es la elevada tasa de infradiagndstico 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 infradiagndstico, un claro ejemplo de que el problema podria ser mayor del
objetivado debido a un efecto “iceberg” como se muestra en la figura 2 (7) (Lamprecht B.

2015).
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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 Espaia

El tabaquismo es el principal factor de riesgo de la EPOC, por tanto su prevalencia repercute
de manera directa en los datos epidemioldgicos de la enfermedad. La Encuesta Nacional de
Salud de 2018 cifra la prevalencia de tabaquismo en nuestro pais en el 22.1% de la poblacidn
de 15 afios o mayor. Con respecto a afios previos siguen fumando mas los hombres que las
mujeres, aunque las diferencias son menores entre los jovenes. El porcentaje de fumadores
en hombres es de 25.6% y del 18.8% en mujeres. Como se muestra en la figura 3, el consumo
de tabaco en los hombres si que muestra una tendencia a la baja en los ultimos 10 afios, 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. Espafia 2017).
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Figura 3. Prevalencia del tabaquismo en Espaiia por género desde 1993-2017.
Encuesta Nacional de Salud. Espafia 2017. Figura tomada de la referencia (8)

22



En Espafia el tabaco causa la pérdida de un millén de afios de vida cada afio, 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 diagndstico
precoz y mejorar el infradiagndstico 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 atencidn primaria, a urgencias y hospitalizaciones (1) (GOLD.

2021).

Los datos de morbilidad actuales apuntan a que la EPOC ocupara el séptimo lugar en el afio
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 mas cara de las enfermedades crénicas que afectan a pacientes

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

El caracter crénico y progresivo de la EPOC se ve alterado por episodios de empeoramiento
clinico, que afectan negativamente a la progresidon de la enfermedad, conocidos como
exacerbaciones. Las exacerbaciones, frecuentemente desencadenadas por infecciones viricas
o bacterianas, representan una amplificacion de la respuesta inflamatoria. Durante estos
episodios de agudizacidén se produce una mayor hiperinsuflacién y una reduccién del flujo
aéreo que contribuyen a una mayor disnea (12) (Parker CM. 2005). Ademas de esta variacion
en la disnea basal, también hay un aumento de tos y/o produccion de esputo, suficientes para
requerir un cambio en el tratamiento e incluso la hospitalizacién. Las exacerbaciones
constituyen una de las principales causas de morbilidad relacionadas con la EPOC ya que
aceleran la progresion de la enfermedad, empeoran el prondstico y conllevan un gran coste

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

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

La afectacién de la EPOC no es solo pulmonar, ya que se ha observado un estado
proinflamatorio-inflamatorio sistémico caracteristico que desencadena la apariciéon de
diversas comorbilidades: enfermedad cardiovascular, disfuncidn y pérdida muscular, anemia,
osteoporosis, problemas gastrointestinales y depresidon o ansiedad (14) (Barnes PJ. 2009)
(Figura 4). Actualmente se considera que el tabaco puede contribuir a la aparicién y al
empeoramiento prondstico de estas comorbilidades asociadas. Estas comorbilidades, como
ya se ha comentado, alteran el pronéstico de la enfermedad, aumentan el riesgo de ingreso
hospitalario y de muerte y suponen mas del 50% de los recursos consumidos por esta

enfermedad (15) (Sinn D. 2006).
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Figura 4. Efectos sistémicos de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (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 clinicas, tanto pulmonares

como sistémicas. En la figura se muestran las principales manifestaciones sistémicas
asi como los distintos érganos afectados.

La enfermedad cardiovascular y el cdncer de pulmén 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 mdas comunes de

mortalidad en los pacientes con EPOC leve y moderada son: enfermedad cardiovascular (25%),
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cancer de pulmén (20-33%) y otras causas (30%) (16) (Fabbri LM. 2008). Por tanto, la EPOC
estd muy asociada a la enfermedad cardiovascular, en concreto a la insuficiencia cardiaca
crénica y existen evidencias que apuntan al valor del FEV: 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 mas prevalentes a nivel mundial y ocupa el cuarto lugar entre
las causas de muerte en los paises desarrollados, sin embargo, en la actualidad, todavia no

existe ningun tratamiento disponible que consiga su curacidn o detener su progresion.

Por ello, la EPOC es la Unica de las enfermedades crénicas frecuentes cuya mortalidad no ha
disminuido en los ultimos 30 afios, como ha hecho, por ejemplo, la de las enfermedades
cardiovasculares. Se prevé que las muertes totales a nivel mundial por EPOC aumenten mas
del 30 % en los proximos 10 afos, 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 Organizacion Mundial de la Salud (OMS) pronostica que en el 2030 la EPOC sera la tercera
causa de muerte en todo el mundo, supondrd un 7,8 % de todas las muertes y el 27 % de las
muertes relacionadas con el tabaco, solo superada por el cancer (33 %) y por las enfermedades

cardiovasculares (29 %).

Ademas 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 dia hay mas
personas fumadoras que en cualquier otro momento de la historia y a que los cambios
demograficos actuales asociados al envejecimiento de la poblacion favorecen el incremento
de la prevalencia de la EPOC. En el momento actual mds de 3 millones de personas mueren
por EPOC al afio, lo que supone el 6% de la mortalidad global por todas las causas y mas del
90% de estas muertes por EPOC se producen en paises de nivel socioecondmico 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 prediccidn hasta 2040. Figura tomada de la referencia 17

2.2.5 Consumo de recursos de la EPOC

La EPOC constituye un problema de salud publica de enorme y creciente importancia por ser
una enfermedad tan prevalente y de caracter crénico, con elevada morbimortalidad de la que

se deriva un elevado coste sanitario y social.

En general, las enfermedades respiratorias crénicas representan el 6.3% de los YLD (years lived
with disease, o afios 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 Unidn 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 mas del 50% (19)
(Carvounis CP. 2012).
Para el analisis del gasto derivado de la EPOC, los costes se desglosan en tres apartados:

e Enprimer lugar los costes directos (recursos consumidos), asociados al uso de recursos

sanitarios, siendo el capitulo mas importante los costes derivados de la exacerbaciones
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graves que requieren hospitalizacion (84% del total de costes directos) (20) (Izquierdo
JL. 2003).

e Ensegundo lugar, los costes indirectos (recursos perdidos) relacionados con la pérdida
de productividad, bajas e incapacidades laborales, etc.

e Y por ultimo los costes intangibles debidos a la pérdida de calidad de vida de los

pacientes.

A pesar de los avances médicos en su diagndstico y tratamiento alcanzados durante la Gltima
década, la investigacidn 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 pais, este ambito ha estado poco desarrollado en
comparacion con otras enfermedades cronicas también asociadas al envejecimiento y el
consumo de tabaco (20,21) (lzquierdo JL. 2003, Estrategia en EPOC del Sistema Nacional de
Salud. 2009).

Aln a pesar de ello, sabemos que el impacto que la EPOC genera sobre el Sistema Nacional de
Salud en Espafia es considerable. Segun datos obtenidos para la elaboracion de la Estrategia
en EPOC del Sistema Nacional de Salud (2009) (21), globalmente la EPOC consume el 2% del
presupuesto de la sanidad publica espafiola y supone un gasto que alcanza los 3000 millones
de euros al afio (0.2% del Producto Interior Bruto), incluyendo los costes directos, indirectos
e intangibles que se distribuyen en gastos hospitalarios (40-45%), farmacos (35-40%), visitas
médicas y pruebas diagndsticas (15-25%) (21) (Estrategia en EPOC del Sistema Nacional de
Salud. 2009).

2.2.6 Aproximacion al tratamiento farmacoldgico de la EPOC en fase estable

Sin profundizar en el tratamiento que mas adelante se abordarda en el apartado
correspondiente, si que parece oportuno recordar brevemente en este apartado
introductorio, que pretende contextualizar la importancia de seguir investigando en esta
enfermedad, cudles son sus objetivos, los farmacos 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:
e Reducir los sintomas de la enfermedad,
e Disminuir la frecuencia y gravedad de la exacerbaciones,
e Mejorar la calidad de vida 'y

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

Recordando la definicion de EPOC: se trata de una enfermedad caracterizada por una
limitacién del flujo aéreo persistente, que suele ser progresiva, y que se asocia con una
respuesta inflamatoria crénica de las vias aéreas y del pulmdn a particulas nocivas y gases (1)
(GOLD. 2021).

Los broncodilatadores de accion prologada (BDLD) son el pilar del tratamiento de la EPOC,
pero no modifican significativamente el proceso patoldgico subyacente. Lo que si consiguen
es aliviar los sintomas y prevenir las exacerbaciones, pero pocos avances se han logrado para

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

La guia espafola de manejo de la EPOC en su ultima actualizacidn (3) (Miravitlles M. 2021)
recomienda el empleo de BDLD como primera linea de tratamiento, solos o en combinacidn
de familias farmacoldgicas (LABA, beta agonistas de accion prolongada, y LAMA, antagonistas
muscarinicos de accidn prolongada), y reserva el empleo de combinaciones de LABA con
corticoides inhalados (Cl) para aquellos pacientes de alto riesgo con fenotipo exacerbador (dos
0 mas exacerbaciones al afio tratadas de forma ambulatoria o al menos una exacerbacion al
afios que haya precisado ingreso hospitalario) que asocien eosinofilia periférica (> 300
eosindfilos/mm?3) en fase clinica 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 Cl
asociados a BDLD como tratamiento de pacientes con EPOC moderado-grave que sufren

agudizaciones frecuentes.

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

han demostrado que la inflamacion neutrofilica caracteristica de esta enfermedad es
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corticorresistente (22—24) (Barnes PJ. 2004, 23; Roche N. 2011; Boardman C. 2014) como mas

adelante se desarrollara.

En la actualidad, como ya se ha comentado, la EPOC no tiene un tratamiento eficaz en
términos de curacidn, pero si puede prevenirse evitando la exposiciéon al humo de tabaco
fundamentalmente y tratarse eficazmente con los farmacos referidos para controlar sus
sintomas, disminuir su velocidad de progresién y el nimero de exacerbaciones con la
intencién de mejorar el prondstico, la calidad de vida y disminuir la mortalidad de las personas
que la sufren. En los Ultimos afos este abordaje multidimensional empieza a dar beneficios en

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

Esta preocupante situacion obliga a profundizar en el conocimiento de la patogenia de esta
enfermedad para el desarrollo de nuevas lineas de investigacién que permitan mejorar el

tratamiento y el prondstico de esta enfermedad.

2.3 Etiopatogenia de la EPOC

Los pulmones humanos contienen una rica red de fibras constituidas por elastina y otras
proteinas de la matriz que confieren integridad estructural y elasticidad a las paredes
alveolares. La respuesta inflamatoria frente a la inhalacion de particulas o gases y
principalmente a los componentes del humo del tabaco pueden provocar un aumento de la
actividad de proteasas o disminucidn de la actividad antiproteasa, asi como un desequilibrio
oxidante/antioxidante en los mecanismos del estrés oxidativo y finalmente una reparacion
pulmonar defectuosa. El final de todo este proceso es un remodelado que provoca
alteraciones estructurales de la via aérea y alteraciones destructivas del parénquima
pulmonar, que originaran la obstruccién crdnica al flujo aéreo y el enfisema pulmonar que

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

2.3.1 Inflamacién pulmonar en la EPOC

Es conocida la reaccién inflamatoria que acontece en la via aérea como consecuencia de la
inhalacién de téxicos contenidos en el humo de tabaco y otros gases nocivos. Las vias aéreas
y el tejido pulmonar del paciente con EPOC muestran un patrén de inflamacidn bastante tipico

con aumento de neutrdfilos, macroéfagos, linfocitos T y linfocitos B.

El patron celular no es muy diferente en los fumadores sin EPOC, pero cuando aparece la
obstruccion bronquial la concentracién celular es significativamente mas elevada. Existe,
ademas, una diferencia en los tipos celulares en relacién con el nivel de gravedad de la
enfermedad, predominando los neutrofilos y células B en las formas mas graves (28,29)

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

Las primeras células que responden a la agresion del tabaco son los macréfagos alveolares y
posteriormente los neutréfilos, reclutados por componentes del tabaco como la nicotina, que
tiene una importante capacidad quimiotactica de ambas células. Se ha descrito una clara
correlacién entre el grado de obstruccién de la EPOC y el aumento en el contenido celular de

neutrofilos, macréfagos, linfocitos Ty B (29) (Hogg JC. 2004).
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Estas células inflamatorias desarrollan su capacidad de liberar proteasas, oxidantes y diversos
mediadores de inflamacién o citoquinas responsables de perpetuar la cascada inflamatoria e

inducir la lesién tisular (Figuras 7, 8 y 9) (28) (Barnes PJ. 2003).
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Figura 7. Principales células de inflamacion y mecanismos implicados en la patogenia de la EPOC.
Esta figura ilustra que la EPOC es una compleja enfermedad en cuya patogenia estan implicadas
multiples vias inflamatorias que inician y potencian la progresién de la enfermedad.

2.3.1.1 Papel de los neutréfilos en la EPOC

Los neutréfilos son células de la primera linea defensiva del sistema inmunitario y sus
funciones mas importantes incluyen la fagocitosis de microorganismos patdgenos y la
regulacién del proceso inflamatorio agudo. También constituyen una fuente de especies
reactivas de oxigeno, de citoquinas pro-inflamatorias (como la IL-8), de mediadores lipidicos
(como el leucotrieno B4 (LTB4)), de péptidos antibacerianos (como las defensinas) y de enzimas

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

Los neutrdfilos 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 quimiotacticos como la nicotina y por factores
secretados por los macrofagos alveolares como el LTB4, IL-8 y el oncogene-a relacionado con
el crecimiento (GRO-a), y al ser activados liberan a su vez (Figura 8):

e aniones supedxido (02) y mieloperoxidasa (MPO) que potencian la respuesta

inflamatoria y el estrés oxidativo,
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e |eucotrieno Bs (LTB4) e IL-8 que atraeran a mas neutrdfilos y amplificaran la respuesta
inflamatoria, y
e serinproteasas como la elastasa del neutrdfilo, catepsina G y proteinasa-3, asi como
metaloproteinasas de la matriz (MMP-8 y MMP-9) que contribuyen a la destrucciéon
alveolar y a la hipersecrecion mucosa (28) (Barnes PJ. 2003).
Citoquinas como el factor estimulante de las colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF)
y el factor estimulantes de las colonias de granulocitos pueden aumentar la supervivencia del
neutrdfilo en el tracto respiratorio.
El nimero de neutréfilos 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), asi como con la rapidez de la pérdida de funcién pulmonar.

El humo del tabaco puede ser responsable del aumento de la cantidad de neutrdfilos
circulantes y de la modificacién de su capacidad de deformacién para secuestrarlos en los
capilares del pulmén (31) (MacNee W. 1989). Una vez secuestrados, los neutréfilos se
adhieren a las células endoteliales y migran al tracto respiratorio bajo el control de factores

quimiotdacticos como el leucotrieno B4 o la interleuquina 8 (IL-8).
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Figura 8. Papel de los neutréfilos en la EPOC. Figura adaptada de la referencia 28
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2.3.1.2 Papel de los macréfagos en la EPOC

Los macréfagos alveolares orquestan el proceso inflamatorio, tras ser activados por el humo
de tabaco, atrayendo otras células inflamatorias (neutréfilos, monocitos y linfocitos CD8) a
través de diversos mediadores:
e Alos neutrodfilos a través de IL-8, GRO-a, LTB4
e Alos monocitos por la quimiocina selectiva de monocitos 1 (MCP-1), GRO-q, y
e A los linfocitos CD8" a través de la proteina inducible por interferén-y (IP-10), la
monocina inducida por el interferén-y (Mig) y el quimiotactico-a de las células T

inducible por interferdén (I-TAC).

A su vez, los macréfagos también participan en el desarrollo de enfisema mediante la
liberacién de enzimas elastoliticos (MMP-9 y 12, catepsinas K, Ly S) y en el proceso de fibrosis

a través de la liberacién del factor de crecimiento transformante B (TGF-B).

Los macrdfagos también generan especies de oxigeno reactivo (ROS) y dxido nitrico (NO) que
en conjunto forman peroxinitrito y pueden contribuir a la corticorresistencia de estos

pacientes (Figura 9) como mds tarde se abordara.

El nimero de macrdfagos es hasta 10 veces mayor en las vias aéreas, en el parénquimay en
el lavado broncoalveolar de pacientes con EPOC, ademas también se relaciona con la gravedad
de la enfermedad (30) (Di Stefano. 1998). Este aumento del niumero de macréfagos en
fumadores y pacientes con EPOC parece ser debido al mayor reclutamiento de monocitos
desde la circulacién sistémica gracias al aumento de la quimiocina selectiva de monocitos 1

(MCP-1).
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2.3.1.3 Mediadores de inflamacion en la EPOC

Como respuesta progresiva al humo del cigarrillo las células inflamatorias liberan proteasas,
oxidantes y mediadores inflamatorios que desencadenan una reaccion de estrés oxidativo que
modifica la matriz extracelular haciéndose mas sensible a las proteasas, generando infiltracién
neutrofilica e inactivando y disminuyendo los inhibidores de proteasas, como la al
antitripsina, y alterando asi la reparacion alveolar (Figuras 7, 8 y 9).

Estas respuestas inflamatoria e inmunitaria se expresan a través de dos factores de
transcripcion clave que son el factor de transcripcién kB (NF-kB) y la proteina activadora 1 (AP-
1) y a través de la liberacién de citoquinas entre las que destacan la interleuquina 8 (IL-8), el
factor de necrosis tumoral a (TNF-a), la interleuquina 1B (IL-1B) y el factor de crecimiento
transformante B (TGF-B).

Estos mediadores explican, entre otros, la proliferacion de fibroblastos, la liberacién de

neutrofilos o la remodelacion que se produce en esta enfermedad (32) (Wright JG. 2003).

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

TNF-a, IL-1B y TGF-B:

e TNF-a o factor de necrosis tumoral a: es una citoquina proinflamatoria producida por
muchos tipos celulares (macréfagos, células T y células epiteliales) que contribuye a la
leucocitosis mediante la liberacién de neutréfilos de la médula ésea e induce la produccién

de otras citoquinas como la IL-8 desde las células epiteliales respiratorias. Este factor
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también induce la proliferacion de fibroblastos, que provocan la transcripcion de IL-8 a
través del NF-kB y aumenta la liberacién de IL-8 del epitelio de las vias aéreas y de

neutrofilos, ademas de activar a los macréfagos para producir metaloproteasas (MMPs).

e |L-1B: lainterleuquina 1B sintetizada por las células epiteliales y los macréfagos, junto con
el TNF-a, participa en la respuesta inflamatoria reclutando mas neutréfilos y estimulando

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

e TGF-B: es el factor de crecimiento mas importante y tiene un papel multifuncional:
participa en la proliferaciéon de fibroblastos y de las proteinas de matriz a la vez que
bloquea la degradacién de la matriz reduciendo la sintesis de proteasas e incrementando
la sintesis de inhibidores de las proteasas y favorece la reparacién epitelial. Esta presente
en todos los procesos que conducen a la fibrosis. El TGF-B es fundamental en el proceso
de transicion que se desarrolla desde la respuesta inflamatoria inmune hasta la

remodelacion 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 enddgenas que conlleva una destruccion del tejido conectivo
pulmonar, en particular de la elastina del parénquima pulmonar, favoreciendo el desarrollo

de enfisema.

Las proteasas son proteinas elastoliticas generadas por varios tipos celulares (neutroéfilos y
macrofagos alveolares) activados por el humo del tabaco (34) (Suki B. 2003) y que ademas de
degradar proteinas estructurales del pulmdn, 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 funcién de su estructura bioquimica:

e serinproteasas: elastasa neutrofilica, proteinasa 3, catepsina G,

e cisteinaproteasas: catepsina-B, -H, -K,-Ly -S, y

e metaloproteasas de matriz (MMPs): MMP-1, -2, -3, -7, -8, -9, -12, -13, -14.
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La elastasa neutrofilica (NE) es una serinproteasa secretada por los neutréfilos e inhibida por
la air-antitripsina en el parénquima pulmonar y es la principal responsable en el proceso que
lleva a generar enfisema. Ademas de su papel como proteasa, la NE esta también implicada
en la hipersecrecidon mucosa y en la induccién de otras citoquinas pro-inflamatorias como la
IL-8. La demostracidon de que la as-antitripsina, principal antiproteasa enddgena, puede
inactivarse con la exposicion al humo del tabaco ha puesto en relieve el papel de la NE en la
etiopatogenia de la EPOC en fumadores con niveles de ai-antitripsina normales (28) (Barnes

PJ. 2003).

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

similares a la elastasa neutrofilica y también son inhibidas por la as-antitripsina.

Las metaloproteasas de matriz (MMPs) son una familia de endopeptidasas secretadas al
medio extracelular por varios tipos celulares (neutréfilos y macrofagos alveolares) en
respuesta a la exposicion al humo del tabaco y su activacion se traduce en una alteracion 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
concentracion de MMP-1 y MMP-9 y un aumento de la actividad de ésta ultima (35)
(Betsuyaku T. 1999). Los macréfagos alveolares de los fumadores expresan mas MMP-9 que
los de los sujetos no fumadores y existe un incremento adn mayor en los macrdfagos de los

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

La actividad de las proteasas liberadas por las células inflamatorias es inhibida por
antiproteasas enddégenas.

La principal de todas ellas es la asi-antitripsina, potente inhibidor de las serinproteasas.
Actualmente se reconoce que las multiples variaciones genéticas de la aa-antitripsina
producen la reduccion de la concentracién de la ai-antitripsina activa circulante (37) (Carrell
R. 2002). La deficiencia que produce enfisema precoz mejor descrita es la tipo ZZ, en la que
una Unica sustitucién de un aminodcido (Gly342 ---> Lys) resulta en alteraciones estructurales
de la ai-antitripsina que producen un fallo de su modificacidon postranslacional normal y una

disminucién de su secrecion por los hepatocitos dando lugar a concentraciones plasmaticas
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muy bajas (38) (Lomas D. 2002). La deficiencia de la ai-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 as-antitripsina produciendo un deterioro de su funcion

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

Los principales inhibidores fisioldgicos de las MMPs son la a,-macroglobulina y los llamados
inhibidores tisulares de MMP (TIMP-1, -2, -3, -4). La secrecion de TIMP-1 por los macréfagos
alveolares estd aumentada en respuesta a estimulos inflamatorios, sin embargo se ha visto
que este aumento estd bloqueado en pacientes con EPOC, favoreciéndose la elastolisis (36)

(RussellL REK. 2002).

Sin embargo, el equilibrio proteasas/antiproteasas no explicaria por si mismo el avance de la
enfermedad siendo necesarias otras alteraciones en el mecanismo de reparacion que deben

seguir al de destruccidn pero que hasta la fecha aln no estan bien identificadas.

2.3.3 Estrés oxidativo

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

liberacién de radicales libres de oxigeno (ROS).

El propio humo del cigarrillo contiene elevada concentraciéon de ROS y las células inflamatorias
y estructurales que se activan tras la exposicidon al humo del tabaco en las vias aéreas de los
pacientes con EPOC, como neutrdfilos, macréfagos, eosindfilos y células epiteliales también

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

Asi, el humo del tabaco contiene y a la vez estimula la liberacion de radicales libres de oxigeno
(ROS), como el anién superédxido (O2) y peroxido de hidrogeno (H202) por parte de estas
células inflamatorias. El O, y el H,0; pueden interactuar en presencia de hierro libre para
formar el radical hidroxilo (OH) altamente reactivo. El O, también se puede combinar con
oxido 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, 11y 12):

e Ademas de causar lesidn tisular, al inactivar los inhibidores de las antiproteasas como la
ai-antitripsina (43) (Taggart C. 2000), aceleran la metabolizacion de la elastina en el
parénquima pulmonar,

° son capaces de activar algunas de las vias de transcripcion de sefales
dependientes de NF-kB y AP-1 y también de las vias de sefializacién de las quinasas
ERK (quinasa regulada por sefial extracelular), de JNK (Quinasa c-Jun N-terminal) y de
protein-quinasa activada por mitégenos p38 (p38 MAPK) que, a su vez, activan genes
gue codifican mediadores de la inflamacién, como TNF-a, IL-8 y MMP-9, amplificando
la respuesta inflamatoria neutrofilica (44) (Barnes, PJ. NEJM 1997). El factor de
transcripcidn NF-kB esta activado en las vias aéreas y en los macréfagos alveolares de
los pacientes con EPOC y estd aun mas activado durante las exacerbaciones. (45) (Di
Stefano A. 2002). Es muy probable que el estrés oxidativo sea un importante activador

de este factor de transcripcion en los pacientes con EPOC. (Figura 10)
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Figura 10. Activacion de vias de sefalizacion por el estrés oxidativo.

e El estrés oxidativo también conduce a la oxidacién de acido araquiddnico y a la formacién
de una nueva serie de mediadores prostanoides denominados isoprostanos, que pueden
ejercer significativos efectos funcionales en la via aérea, como broncoconstriccion y

exudacién plasmatica (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 (macroéfagos y neutrdfilos) producen la disminuciéon de antiproteasas favoreciendo la
protedlisis, activan el NF-kB que amplifica la respuesta inflamatoria, estimulan la hipersecrecion mucosa
y producen otros efectos directos sobre la funcién de la vias aéreas que favorecen la broncoconstriccion.

Otro evento inducido por el estrés oxidativo que participa en la patogenia de la EPOC es la
remodelacién de las cromatinas, que mediante la activacion de las histonas nucleolares
permite el desenrollamiento del ADN dejando que los factores de transcripcién, como el
NF-kB y ARN (acido ribonucleico)-polimerasa accedan a la maquinaria transcripcional
aumentando la expresion génica de los mediadores inflamatorios. Se sabe que este
proceso es sensible a oxidantes y que esta controlado por las histonas acetiltransferasas
(HAT), que producen la acetilacidn de las histonas, y por las histonas desacetilasas (HDAC)
gue revierten la acetilacion produciendo de nuevo el enrollamiento del ADN en una
apretada estructura de cromatina que lleva a la supresién de la transcripcién génica o
silenciamiento genético. Se ha demostrado que la exposicidn al humo de tabaco reduce la
actividad de la proteina histona desacetilasa 2 (HDAC-2) en los macrofagos alveolares de
los fumadores (47) (Ito K. 2001) favoreciendo asi la expresién génica de mediadores de
inflamacidn. Este reduccién de la actividad y de la expresién de las HDAC-2 provocada por
el estrés oxidativo, a través de la via del peroxinitrito, es uno de los mecanismos
propuestos para explicar la corticorresistencia en los pacientes con EPOC, como se

explicard en el apartado correspondiente (48) (Barnes PJ. 2004). (Figuras 11y 12).
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Figura 12. Efectos del estrés oxidativo. Los ROS estan 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
destoxificacién antioxidante, se produce estrés oxidativo, que produce dafio tisular directo, altera la produccién de
citocinas y proteasas por neutrdéfilos y macréfagos, e inhibe los sistemas antiproteasa. También afecta a la accidon de las
deacetilasas (HDAC) y acetilasas (HAT) de las histonas, parte de la maquinaria de remodelacién de la cromatina,
bloqueando las HDAC y favoreciendo la acetilacion y la configuracion desarrollada de la cromatina. Esta configuracién
facilita el acoplamiento al ADN de factores reguladores de la maquinaria transcripcional e induce la expresién de genes
proinflamatorios. Figura tomada de la referencia 41.

En esta reduccién de la actividad de la HDAC-2 parece estar implicada también la
activacion de la via de sefalizaciéon de la fosfoinositol 3-kinasa (P13K) por el propio estrés
oxidativo. Las fosfoinositol 3-kinasas (P13K) son una familia de proteinas que catalizan la
fosforilacién del anillo hidroxilo en posicion 3 (3-OH) de los fosfoinositoles (Pls) y generan
segundos mensajeros que controlan multiples vias de sefializacion intracelular como son
la expresidn y activacion de mediadores inflamatorios, el reclutamiento de células
inflamatorias, el funcionamiento de células inmunes, el remodelado de la via aéreay se
ha observado que participan también en la corticorresistencia de los pacientes con EPOC.
Concretamente, el estrés oxidativo activa la fosfoinositol 3-Quinasa 6 (PI3K&) (isoforma
restringida fundamentalmente a los leucocitos), y esta fosforila otras quinasas en cascada,
como Akt, provocando la inactivacion de las histonas deacetilasas (HDAC2) por
fosforilacidn (49) (Ito K. 2007). Estudios in vitro han demostrado que la inhibicién de la via
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 via de la PI3K puede

jugar un importante papel en la patogénesis de la EPOC y esta afirmacién viene reforzada
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por la observacién de que la migracidon neutrofilica aberrante y disfuncionante
caracteristica de estos pacientes es corregida con la inhibicién de la PI3K& (51). (Sapey E.

2011).

2.4 Fisiopatologia de la limitacion al flujo aéreo en la EPOC

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica es una de las pocas enfermedades respiratorias
que incluye una afirmaciéon sobre la funcién pulmonar en su definicién: enfermedad
respiratoria frecuente, prevenible y tratable caracterizada por una limitacion persistente al
flujo aéreo, que es habitualmente progresiva, y esta asociada a una respuesta inflamatoria de

las vias aéreas y del pulmdn a particulas nocivas y gases (1) (GOLD. 2021).

Probablemente el punto inicial es la inflamacién de las vias aéreas provocada por la inhalacién
del humo del tabaco u otras particulas nocivas (como hemos visto en el apartado previo) y los
eventos finales son la discapacidad fisica y la muerte prematura.

En el proceso de desarrollo de la enfermedad, la limitacidn del flujo aéreo es un elemento
central y en cierta medida el puente que conecta los defectos bioldgicos con los sintomas. En
definitiva, la limitacion 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 presién entre el
alvéolo y la boca que va a generar la corriente de aire, y b) las resistencias de las vias aéreas

que se oponen a la misma.

La limitacién crénica al flujo aéreo caracteristica de la EPOC provoca una disminucidn del flujo
espiratorio debido:

e a la obstruccion de las vias 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 via aérea y por la
alteracion de la secrecidn y transporte de moco), que determina el incremento de las

resistencias,
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e vy auna pérdida de la retraccion elastica del pulmdn y de las fijaciones alveolares que
sostienen las vias aéreas pequefias (produciendo enfisema) y que determina un
incremento de la distensibilidad y una disminucidn de la presidn de retroceso elastico

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

En la practica clinica con frecuencia se utilizan los términos limitacion al flujo aéreo vy
obstruccion bronquial como sinénimos, pero ya hemos visto que no lo son y que tienen

diferente significado en la fisiopatologia de la EPOC.

Las implicaciones clinicas de esta distincidon entre limitacion al flujo aéreo y obstruccion
bronquial son:

e la destruccion del parénquima pulmonar es esencialmente un fenédmeno irreversible,
mientras que la inflamacién y la obstruccién bronquial pueden ser, hasta cierto punto,
tratadas con farmacos antiinflamatorios y broncodilatadores;

e la presencia de limitacion al flujo aéreo es mas relevante en la fisiopatologia y la clinica
de la EPOC (disnea, tolerancia al ejercicio, insuficiencia respiratoria, etc.) que la simple

obstruccién de las vias aéreas.

La limitacién al flujo aéreo crénica produce un retardo en el vaciamiento pulmonar durante la
espiracion, primero durante niveles diferentes de esfuerzo hasta llegar a producirse en reposo
conforme avanza la enfermedad, impidiendo una espiracién completa y aumentando la
capacidad residual funcional (FRC), dando lugar a lo que se conoce como hiperinsuflacion

pulmonar (55) (Calverley PM. 2005).

La hiperinsuflacion 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 vias aéreas al final de una espiracién a volumen corriente. En los sujetos
normales, la FRC se corresponde con el volumen de equilibrio eldstico del sistema respiratorio,
es decir, del volumen al cual la retracciéon eldstica interna de los pulmones es contrarrestada
por la retraccion eldstica externa de la pared tordacica. 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 contraccion de los musculos inspiratorios y la espiracidon se
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produce pasivamente hasta la FRC por la retraccidn elastica almacenada durante la inspiracion
precedente (56) (Agostoni E. 1964).

En los pacientes con EPOC, el volumen de equilibrio estatico del sistema respiratorio se
mantiene en un volumen pulmonar mayor que en los sujetos normales a causa de la
disminucién de la retraccién eldstica pulmonar de manera que el punto de equilibrio entre la
retraccion eldstica pulmonar y de la caja toracica (el volumen de FRC) es mayor, alrededor del

55-60% de la TLC.

Esta hiperinsuflacion pulmonar es la principal consecuencia de la limitacion del flujo aéreo y
tiene devastadoras consecuencias sobre la mecdnica de la respiracién. La respiracidon a un
volumen pulmonar mas elevado aumenta el trabajo ventilatorio y supone una carga adicional
sobre los musculos inspiratorios cuya capacidad generadora de presion estd deteriorada por
la hiperinsuflacidn, al alterar la disposicion geométrica del diafragma y la longitud-tensién de

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

Con respecto a la repercusién clinica, como ya se ha comentado, esta limitacién al flujo aéreo
y su consecuencia directa, la hiperinsuflacién 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 Participacion del sistema colinérgico en la EPOC

El sistema colinérgico o parasimpatico desempefia un papel esencial en la regulacién del tono
bronquial al ser la principal inervacion vegetativa de las vias aéreas en la especie humana (59)
(Barnes PJ. 1987). Las fibras colinérgicas presindpticas parten de diferentes areas del tronco
cerebral y llegan a los ganglios parasimpaticos localizados en las paredes de las vias
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 via aérea; las glandulas submucosas, estimulando la secrecién de moco, y los vasos
sanguineos, produciendo vasodilatacidon. Los nervios parasimpaticos predominan en la via

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

PJ. 1987).

Desde el punto de vista estructural los receptores muscarinicos son receptores acoplados a la
proteina G que es la que transduce la interaccién ligando-receptor a una gran variedad de
proteinas efectoras intracelulares como pueden ser distintas enzimas, canales idnicos,
proteinas reguladoras o proteinas sefalizadoras. Estos receptores acoplados a proteinas G
forman parte integral de la membrana plasmatica y estas proteinas G serian el componente

intermedio del complejo “receptor-proteina G-efector™ actuando como interruptores.

Dentro de la familia de proteinas G se distinguen dos grandes subfamilias: las heterotriméricas
y las monomeéricas. La unién de un agonista muscarinico a su receptor va a desencadenar la
activacion de una proteina G heterotrimérica. Estas proteinas G heterotriméricas constan de
tres subunidades (a, By y) y dependiendo del tipo de receptor muscarinico, la activacién de
un determinado subtipo de la subunidad o de la proteina G va a provocar una respuesta

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

e la activacion del subtipo aGi — producira inhibicién de la adenilciclasa,

e la activacion del subtipo aGg/11 — activara a la fosfolipasa C (PLC) e inducira la
formacion 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 muscarinico acoplado a proteina G. Conformacion de siete segmentos
transmembrana del receptor muscarinico (I-VII). La proteina G esta inactiva en forma de trimero (a, By y) asociada
a GDP (guanosin difosfato). Al intercambiarse el GDP por GTP (guanosin trifofato) se disocia el trimero activandose
asi la subunidad o de la proteina G. Dependiendo del subtipo de subunidad o activado la respuesta efectora sera
distinta.

De los cinco subtipos diferentes de receptores muscarinicos (M1-M5) descritos, solo tres
ejercen diferentes funciones fisioldgicas y participan en el control del calibre de la via aérea

(M1, M2y M3), su localizacién y funciones se recogen en la Tabla 1.

e Los receptores “impares” M1, M3y M5 estan acoplados al subtipo Gq/11 de la subunidad
a de la proteina G y su activacién media la contraccion bronquial activando la fosfolipasa
C (PLC) que conducird a la formacién de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) necesaria para activar
la secrecion intracelular de calcio,

e ylos "pares” M2y M4 estan acoplados al subtipo Gi de la subunidad o de la proteina Gy
median la activacidon de la PI3K y la inhibicidon de la adenilciclasa con la consiguiente

disminucién en la formacion de AMPc. (62) (Gosens R. 2006).

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

tipo de unidén a la proteina G, el M4 seria similar al M2 y el M5 al M1y M3.
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Los receptores M1, localizados en los ganglios parasimpaticos, paredes alveolares y glandulas
submucosas, actian como facilitadores de la neurotransmision liberando la ACh que actua

sobre los receptores M3 (figura 14).

Los receptores M3 (acoplados al subtipo Gg/11 de la subunidad o de la proteina G) estan
presentes en el musculo liso y las gldndulas submucosas y son los principales responsables de
la broncoconstriccién y la hipersecrecion mucosa. Se encuentran fundamentalmente en el
musculo liso de las vias aéreas grandes, pero también en las pequefias y distribuidos por todo
el pulmén. El antagonismo de este receptor M3 es el principal responsable del efecto

broncodilatador producido por los farmacos antagonistas muscarinicos (figura 14)

Por ultimo, los receptores M2 que se encuentran en las terminaciones nerviosas colinérgicas
(nervios posganglionares) actuan inhibiendo la liberacion local de ACh, es decir que ejercen
un feed-back negativo en la accion vagal (autorreceptor). Estos ultimos, son los receptores
mas abundantes en el musculo liso bronquial donde también controlan la broncodilatacién
inducida por los B-adrenorreceptores, al inhibir la adenilciclasa. (61,62) (Barnes PJ 1993;
Gosens R. 2006). El bloqueo de este receptor aumenta la liberaciéon de ACh y puede producir

broncoconstriccion (figura 14).

Para el tratamiento de la broncoconstriccion en la EPOC el farmaco antimuscarinico ideal seria

aquel que inhibiera solo los receptores M1y M3 y respetara los receptores M2.
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Figura 14. Esquema de la inervacion colinérgica en la via aérea y localizacion de los receptores muscarinicos (M1, M2, M3).
Los nervios parasimpaticos posganglionares Ms inervan el musculo liso y las glandulas de las vias aéreas. La ACh liberada
activa los receptores Ms produciendo secrecién de moco y broncoconstriccidn. Su accidén sobre los recepctores M,
presinapticos inhibe la liberacién de mas Ach.
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Tabla 1. Tipos de receptores muscarinicos en la via aérea

Receptor Localizaciin Accidn
M, Ganglios parasimpdticos  Facilita la transmisién
sindptica
Glandulas mucosas Aumenta la secrecion
Pared alveolar (7
M, Nervios posganglionares  Autorreceptor: inhibe
la liberacion de
acetilcolina
Miisculo liso bronguial
M, Miisculo liso bronguial Broncoconstriccion
Glandulas mucosas Aumento de la secrecidn
Células epiteliales
Células endoteliales

En condiciones normales existe una baja actividad ténica basal de la musculatura bronquial
que depende del tono colinérgico. La actividad parasimpatica aumenta a través de reflejos
nerviosos vagales broncoconstrictores, que se desencadenan por la estimulacion de las
terminaciones sensoriales proximas a las células epiteliales. Los estimulos desencadenantes
pueden ser diversos: inhalacidon de particulas, gases, aerosoles, aire frio o caliente, etc. Por
tanto, los nervios colinérgicos constituyen la via broncoconstrictora dominante en las vias
aéreas en humanos. Tanto en el asma como en el EPOC existe una hiperreactividad bronquial
a estos estimulos que parece deberse a un estado de hiperexcitabilidad a cualquier nivel del

arco reflejo vagal.

La broncoconstriccién producida por estimulacién vagal cumple una funcion fisioldgica, ya que
el aumento del tono de las vias aéreas ayuda a prevenir el colapso de aquellas vias aéreas que
no tienen cartilago y mejora el tono de las vias cartilaginosas. Aunque la broncoconstriccién
produce obstruccion de la via aérea, es necesario un pequeiio aumento del tono del musculo
para mantener las vias permeables, especialmente para evitar su colapso durante la
espiracion. No obstante, un excesivo aumento del tono colinérgico es el responsable de parte
de la obstruccién de la via 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

obstruccion.

Los fdrmacos antimuscarinicos bloquean de forma competitiva el efecto de la acetilcolina
sobre los receptores de la musculatura lisa bronquial, por ello son especialmente utiles en el
tratamiento de la EPOC ya que el tono colinérgico vagal parece ser el componente reversible

del estrechamiento de la via aérea en esta enfermedad (64) (Barnes PJ. 1995) (65) (Barnes PJ.

47



2000). La eficacia broncodilatadora dependerd del grado en el que el reflejo colinérgico
broncoconstrictor contribuya al broncoespasmo de cada paciente concreto, por lo que son
especialmente Utiles en la EPOC, y esta actividad anticolinérgica se manifestara con

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

A diferencia de lo que sucede en el asma, donde la obstruccién de la via aérea se debe a
multiples factores, la inhibicion del tono muscular de la via aérea puede ser el principal, si no

el unico, medio farmacoldgico de aumentar el flujo aéreo en pacientes con EPOC.

El tono colinérgico puede estimarse indirectamente in vivo midiendo el aumento del FEV; tras
la administracion de un agente anticolinérgico (o antimuscarinico). Utilizando este método,
Gross et al (67) (1989) demostraron que el tono colinérgico aumenta en los pacientes con
EPOC en comparacion con los sujetos sanos, siendo el aumento del FEV: directamente
proporcional a la gravedad de la enfermedad. Este aumento del tono colinérgico puede
abolirse con los antimuscarinicos y, dado que la resistencia depende de la cuarta potencia del
radio, puede tener un impacto clinicamente importante en estos pacientes. Por ello los
farmacos anticolinérgicos pueden producir una broncodilatacién igual o superior a la de los
agonistas 2 en pacientes con EPOC. Ademas tienen un efecto favorable adicional bloqueando

la hipersecrecion mucosa.

De este modo, los farmacos antimuscarinicos en la EPOC pueden producir un efecto clinico
favorable a través de diversos mecanismos que incluyen un efecto broncodilatador, reduccién
de la hipersecrecion mucosa y proteccion de la via aérea frente a estimulos

broncoconstrictores por ello son farmacos 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 sintesis o degradacién de AChy 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
clasico, cada vez estd mas reconocido que la ACh puede también servir de molécula de
sefializacion autocrina y paracrina. Es decir, la produccidn de acetilcolina en la via aérea no

solo esta restringida al sistema nervioso parasimpatico como hemos visto, sino que puede ser
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secretada por multiples células del sistema inmune innato (neutrdéfilos, macréfagos, basofilos,
eosinodfilos, mastocitos, células dendriticas) que expresan receptores muscarinicos
funcionales y por células del epitelio bronquial, jugando un papel importante en la modulacién
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 estdn 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
ademas son capaces de expresar receptores muscarinicos y nicotinicos funcionales en

respuesta a estimulos antigénicos, participando asi en las respuesta inflamatoria (72) (Fuji T.

2017).
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Figura 15. Sistema colinérgico no neuronal en la via 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 neutréfilos ya que es la célula efectora clave en la patogenia inflamatoria de

la EPOC y objeto principal de este estudio.

49



2.5.1.1 Participacion del sistema colinérgico no neuronal en la respuesta inflamatoria en
la via aérea de la EPOC

Se sabe ya desde hace mds de 40 afios que los neutrdéfilos de sangre periférica tienen sitios de
unién para agonistas muscarinicos como pilocarpina y antagonistas como atropina, lo que
demuestra la presencia de receptores muscarinicos en estas células (74) (Dulis BH. 1979).
Segln los resultados de diversos estudios parece que el patron de expresion de estos
receptores muscarinicos es diferente en funcion de la patologia inflamatoria subyacente. Asi
los neutrofilos de donantes sanos y pacientes con artritis reumatoide expresan los subtipos

M3, M4 y M5 pero no M1y M2 (75) (Bany U. 1999).

Profita et al (76) (Profita M. 2005) analizaron los neutroéfilos de esputo de pacientes EPOC, de
individuos sanos fumadores y no fumadores y observd una sobreexpresién de M3 en
pacientes EPOC con respecto a fumadores y a controles no fumadores y observé también que
la incubacién de estos neutréfilos con acetilcolina aumentaba significativamente la
produccién de leucotrieno-B4 (LTB4), activaba la via p42/p44 MAPK y aumentaba la actividad
quimiotactica de neutréfilos en los pacientes EPOC con respecto a los otros dos grupos. Estos
resultados son totalmente consistentes con un estudio que demostré que los macroéfagos
alveolares bovinos liberan moléculas quimiotacticas de eosindfilos, monocitos y neutréfilos
en respuesta a la acetilcolina, con probablemente una participacion predominante del

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

La migracidn de estas células inflamatorias se ha visto que es dependiente de la activacion de
la via de sefalizacion de la fosfoinositol 3-kinasa (PI3K) a través de la estimulacion de los
receptores acoplados a la proteina G (78) (Thomas MJ. 2005) como los receptores

muscarinicos M2.

En esta linea, otro trabajo llevado a cabo con macréfagos alveolares de pacientes con EPOC
demostré que en ellos existe un aumento en la expresién del transportador de ACh de alta
afinidad, de acetilcolintransferasa, de transportador vesicular de ACh (VAChT) y de receptores
muscarinicos M1, M2 y M3. En este trabajo la estimulacidon de los receptores M3 de los

macrofagos promovid una elevada secrecién de LTB4 por parte de los macrdfagos alveolares
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de los pacientes EPOC lo que sugiere el posible papel anti-inflamatorio de los farmacos

antimuscarinicos (79) (Koarai A. 2012).

Estas observaciones revelan claramente que la expresidon regulada de los subtipos de
receptores muscarinicos es una caracteristica de las células inflamatorias que migran a las vias
respiratorias en respuesta a diversos estimulos, aunque es necesario dilucidar el impacto
funcional preciso de la expresion de estos receptores dindmicos en estas células (62) (Gosens

R. 2006).

Ademas de sus efectos directos sobre las células inflamatorias, la acetilcolina también puede
desencadenar la liberacidon de quimiocinas y citocinas de las células estructurales. Las células
del epitelio bronquial liberan quimiotdctico de eosindfilos, monocitos y neutréfilos en
respuesta a la ACh (80) (Koyama S. 1992) (Figura 15). También se sabe que la acetilcolina
induce la liberacién de GM-CSF (factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos)
de las células epiteliales bronquiales humanas mediante un mecanismo que involucra

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

Otro efecto demostrado es que la exposicion al humo del tabaco puede inducir secrecién de
acetilcolina por el sistema colinérgico no neuronal que mediard la secrecién de IL-8 (potente
factor quimiotactico de neutréfilos) contribuyendo asi a la inflamacidn neutrofilica crénica y

al remodelado de la via 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 vy
antagonistas de los receptores muscarinicos en los neutréfilos tienen un efecto evidente en la
regulacidén positiva o negativa de las respuestas innatas. Estos fendmenos impactan en la
migracion, la capacidad fagocitica, la degranulacion, la generacion de especies reactivas de
oxigeno, la produccién de citocinas y la expresién de moléculas de adhesion, lo que conduce
a modificaciones sustanciales en la capacidad de los neutrofilos para participar en la respuesta

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

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

neuronal en la respuesta inmune innata en la via aérea de los pacientes con EPOC.
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Por todo ello es de esperar que los farmacos antimuscarinicos puedan tener un efecto
antiinflamatorio e inhibir la progresion de la enfermedad regulando este proceso inflamatorio.
Sin embargo el papel de los farmacos antimuscarinicos en la modulacién de la respuesta
inflamatoria en la via aérea de los pacientes EPOC sigue pobremente estudiada, como se

abordara mas adelante.

2.6 Diagnostico y clasificacion de gravedad de la EPOC

El diagndstico preliminar de sospecha de EPOC (1,3,4) (GOLD 2021, Miravitlles M. 2021,
Miravitlles M. 2017) se basa en:

. La exposiciéon previa a factores de riesgo (humo de tabaco, polucién ocupacional,
urbana o doméstica, y

° la presencia de sintomas respiratorios compatibles (disnea, tos +/- expectoracion).

El diagndstico de EPOC siempre necesita ser confirmado mediante una espirometria forzada
con test broncodilatador. Todas las guias nacionales e internacionales sobre evaluacion y
manejo de la EPOC (1,4) (GOLD 2021, Miravitlles M. 2017) indican que la medicion del FEV:
(volumen espiratorio forzado en un segundo) es el pardmetro fundamental de la funciéon

respiratoria:

. para confirmar el diagndstico de EPOC,
. clasificar la gravedad de la enfermedad,
° y evaluar su progresion.

El FEV1 se mide sobre la gréfica de flujo/volumen de una maniobra espiratoria forzada. Esta
maniobra se registra desde el punto de maxima inspiracion hasta la espiracion completa a la
maxima velocidad posible durante al menos 6-9 segundos para medir también la FVC
(capacidad vital forzada).

Se considera que existe obstruccion al flujo aéreo si el cociente FEV1/FVC es inferior a 0.7 tras
el test broncodilatador independientemente de la edad, género, etnia, tallay peso y este sera
el parametro diagndstico de EPOC. Las limitaciones obvias de un indice 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 diagndstico de EPOC, y para reducir el gran
infradiagnéstico de una enfermedad cuyo impacto sobre la salud publica estd claramente

documentado como ya se ha tratado en apartados previos.
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Asi, hoy en dia, todas las guias sobre la EPOC aceptan que el diagndstico 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 funcién del porcentaje del FEV: previsto (FEV1 % prev). (Tabla 2)

(Figura 16).
Tabla 2. Clasificacién de la gravedad de la obstruccién de la EPOC
Grado de obstruccion FEV; 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
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Figura 16. Curvas de flujo-volumen (FV) de pacientes con diferentes grados de EPOC.
a) Leve (FEV; previsto > 80%): b) Moderada (FEV; prev 56%); c) Grave (FEV; prev 37%)
d) Muy grave (FEV; prev 21%). Linea 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 espirometria 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 obstruccidn. Se considera positiva si se
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confirma un aumento del FEV1 > 200 mly del 12 % del valor anterior a la broncodilatacién. La
reversibilidad de la obstruccion tras la prueba broncodilatadora es muy variable en la EPOCy
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 diagndstico de EPOC ni

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

Tras la fundamental publicacion de Fletcher y Peto en 1977 (86) (Fletcher C. 1977), sobre la
historia natural de la limitacién al flujo aéreo, la progresién de la EPOC se evalia cominmente
por medio de la medicién del declive anual de FEV1. Este declive esta acelerado en fumadores
y en pacientes EPOC en comparacién con sujetos sanos (50-100 ml/afio frente a 30 ml/afio,
respectivamente) (Figura 17). El abandono del tabaquismo retarda la tasa de declive del FEV;

a cualquier edad (1,86) (GOLD 2021, Fletcher C. 1977).
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Figura 17. Curva de Fletcher & Peto. Declive del FEV; en relacion al consumo
de tabaco en fumadores susceptibles. Figura adaptada de referencia 86

2.6.1 Estratificacion del riesgo

Una vez confirmado el diagndstico de EPOC vy clasificado por gravedad en funcién del FEV;
post-broncodilatador (Tabla 1) interesa valorar el nivel de riesgo. Se entiende como tal la
probabilidad de que el paciente pueda presentar agudizaciones, progresion de enfermedad,
futuras complicaciones, mayor consumo de recursos sanitarios o mayor mortalidad (3)

(Miravitlles M. 2021).

Los factores considerados para la evaluacidon de riesgo y su proceso de estratificacién son algo
distintos en la Guia Espafiola 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 Guia Espafiola de la EPOC (GeseEPOC 2021) (3) los factores considerados para la
evaluacion del riesgo son (Figura 18):

e FEV; post-broncodilatador,

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

(mMRCQC) y

e |a historia de agudizaciones durante el ultimo ano.
Todos los componentes de esta clasificacion 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. Estratificacion del riesgo de los pacientes EPOC segun GesEPOC 2021.
Figura tomada de la referencia 3

La Global Initiative for Obstructive Lung Disease (GOLD) tras clasificar por gravedad al paciente
en funcidn del grado de obstruccion (FEV1 post-broncodiltador; GOLD 1, 2, 3, 4) (Tabla 2)
propone, en su Ultima actualizacién recientemente publicada (88) (GOLD 2023) estratificarlo
en 3 categorias (A, B, E) en funciéon de los siguientes parametros (Figura 19):

e el numero de exacerbaciones en el ultimo afio,

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

(mMRC) y
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e la puntuacién en el Cuestionario CAT (COPD Assessment Test): cuestionario que evalla
mediante 8 items el impacto que, los sintomas relacionados con la EPOC, tienen en el

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

EXACERBATION
FEV1
Hi. RY
GRADE (o, | cicted) STO
T =2 moderate
GOLD1 2 80 exacerbations or E
el _ - + =1 leading to
ost-bronchodilator italizati
50-79 hospitalization
FEVL/FVC<0.7 GOLb2
GOLD 3 30-49 Onrlmod.erate
exacerbations A B
(not leading to
GOLD 4 <30 hospitalization)
|

mMRCO-1 | mMRC=2
CAT < 10 CAT 210

SYMPTOMS

Figura 19. Estratificacion del riesgo de los pacientes EPOC segtin GOLD 2023
Figura tomada de la referencia 88

Los principales objetivos de clasificar la gravedad y estratificar el riesgo de los pacientes EPOC
seran ayudar a decidir cudl es el tratamiento de inicio mas adecuado y, en controles
posteriores, evaluar el grado de control sintomatico, la estabilidad clinica y funcional y en
funcién de estos pardmetros 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 clinico de la EPOC se caracteriza por presentar episodios agudos de inestabilidad
clinica en los que se produce un empeoramiento mantenido de la sintomatologia respiratoria
cuya intensidad va mads alla de la variabilidad inherente a esta enfermedad y que precisan de
una modificacion de la medicacién habitual. Estos episodios, que varian en gravedad, duracién
y también en consecuencias son llamadas exacerbaciones o agudizaciones (1,4) (GOLD 2021,

Miravitlles M 2017).
Desde el punto de vista fisiopatoldgico, las agudizaciones son eventos complejos

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

aumento de la produccion 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 expectoracion.

Los pacientes con EPOC sufren un promedio de 1-4 exacerbaciones/afio sin embargo la
gravedad, la duracion y la frecuencia de las mismas varia enormemente de unos pacientes a
otros. Mientras algunos pacientes no sufren estos episodios, otros lo hacen de forma repetida,
clasificdndose como fenotipo exacerbador aquellos que sufren 2 o mds exacerbaciones al afio

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

El motivo por el cual existe una predisposicién individual a sufrir mas exacerbaciones es
desconocido, pero miltiples estudios, como el estudio ECLIPSE (90) (Hurst J. 2010) han
demostrado que el principal factor de riesgo para sufrir una exacerbacidn es el antecedente
de exacerbaciones previas, por tanto intentar prevenirlas serd un objetivo clave en el

tratamiento de estos pacientes.

La identificacién de la causa que provoca la exacerbacidn es de gran importancia de cara a la
planificacién de un tratamiento adecuado. Sin embargo, en aproximadamente un tercio de los
casos la etiologia no se llega a conocer. La causa mas frecuente es la infeccion del arbol
traqueobronquial (50-70%), mientras que la contaminacion 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:

e Generan una gran carga asistencial y enormes costes. En Espaifa la exacerbacién 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 ultimas 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).

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

contribuyen a la progresion multidimensional de la enfermedad condicionando su
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prondstico 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-Cataluiia JJ. 2005) (93) (Soler-Cataluiia JJ.
2009).

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

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

2.8 Tratamiento farmacoldgico 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 generacién de nuevas evidencias
en su tratamiento, sigue siendo una enfermedad sin un tratamiento eficaz en términos de
curaciéon. Hasta la fecha ningun ensayo clinico publicado ha demostrado que exista ningln
tratamiento que modifique la pérdida de funcién pulmonar progresiva (94,95) (Tashkin DP.

2008; Calverley P. 2007).

El abandono del habito tabaquico es la Unica intervencidn capaz de influir en la historia natural
de la EPOC. Segun las principales guias y consensos nacionales e internacionales del abordaje
de esta enfermedad, el tratamiento del tabaquismo es la medida terapéutica mas eficaz y
coste-efectiva (1,4) (GOLD. 2021; Miravitlles M. 2017). Pero en realidad esta intervencion,
farmacoldgica o no segln sea necesario, es una estrategia mas preventiva que curativa ya que
pretende prevenir o ralentizar el desarrollo de EPOC o reducir su progresion (96) (van Eerd EA.
2016).
Por tanto, partiendo de la premisa que no existe un tratamiento curativo, los objetivos
generales de su tratamiento farmacoldgico seran (3,88) (Miravitlles M. 2021, GOLD 2023):

e Reducir los sintomas de la enfermedad,

e Disminuir la frecuencia y gravedad de la exacerbaciones,

e Mejorar la calidad de vida y prondstico

e Mejorar la supervivencia.
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Recordando la definicién de EPOC, puesto que se trata de una enfermedad caracterizada por
una limitacién del flujo aéreo persistente, que suele ser progresiva, y que se asocia con una
reaccion inflamatoria crénica de las vias aéreas y del pulmdén en respuesta a la exposicién a
particulas nocivas y gases (1) (GOLD. 2021), parece légico que el pilar del tratamiento sean los
farmacos inhalados broncodilatadores (BD) en mono o terapia doble, a los que se les podra
asociar farmacos antiinflamatorios, como los corticoides inhalados (Cl) en funcién de una

serie de criterios como ahora veremos.

2.8.1 Broncodilatadores inhalados

Paraddjicamente pese a que la EPOC se define como una limitacién al flujo aéreo con caracter
escasamente reversible, la mayor parte del tratamiento farmacolégico va dirigido a intentar
dilatar los bronquios que se encuentran obstruidos por la inflamacion, el edema y el

broncoespasmo.

Estos farmacos actuan relajando el tono de la musculatura lisa de la via aérea produciendo
broncodilatacion lo que se traducird en una mejoria en la limitacién al flujo espiratorio sin

cambios en la presion de retroceso elastico del pulmon.

Segln su mecanismo de accion los farmacos broncodilatadores (BD) se clasifican en beta,-
agonistas o antimuscarinicos y en funcién de su duracién de accidn en broncodilatadores de
accion corta (BDCD) o de accion prolongada (BDLD). Los acrénimos que hacen referencia a
cada uno los tipos de BD por su nombre en inglés son:

e SABA: betaz-agonistas de accion corta (short acting beta agonist)

e SAMA: antimuscarinico de accidn corta (short acting muscarinic antagonist)

e LABA: betay-agonistas de accidn prolongada (long acting beta agonist)

e LAMA: antimuscarinico de accién 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 rapido de los sintomas.
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Los principales farmacos BD inhalados comercializados en Espafa y sus combinaciones en un

mismo dispositivo se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Clasificacion de los BD inhalados para la EPOC.

Principio activo Presentacion Dosis recomendada
Beta-2 adrenérgicos Salbutamel ICP: 100 pgfinh 200 pg/4-6 h
Terbutalina Turbuhaler®: 500 mgfinh 500 pg/6 h
Salmeterol ICP: 25 pgfinh 50 ug/12h
Accuhaler®: 50 pg/inh
Formoterol ICP: 12 pgfinh 12 pg/12h

Indacaterol Breezhaler®: 150 pgfinh 150 pgf24 h
Breezhaler®: 300 pg/inh
Olodaterol Respimat®: 2,5 pgfinh 5 pg/24 h
Anticolinérgicos Bromuro de ipratropio ICP: 20 pgfinh 20-40pg/6-8 h
Bromuro de tiotropio Handihaler®: 18 pgfinh 18 pg/24h
Respimat®: 2,5 pgfinh Spg24h
Aclidinio Genuair®: 340 pgfinh 340 pg/12h
Glicopirronio Breezhaler®: 50 pgfinh 50 pg/24h
Umeclidinio Ellipta®: 62,5 p.gfinh 62,5 pgf24 h
LABAJLAMA Indacaterol/glicopirronio Breezhaler™: 110/50 pgfinh 110/50 pg/24 h
Aclidinio/formoterol Genuair®: 34012 pgfinh 340/12 pg/12h
Umeclidiniojvilanterol Ellipta®: 62,5/25 mgfinh 62,5/25 mg/24 h
Tiotropio/olodaterol Respimat®: 2,5/2,5 pgfinh 5/5pg/24h

Turbuhaler®: 9 pgfinh
Aerolizer®: 12 pgfinh

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

2.8.1.1 Broncodilatadores inhalados de accion corta (BDCD)

Estos farmacos anadidos al tratamiento de base con BDLD, son de eleccién para el tratamiento

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

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

accién se prolonga alrededor de 4-6 horas tras su administracién.

Betaz-agonistas: su principal accién es la relajacién de la musculatura lisa de las vias aéreas
estimulando el receptor B, adrenérgico que activard la adenilato ciclasa del musculo liso
aumentando la concentracion de monofosfato de adenosina ciclico (AMP ciclico)
intracelular y consecuentemente producird broncodilatacién. El salbutamol y la

terbutalina son sus principales representantes.

Antimuscarinicos: el bromuro de ipatropio es un antagonista muscarinico no selectivo que
por tanto bloquea los receptores muscarinicos M1, M, y Ms y ejerce su efecto
broncodilatador al bloquear el efecto de la acetilcolina (ACh) en los receptores Ms
expresados en la musculatura lisa de la via aérea. Sin embargo, como se muestra en la
figura 13, los receptores M, presinapticos son autorreceptores y controlan la liberacidn

excesiva de acetilcolina, por tanto su bloqueo por antagonistas muscarinicos no selectivos
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como el bromuro de ipratropio puede producir que la mayor liberacion de acetilcolina no
controlada sobrepase parte del blogueo de los receptores Ms. (61) (Barnes PJ. 1993). Este
hecho ha originado la necesidad de utilizar antagonistas muscarinicos que bloqueen solo
los receptores Ms, o los M1y M3y de fdrmacos con una accién mas prolongada para poder

administrarlos en una o dos dosis diarias.

2.8.1.2 Broncodilatadores inhalados de accién prolongada (BDLD)

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

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

para los pacientes sintomaticos porque:

Mejoran los sintomas: al reducir la hiperinsuflacion dindmica 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 faciles de predecir con la medicidn del FEV1 en reposo
ni se acompafian de una mejoria significativa del grado de obstruccion (99,100) (Calverley
P 2004, Kew KM 2013)

Mejoran la funcién cardiaca también al disminuir la hiperinsuflacidn, efecto que podria
justificar la disminuciéon del mortalidad observada en los grandes ensayos clinicos con
BDLD en pacientes EPOC (101) (Celli B. 2009).

Reducen el nimero de exacerbaciones: con relacion a la prevencion de agudizaciones, el
tiotropio (LAMA con mayor tiempo en el mercado) ha demostrado ser mads eficaz que
salmeterol (LABA) o indacaterol (LABA) (102,103) (Vogelmeier C 2011, Decramer M. 2013).
Los resultados del ensayo clinico UPLIFT (94) demostraron también una reduccion del
riesgo de exacerbaciones, hospitalizacion e insuficiencia respiratoria con tiotropio frente
al tratamiento habitual durante 4 afios. Por este motivo y en base a estos resultados es de
primera eleccion un LAMA sobre un LABA cuando se indica en monoterapia (3) (Miravitlles

M. 2021).

2.8.1.2.1 Betaz-agonistas de accion prolongada (LABA)

Los LABA disponibles en Espafia son los cldsicos salmeterol y formoterol (ambos de

administracion cada 12 horas; ademas el formoterol tiene la peculiaridad de un rdpido inicio
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de accién, tan rapido como salbutamol) y los nuevos LABA de mayor duracién de accion lo que

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

Salmeterol y formoterol producen una mejoria del FEV1 y de los volUmenes pulmonares, de la
disnea, del estado de salud y disminuyen el nUmero de exacerbaciones (100) (Kew KM 2013).
Indacaterol mejora también la disnea, la calidad de vida y reduce el nimero de exacerbaciones
(104,105) (Han J 2013, Geake JB 2015). Los LABA mas recientemente incorporados al mercado
(olodaterol y vilanterol) también han demostrado mejorar los sintomas y la funcién pulmonar
(106,107) (Koch A 2014, Kempsford R 2013). Pero ninguno de ellos ha conseguido modificar la

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

Ademas de la broncodilatacidon prolongada, los LABA ejercen otros efectos adicionales que
podrian ser de relevancia clinica en la EPOC. Por ejemplo, parte del beneficio sintomatico de
estos farmacos podria estar mediado por la reduccion de la hiperinsuflacion dinamica y por
tanto de la disnea. Di Marco et al (108) (Di Marco F. 2003) documentaron que formoterol
producia un mayor incremento agudo de la capacidad inspiratoria que salbutamol, salmeterol
y bromuro de oxitropio (agente antimuscarinico) y que este aumento de la capacidad

inspiratoria esta estrechamente relacionado con la mejoria de sensacion disneica en reposo.

Los LABA ademas pueden incrementar el nivel de AMPc en los neutréfilos inhibiendo asi su
adhesién, acumulacién y activacién, e induciendo su apoptosis, cuyo resultado final es una
posible reduccidon del nimero y del estado de activacion de estas células inflamatorias en el

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

2.8.1.2.2 Antimuscarinicos de accién prolongada (LAMA)

Los antimuscarinicos han sido considerados tradicionalmente el tratamiento broncodilatador
de eleccion en la EPOC. Los avances en el estudio de los receptores muscarinicos de la via
aérea han llevado al desarrollo de farmacos con accidn mds especifica y prolongada. El
bromuro de tiotropio (primer LAMA comercializado) es un anticolinérgico de accién especifica
M3 (con una semivida de 35h), que presenta una disociacion muy rapida de los receptores M2

(64) (Barnes PJ. 1995), lo que se traduce en una accién broncodilatadora prolongada que
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permite una Unica administracién diaria, facilitando el cumplimiento terapéutico y un mejor
control sintomatico durante todo el dia, incluyendo el descanso nocturno. El resto de LAMA
comercializados (bromuro de aclidinio, glicopirronio y umeclidinio) también son antagonistas
muscarinicos especificos M3 con una rdpida disociacion 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 administracién una vez al dia. A modo de resumen los hallazgos mas significativos de los
multiples estudios controlados y comparativos que se han publicado con los LAMA, pero sobre
todo con tiotropio (porque es el que mds 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 hiperinsuflacién
dinamica, mejoran el FEV1 y FVC paralelamente a la mejora en la capacidad inspiratoria,
mejoran la calidad de vida y disminuyen el nUmero 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 antimuscarinico inhalado de efecto
prolongado con una selectividad cinética sobre el receptor M3 y una rapida disociacién de M2

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

Figura 20. Estructura quimica del bromuro de aclidinio

En estudios in vitro aclidinio manifesté afinidades similares a las de tiotropio por los cinco
subtipos de receptores muscarinicos humanos analizados (Tabla 4) sin selectividad por un
receptor muscarinico 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
mas breve en M2, siendo el tiempo de permanencia de aclidinio en M3 aproximadamente la

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

[Parametro ACL  TTP
Estudios de unién a receptores in vitro®

Afinidad de union (K;; nmol/l)

M, 0,10 0,13

M, 0,14 0,13

M, 0,14 0,19

M, 0,21 0,30

Mg 0,16 0,18

Tiempo de permanencia (h)

M, 4,69 15,11

M, 29,24 62,19

Estudios con broncoprotectores in vivo®

Inicio del efecto (h) 0,5 1,3

Duracién de accién (h) 29 64

a Con receptores muscarinicos recombinantes humanos.

b Con el modelo de broncoconstriccion inducida por acetilcolina
en cobayas anestesiadas; broncoproteccion se refiere a la
inhibicién de la broncoconstriccion inducida por acetilcolina.

ACL = aclidinio; K, = constante de inhibicién; TTP = tiotropio.

Figura adaptada de la referencia 113

Su eficacia y seguridad como farmaco broncodilatador que avala su indicacién en la EPOC se
han publicado en varios ensayos clinicos cuyos resultados fundamentales son que mejora el
FEV1, la disnea y la calidad de vida en EPOC moderado-grave comparado con placebo, ademas
reduce de forma significativa la incidencia de sintomas nocturnos, la necesidad de tratamiento
de rescate y la aparicion de exacerbaciones en comparacion 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
preclinicos in vitro sugieren que el aclidinio muestra mayor seguridad y menos efectos
secundarios sistémicos debido a su rdpida hidrélisis plasmatica en sus metabolitos inactivos

(vida media de hidrdlisis en plasma de 0.04h) (117) (Gavalda A. 2014).

Dado que la disfuncién del sistema colinérgico no neuronal parece estar implicada también en
la fisiopatologia de la EPOC (62) (Gosens R. 2006) como se ha mencionado anteriormente, el
potencial efecto antiinflamatorio y anti-remodelado de los farmacos antimuscarinicos
estudiado en modelos preclinicos podria afiadir 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 transformacién de los fibroblastos pulmonares humanos en
miofibroblastos tras la exposicién a carbacol (agonista colinérgico), a factor de crecimiento
transformante beta o a extracto de humo de cigarrillo. Asimismo, también suprime la
sobreexpresién inducida por carbacol de MUC5AC (el principal componente macromolecular
del moco respiratorio) en tejido bronquial humano in vitro y la sobreexpresién inducida por
carbacol y humo de cigarrillos en cultivos de células del epitelio respiratorio humano (82,118)

(Cortijo J. 2011, Milara J. 2012).

Mads adelante, en el apartado sobre efectos antiinflamatorios de los farmacos
antimuscarinicos se desarrollarad la evidencia publicada hasta la fecha del aclidinio a este

respecto .

2.8.2 Otros broncodilatadores: Teofilinas

Las teofilinas son farmacos broncodilatadores débiles pero que pueden presentar efectos
aditivos a los broncodilatadores habituales. Una revision de los estudios disponibles
controlados con placebo llevada a cabo por la Cochrane Library ha mostrado su eficacia como
farmaco 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 musculos respiratorios, una disminucién del
atrapamiento aéreo y una mejoria del aclaramiento mucociliar. La dosis habitual es de 200-
300 mg/12h oral en comprimidos de liberacidon sostenida pero su toxicidad es dosis-
dependiente y sus efectos adversos son importantes (nauseas, diarrea, cefalea, irritabilidad,
arritmias, convulsiones, hipopotasemia) lo que obliga a monitorizar sus concentraciones
plasmaticas (120) (Ram F. 2005). Por todo ello, dada su limitada eficacia clinica y su estrecho
margen terapéutico en la actualidad son consideradas farmacos de tercera linea en el

tratamiento de la EPOC (1,4) (GOLD 2021, Miravitlles M 2017).
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2.8.3 Farmacos Antiinflamatorios

Hasta la fecha la prevencién de las exacerbaciones es el principal criterio clinicamente
relevante para valorar la eficacia de farmacos antiinflamatorios en el tratamiento del EPOC
estable (1) (GOLD 2021).

Sin embargo, la demostracién de un sustrato inflamatorio en la patogenia de la EPOC ha
despertado interés por la utilizaciéon de farmacos que puedan contrarrestar los potenciales

efectos nocivos de la inflamacién desencadenada por el humo del tabaco en estos pacientes.

2.8.3.1 Corticoides inhalados (Cl)

La gran eficacia de los Cl en el tratamiento de asma hizo que se probara su utilidad en la EPOC,
pese a la escasa evidencia cientifica acerca de que puedan ejercer alguna accién terapéutica
antiinflamatoria sobre las células mas directamente implicadas en la patogenia de esta
enfermedad, los neutrofilos. Ademas la evidencia existente de los estudios in vitro sugiere que
la inflamacion neutrofilica de la EPOC es corticorresistente (24,121) (Boardman C. 2014,

Barnes PJ. 2013) como se desarrollard mas adelante

Por tanto su principal indicacidon en los pacientes EPOC serd la prevencion 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 éptimo, seran sus principales candidatos, sin embargo no todos
los pacientes responden a Cl y ademas los Cl a largo plazo asocian importantes y frecuentes
efectos secundarios (candidiasis oral, disfonia, neumonias) (123) (Yang |. 2012). Por lo tanto,
el uso de Cl para la prevencion de las exacerbaciones en la EPOC no debe ser un tratamiento

“por defecto” y debe guiarse por criterios basados en la evidencia (124) (Agusti A. 2018).

Estudios recientes han mostrado que el recuento de eosindéfilos en sangre es un biomarcador
facilmente disponible en la EPOC y que predice la magnitud de respuesta a los Cl (siempre
afiadidos al tratamiento broncodilatador de mantenimiento) en términos de reduccion de la
tasa de exacerbaciones, sobre todo en aquellos con unas cifras > 300 eosinéfilos/mm3,
disminuyendo la respuesta conforme desciende la eosinofilia periférica (125,126) (Bafadhel

M. 2018, Pascoe S. 2019).
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Basandose en todas estas evidencias la ultima actualizacion de la guia espafiola de manejo de
la EPOC (GesEPOC) (3) (Miravitlles M. 2021) restringe el uso de Cl, y siempre asociados a LABA
o LAMA-LABA, nunca en monoterapia, Unicamente a los pacientes de alto riesgo con fenotipo
exacerbador (dos o0 mas exacerbaciones al afio tratadas de forma ambulatoria o al menos una
exacerbacion al anos que haya precisado ingreso hospitalario) que asocien eosinofilia
periférica (> 300 eosindfilos/mm?3) en fase clinica estable, ya que son los pacientes que mayor
respuesta clinica experimentan a los Cl (127,128) (Pavord ID 2016, Suissa S. 2018), o bien
cuando coexistan los diagndsticos de EPOC y asma, independientemente del nivel de
gravedad, porque se ha demostrado que su uso asociado a LABA produce una disminucién
significativa del numero 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
actualizacién (88) (GOLD 2023)es menos restrictiva que la Guia Espafiola de la EPOC (GesEPOC
2021) (3) (Miravitlles M. 2021) y recomienda considerar su uso también (ademds de en las
mismas situaciones que la GesePOC) en pacientes con al menos una exacerbacién moderada
al ano a pesar de un tratamiento broncodilatador adecuado que asocien concentraciones de
eosindfilos en sangre entre 100 - 300 cél/mm?3, 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 Cl, como son: agudizaciones mas frecuentes y graves, la
ausencia de tabaquismo activo y sin neumonias previas (131) (Stolz S. 2020).

Las principales combinaciones de LABA/CI disponibles en el mercado se muestran en tabla 5.

Tabla 5. Presentacion, dispositivos y dosis recomendada de combinaciones LABA/CI

Principio activo Presentacion Dosis recomendada
LABA/CT
Beclometasona/formeterol NH: 100/6 pg/inh
ICP Modulite® 100/6 ugfink RN
Formoterol/budesonida TH: 4,5/160 v 9/320 pg/finh
SM: 4,5/160 y 9320 pg/inh 9320 pg/12 b
EH: 4,5/160 y 9/320 pgfinh
Salmeterol/propionato de fluticasona AH: 50/500 pg/inh
FP : 50/500 pg/inh S0{S00 pef12 b
Furparo de fluticasona/vilanterol EL: 100/25 pgfinhalacitn 100{25 pgf24 h

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 accidn antiinflamatoria de los inhibidores de PDE4 es inhibir la cascada intracelular
dependiente del AMPc. El roflumilast, su principal representante, de administracion oral una
vez al dia (500 pg/d) ha demostrado prevenir las exacerbaciones en pacientes con EPOC grave
y muy grave que presentan tos y expectoracion crénica y que ademas sufren frecuentes
exacerbaciones. Este efecto se mantiene cuando se afiade 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, Martinez FJ. 2015).

Tanto el roflumilast como los Cl son farmacos antiinflamatorios, aunque sus modos de accidn
son diferentes. De hecho, la inflamacion neutrofilica tipica de la EPOC es caracteristicamente
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 neutrdéfilos y
también sobre los macréfagos y los linfocitos CD8+ (134) (Milara J. 2014). Todo ello indica que
sus acciones son claramente distintas. Los resultados obtenidos en ensayos clinicos con la
administracién concomitante de Cl y roflumilast indican que esta asociacion es segura y que
roflumilast mantiene su eficacia clinica (135) (Rennard SI. 2011). Sin embargo el uso de este
farmaco antiinflamatorio se ha visto muy limitado por sus frecuentes efectos adversos que
han dado lugar a una alta tasa de abandonos en los ensayos clinicos, aunque suelen aparecer
al inicio del tratamiento, son reversibles y disminuyen con el tiempo. Los mds frecuente son
diarrea, nausea, disminucién de apetito, pérdida de peso, dolor abdominal, alteraciones del

sueno y cefalea (88) (GOLD 2023).

2.8.4 Recomendaciones de las Guias de manejo de la EPOC

Como ya se ha comentado en el apartado de clasificacidn de gravedad, una vez confirmado el
diagndstico de EPOC vy clasificado por gravedad en funcién del FEV1 post-broncodilatador
(Tabla 2), se valorara el nivel de riesgo (Figuras 18 y 19), entendiendo como tal la probabilidad
de que el paciente pueda presentar agudizaciones, progresion de enfermedad, futuras

complicaciones, mayor consumo de recursos sanitarios o mayor mortalidad, ya que en funcién
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de esta estratificacion seleccionaremos el tratamiento farmacoldgico en fase estable mas

adecuado para cada paciente. (1,3,88) (GOLD 2021, Miravitlles M. 2021, GOLD 2023).

Asi en la ultima actualizacién de la GeseEPOC del 2021 (3) (Miravitlles M. 2021) se hacen las

siguientes recomendaciones:

e Pacientes de riesgo bajo: monoterapia con LAMA. Si en el seguimiento persisten
sintomaticos a pesar del LAMA, progresar a doble terapia broncodilatadora LAMA-
LABA. Esta asociacion ha demostrado frente a la monoterapia un beneficio funcional,
mejoria de los sintomas, de la calidad de vida y de la necesidad de tratamiento de
rescate (136,137) (Calzetta L 2016, Nici L 2020).

e Pacientes de alto riesgo:

o No agudizador: doble terapia con LAMA-LABA
o Agudizador SIN eosinofilia en sangre periférica: LAMA-LABA de primera
eleccidn. En estos pacientes la eficacia de los Cl como hemos visto es menor,
pero en aquellos casos con eosindfilos entre 100-300/mm?3 y que ademas
asocien otros factores relacionados con una mayor seguridad y eficacia de los
Cl como son:
= agudizaciones mas frecuentes y graves
= agudizaciones previas que responder a corticoides orales
= no fumadores activos y

= sin antecedentes de neumonias (131) (Stolz S. 2020),

recomiendan empezar con una combinacién 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 eosinéfilos/mm3 ) en sangre periférica:
asociacion LABA/ClI como primera opcidon y recomiendan como siguiente
escalon terapéutico la triple terapia (LABA/LAMA/CI). Estudios recientes sobre
triple terapia fija en estos pacientes han demostrado mayor eficacia en
comparacion con la combinacién LABA/CI (mejoria de la funcién pulmonar, de
los sintomas y una mayor reduccién de las agudizaciones) (138,139) (Lipson DA

2018, Rabe KF 2020).
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La ultima actualizacién de la GOLD 2023 (88) clasifica a los pacientes en 3 categorias, A, By E,
segun la frecuencia de agudizaciones y el nivel de sintomas (Figura 19) y prescinde de la
funcién pulmonar para la decisién de tratamiento. No parece pertinente describir las opciones
de tratamiento para cada categoria 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 practicamente las mismas

recomendaciones.

En resumen, las recomendaciones de tratamiento de la EPOC en fase estable podrian

resumirse en estos 3 principios basicos:

e Optimizar el tratamiento broncodilatador para paliar los sintomas y reducir el riesgo de
exacerbaciones;

e afadir Cl si a pesar de la broncodilatacidn siguen existiendo exacerbaciones y el paciente
tiene eosinofilia periférica (> 300 eosindfilos/mm?3), y por ultimo;

e siapesarde unatratamiento inhalado dptimo persisten los sintomas o las exacerbaciones,
evaluar los rasgos tratables (disnea, bronquitis crénica, enfisema grave, déficit de alfal
antitripisina, insuficiencia respiratoria, bronquiectasias, infeccion bronquial cronica,
hipertensidon pulmonar precapilar, caquexia) y la necesidad de tratamiento de segunda

linea segun cada caso (1,3) (GOLD 2021, Miravitlles M. 2021).

2.9 Efectos anti-inflamatorios de farmacos antimuscarinicos

Una reciente revision sistematica de la literatura publicada hasta la fecha sobre el impacto del
tratamiento con LAMA en la inflamacién de la via aérea (140) (Calzetta L. 2021) que incluye
estudios in vitro, modelos animales y estudios clinicos en pacientes EPOC, analiza los
resultados de un total de 49 estudios (29 estudios realizados en animales de investigacion, 11
in vitro, 6 estudios clinicos en pacientes EPOC y 3 estudios in vitro e in vivo con modelos
animales) y concluye que los LAMA podrian ejercer un significativo efecto anti-inflamatorio en

la practica clinica tras los resultados obtenidos en los estudios pre-clinicos.
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A. TIOTROPIO

De todos los LAMA comercializados, del que mds evidencia existe sobre su efecto anti-
inflamatorio en la via aérea es el tiotropio (34 de los 49 estudios incluidos en esta revisién

estan realizados con tiotropio). Sus principales efectos anti-inflamatorios descritos son:
En estudios in vitro:

- Reduce la expresidn de IL-8 y mejora la expresidn y actividad de la HDAC2 en células
bronquiales (141) (Anzalone G. 2016) tras estimulacién con IL-17A.

- Reduce la expresion de IL-8, IL-6 y IL-1[3 en células epiteliales traqueales de humanos
estimuladas por rinovirus (142) (Yamaya M. 2012).

- Reduce la migracién de neutrdfilos inducida por macréfagos alveolares de pacientes
EPOC estimulados por LPS, mediante el bloqueo del receptor M3 en los macrdéfagos
estimulados y ademds reduce también la produccion de especies reactivas de oxigeno

provocada por LPS (143) (Vacca G. 2011).
En estudios con modelos animales:

- Reduce la sobre-expresion de IL-1p3, IL-6, IFN-y y TNF-a en tejido pulmonar y el nimero
total de células inflamatorias, neutréfilos y macréfagos en lavado broncoalveolar de
ratones expuestos al humo de cigarrillo +/- infectados por virus influenza HIN1
(144,145) (Bucher H. 2016, Wollin L. 2010).

- En gatos domésticos expuestos al humo de cigarrillo, la inhalacién de tiotropio reduce
en lavado broncoalveolar la sobre-expresién de IL-6, IL-8, MCP-1 y TNF-o. y el nUmero
total de células inflamatorias, macrofagos y eosinéfilos pero no de neutrdfilos ni

linfocitos (146) (Kolahian S. 2014).

En estudios clinicos con pacientes EPOC: A pesar de los prometedores resultados preclinicos
comentados, los 6 estudios clinicos 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 vy
clasificados como de baja o media calidad metodoldgica (segun la escala de Jadad) como para
sacar conclusiones de relevancia clinica de los resultados obtenidos. Por tanto siguen siendo
necesarios ensayos clinicos aleatorizados expresamente disefiados para analizar el papel

antiinflamatorio de los LAMA para poder posicionarlos como tal en la préctica clinica.
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B. ACLIDINIO

En lo que respecta al papel antiinflamatorio del aclidinio en pacientes EPOC la literatura

publicada hasta la fecha todavia 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-expresién del IL-8 ni mejorar la expresion nuclear reducida de HDAC2 (153) (Ferraro M.

2019).
En modelos animales:

- En ratones expuestos a Aspergillus fumigatus, la inhalacidon de aclidinio reduce la
eosinofilia en lavado broncoalveolar, pero no modifica el nimero de macréfagos,
linfocitos ni neutréfilos y tampoco modula la sobre-expresion de IL-4, IL-6. IL-13 ni TNF
(154) (Damera G. 2010)

- En cobayas (Guinea pigs) expuestos al humo de cigarrillo, la inhalaciéon de aclidinio
atenua la infiltracién neutrofilica de los septos alveolares sin diferencias en el nimero

de macrofagos ni eosindfilos (155) (Dominguez-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 inflamacion neutrofilica es la piedra angular de la progresién del dafio
estructural en la via aérea de los pacientes EPOC, cuatro grandes ensayos clinicos de 3 afios
de duracidon han demostrado el escaso efecto de los corticoesteroides inhalados sobre la
pérdida de funcidon pulmonar en el EPOC, aunque si que se ha visto que consiguen una

reduccién de las exacerbaciones (22) (Barnes PJ. 2004).

Ni los corticoesteroides orales ni los inhalados suprimen la inflamacién en la via aérea de

pacientes EPOC y los macréfagos alveolares parecen ser corticorresistentes en estos
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pacientes. Ademas los glucocorticoides prolongan la supervivencia de los neutrdfilos, lo que
contribuye a la inflamacion neutrofilica caracteristica de la EPOC. A la vista de estos hallazgos
se ha sugerido que la inflamacion neutrofilica que caracteriza a la EPOC, a diferencia de la
inflamacién eosinofilica caracteristica del asma, es resistente a los glucocorticoides (GC) (156)

(Barnes PJ. 2013).

En este sentido tiene un gran interés cientifico y probablemente importantes implicaciones
clinicas y terapéuticas conocer los mecanismos moleculares de actuacion de los GC asi 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 sintesis de genes
antiinflamatorios (trans-activacién), inhibiendo la expresién de genes pro-inflamatorios

(trans-represion) o mediante efectos post-transcripcionales (Figura 21) (157) (Barnes PJ 2010).
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Figura 21. Los corticoesteroides regulan la expresion génica por diversas vias.
Figura tomada de la referencia 157
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2.10.1.1 Activacidn de la expresion de genes antiinflamatorios

Los corticoesteroides difunden a través de la membrana celular y se unen y activan al receptor
de glucocorticoides (GR, isoforma GRa) en el citoplasma para que rapidamente éste sea
translocado al nucleo, dénde ejercera sus efectos moleculares. Ademas del receptor GRa
existe otra isoforma del receptor GR (isoforma GRRB) que interactua con el DNA pero no con
los glucocorticoides, de manera que puede actuar como un inhibidor dominante de la accién
de los esteroides (158) (Lewis-Tuffin LJ. 2006). Por tanto un aumento del receptor GRR en los
pacientes EPOC puede ser uno de los mecanismos de cortico-resistencia (159) (Marwick JA.
2010) como luego se explicara.

Una vez el GR es translocado al nucleo se unird al ADN por medio de su dominio central en
forma de dimeros. La interaccion de los dimeros GR-GC (receptor de glucocorticoide-
glucocorticoide) con la doble hélice de ADN se realiza en la region denominada GRE
(elementos de respuesta a los glucocorticoides), que junto con determinados coactivadores
como el CBP (proteina de unién del CREB; CREB: proteina de unién del AMPc al elemento de
respuesta), que tiene actividad de histona acetiltransferasa (HAT) intrinseca, provocara la
acetilacion de las histonas y la apertura de la cromatina, dando lugar a la induccién de la
transcripcién de genes que codifican proteinas antiinflamatorias como MKP-1 (protein-
quinasa activada por mitégeno fosfatasa 1), SILP (inhibidor de la leucoproteasa secretora),
GILZ (cremallera de leucina inducida por glucocorticoides), IkB-a (inhibidor NF-kp) , CRISPLD2
(proteina secretora rica en cisteina que contine el dominio LCCL 2), la anexina | y los que

codifican a los receptores 32-adrenérgicos (Figura 22) (157) (Barnes PJ 2010).
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Figura 22. Activacion de la expresion de genes antiinflamatorios por los corticoesteroides. Los GR se unen a los
receptores citoplasmaticos de glucocorticoides (GR) que se trasladan al nicleo donde se unen a los elementos de
respuesta a los glucocorticoides (GRE) en la region promotora de genes sensibles a los esteroides y también directa
o indirectamente a moléculas coactivadoras como la proteina de unién a CREB (CBP), el factor de activacion p300 /
CBP (pCAF) o coactivador 2 del receptor de esteroides (SRC-2), que tienen actividad intrinseca de histona
acetiltransferasa (HAT), lo que provoca la acetilacidn de lisinas en la histona H4, lo que conduce a la activacion de
genes que codifican proteinas antiinflamatorias, como inhibidor de leucoproteasa secretora (SLPI), quinasa
fosfatasa-1 activada por mitégenos (MKP-1), inhibidor de NF-kB (IkB-a)y proteina de cremallera de leucina inducida
por glucocorticoides (GILZ). Figura tomada de la referencia 157

2.10.1.2 Inhibicidn de la expresidon de genes pro-inflamatorios

La accion principal de los glucocorticoides es desactivar multiples genes inflamatorios
activados que codifican citocinas, quimiocinas, moléculas de adhesion, enzimas inflamatorias
y receptores participantes en la respuesta inflamatoria. Estos genes se activan en las vias
respiratorias por factores de transcripcién proinflamatorios, como el factor nuclear NF-kB y la
proteina activadora-1 (AP-1), que generalmente estdn activados en los sitios donde existe
inflamacién como en la via aérea del EPOC, dando lugar a la activaciéon de multiples genes

inflamatorios.

El complejo GR-GC consigue la trans-represion de estos genes inflamatorios al unirse en forma
de mondémero al complejo CBP-NF-kf e inhibir a la HAT intrinseca y ademads reclutando HDAC-
2 que de nuevo compactard al ADN reprimiendo la expresiéon de genes inflamatorios (Figura

21) (157) (Barnes PJ 2010).
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Es decir, el GR-GC puede competir con los sitios de unién de otros factores de transcripcion
en la CBP (proteina de union del CREB) o alternativamente activar moléculas correpresoras de
la transcripcidn que tienen actividad HDAC. Ito et a/ (160) demostraron que los GC inhiben la
actividad HAT de la fraccién p65 del NF- kB y que el GR-GC recluta HDAC2 para inhibir la
acetilacién de la histona H4 en las lisinas 8 y 12 inducida por IL-1b. En consecuencia, todo ello
resulta en la deacetilacion de las histonas nucleares, lo que modifica de nuevo la configuracion
de la cromatina haciendo que esta se compacte alrededor de las histonas, reduciendo el
acceso de los factores de transcripcidn proinflamatorios (como el NF- kB y el AP-1) a sus locus
de unidn en el ADN, produciendo finalmente, una represién de la transcripcion inflamatoria
(también denominada trans-represién). Es decir, los GC ejerceran su accién antiinflamatoria
por un doble mecanismo, inhibiendo la acetilacién de las histonas mediada por los factores
transcripcionales con actividad intrinseca HAT y reclutando histonas deacetilasas a los sitios

de transcripcion. (Figura 23) (157) (Barnes PJ 2010).
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Figura 23. Inhibicion de la expresion de genes inflamatorios por los corticoesteroides. Los genes inflamatorios se
activan por estimulos inflamatorios, como la IL-1B o el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), lo que provoca la
activacion de IKKPB (inhibidor de la |-k quinasa-B), que activa el factor de transcripcion factor nuclear k8 (NF-kB).
Un dimero de las proteinas p50 y p65 NF- kf se transloca al nucleo y se une a sitios especificos de reconocimiento
de kB y también a coactivadores, como la proteina de unién a CREB (CBP) o el factor de activacion de p300 / CBP
(pCAF), que tienen actividad intrinseca de histona acetiltransferasa (HAT). Esto da como resultado la acetilacién de
la histona central H4, lo que provoca un aumento de la expresion de genes que codifican multiples proteinas
inflamatorias. Los receptores de glucocorticoides (GR) después de la activacién por GC se trasladan al nlcleo y se
unen a estos coactivadores para inhibir la actividad de HAT directamente y ademads reclutar histona desacetilasa-2
(HDAC2), que invierte la acetilacion de histonas y conduce a la supresidn 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 vias de sefializacion MAPK mediante la
induccion de la sintesis de MKP-1 que inhibird asi la expresién de multiples 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 via aérea mediante feed-back negativo sobre el resto

de vias de sefializacion MAKPs pro-inflamatorias (ERK, JNK y p38 MAPK).
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Figura 24. Inhibicién de la p38-MAPK por los GC. p38 MAP quinasa (p38 MAPK) es activada por estrés inflamatorio
através de la activacion de MAP quinasa quinasa (MKK)-3 y -6. La p38 MAPK activa mediante fosforilacion a la MAP
quinasa (MAPKAPK)-2, que desempefia un papel en la estabilizacién del ARN mensajero (ARNm) que codifica varias
proteinas inflamatorias, como el TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos
(GM-CSF) y ciclooxigenasa (COX)-2. Este ARNm se caracteriza por elementos ricos en AU (ARE) en la regién 3 'sin
traducir, que hacen que el ARNm sea inestable y se degrade rapidamente. Las proteinas de union a ARE (AREBP)
estabilizan estas proteinas y pueden ser activadas (probablemente indirectamente) por MAPKAPK-2. Los
corticosteroides inducen la expresion de MAP quinasa fosfatasa (MKP) -1, que inhibe la p38 y, por lo tanto, previene
la transcripcién de multiples proteinas 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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e Resistencia familiar a glucocorticoides: es un sindrome muy raro de resistencia familiar a
GC con herencia dominante y de expresién variable que obedece a una mutacion del
receptor GR. Solo hay una docena de pacientes descritos en la literatura, aunque también
se ha descrito algln caso esporadico y son claramente diferentes de aquellos con
enfermedades inflamatorias cortico-resistentes, e incluso en pacientes con asma
corticorresistente a los que se realizé analisis mutacional del GR, no se demostrd ninguna

alteracion en su estructura (161,162) (Lamberts SW. 2001, Lane SJ. 1994).

Tabla 6. Mecanismos moleculares de corticorresistencia en el EPOC.

Resistencia familiar a glucocorticoides
Modificacion de receptor GRa
1 Fosforilacién: 4 translocacion nuclear
) p38 MAPK causado por IL-2, IL-4, IL-13 o MIF
T INK causado por citoquinas pro-inflamatorias
1 ERK causado por superantigenos microbianos
1 MKP-1
Nitrosilacién: por aumento de NO al aumentar iNOS
Ubiquitinacién: T degradacion por proteosoma
) expresion del receptor GRR
Activacion de los factores de transcripcion proinflamatorios
AP-1, JNK
Acetilacion de la histona defectuosa
{ acetilacién de residuos de lisina especificos (K5 y K16) en la histona-4
| HDAC-2:
T estrés oxidativo
1 activacion PI3KS

Tomada de la referencia 156. Ver explicacion en texto y explicaciéon de abreviaturas

e Modificacion de receptor GRa: Son varios los mecanismos descritos de esta modificacion
(Figura 25):
o Por fosforilacion del receptor GR que disminuira su translocacion al nucleo:

= Existe un subgrupo de pacientes asmaticos resistente a GC que tienen

aumentada en sus vias aéreas la expresion de IL-2, IL-4, IL-13 en células Ty

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 o0 211 del GR y disminuyen asi su afinidad por el

glucocorticoide, su estabilidad y su translocacién nuclear (163,164)

(Bhavsar P. 2010: Ismaili N. 2004).
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= ElI MIF (factor inhibidor de la migracion del macréfago) es una citoquina con
potente accidn antiglucocorticoide via fosforilaciéon del GR-GC a través de
la activacion de la via p38 MAPK.

» Ladisminucién del MKP-1 (inhibidor endégeno de las vias 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
fosforilaciéon del GR, como se ha demostrado que sucede en pacientes
asmaticos con pobre respuesta a esteroides (165) (Bhavsar P. 2008).

= Superantigenos microbianos como la enterotoxina estafilocécica B inducen
también corticorresistencia en las células T in vitro a través de la activacion
de la ERK (quinasa regulada por sefal extracelular) que fosforila también al
GR (166) (Li LB. 2004).

o Por nitrosilacidon del receptor GR que reduce la unién y afinidad por el ligando: el
aumento de la expresion de la dxido nitroso sintetasa inducible (iNOS) produce un
aumento del 6xido nitroso (NO) que puede reducir la respuesta a los corticoesteroides
al nitrosilar al receptor GR y reducir su afinidad por los GC.

o Por Ubiquitinacion del receptor GR que aumentara la degradacion del receptor por el

proteosoma (167) (Wallace AD. 2001).
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Figura 25. Mecanismos moleculares de corticorresistencia. Los receptores de glucocorticoides (GR) pueden
modificarse en varias formas para reducir su translocacién nuclear y su eficacia transactivacional. La fosforilacion
(P) puede ocurrir como resultado de la activacion de la p38MAPK, que puede ser activada por IL-2, IL-4 0 IL-13, o
por el factor inhibidor de la migracién de macréfagos (MIF), por la activacién de JNK por citocinas proinflamatorias
o de ERK activada por superantigenos microbianos. EI GR también puede nitrosilarse (NO) mediante la nitracion de
residuos de tirosina como resultado del aumento de dxido nitrico por medio de iNOS o ubiquitinado (Ub), lo que da

79



como resultado la degradacion 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 proteina activadora del factor de transcripcidn-1
(AP-1), que es activada por JNK, o por la union de GRR a los sitios de unién GRE. Figura tomada de la referencia 157

Por aumento de la expresion del receptor GRB: como ya se ha comentado, esta
isoforma del receptor compite con la isoforma GRa (que es la que se une a los
glucocorticoides) por la unién al GRE del ADN o por la unién a moléculas coactivadoras
actuando como un inhibidor dominante de la accidn de los esteroides (158) (Lewis-
Tuffin L. 2006). El aumento en la expresién de GRR es inducida por citoquinas
proinflamatorias y por superantigenos microbianos (como la enterotoxina
estafilicocica B) (Figura 25) y este aumento explicaria la pérdida de respuesta a
corticoides en algunos pacientes con asma grave no alérgico. Sin embargo en la
mayoria de células de estos pacientes la expresion de GRB es mucho menor que la de
GRa, haciendo este mecanismo poco probable de la corticorresistencia observada
(168) (Pujols L. 2007). Hasta la fecha no hay estudios publicados que hayan investigado
la expresién de GRR en los pacientes con EPOC (156) (Barnes PJ. 2013).

Por activacion de los factores de transcripcion proinflamatorios: Excesiva activacion
del activador de la proteina-1 (AP-1): este factor de transcripcién se une al GR-GC e
impide su unién al GRE y por tanto su accidn sobre el ADN. El AP-1 puede ser activado
por citoquinas proinflamatorias como TNF-a a través de la via JNK (Figura 25) (169)
(Adcock M. 1995). La via JNK estd activada en los pacientes con EPOC, pero hasta el
momento no ha sido investigado si este mecanismo contribuye a su

corticorresistencia.

Acetilacion de la histonas defectuosa: Como ya hemos visto en el apartado
correspondiente, la acetilacidon de histonas juega un papel critico en la regulacién de
genes inflamatorios y en el mecanismo de accién de los esteroides (Figura 26). Uno de
los mecanismos de corticorresistencia mas estudiado es el relacionado con la
disminucién de la actividad de la histona deacetilasa-2 (HDAC2), que contribuye tanto
al aumento en la expresion de mediadores proinflamatorios como a limitar la

capacidad del receptor GRa para reprimir la expresién de genes proinflamatorios.
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Figura 26. Acetilacion del receptor de glucocorticoides (GR). El complejo GR-GC es acetilado gracias a coactivadores
con actividad HAT intrinseca como el CBP. Un dimero de GR acetilado se unird al GRE en el ADN para activar la
expresion de genes anti-inflamatorios (trans-activacion). La deacetilacion del GR por la HDAC2 es necesaria para
que el GR interactue con los coactivadores de los factores de transcipcion como NF- kB e inhiba la expresién de
genes inflamatorios (trans-represion). Figura tomada de la referencia 157

Los glucocorticoides activan genes que responden a glucocorticoides, como MKP-1,
mediante la acetilacién de residuos de lisina especificos (K5 y K16) en la histona-4. En
una pequefia proporcion de pacientes con asma resistente a glucocorticoides se ha
visto que el GR se transloca normalmente al nucleo después de la exposicién a
glucocorticoides, pero no acetila K5, y por tanto no se produce la trans-activacién de
genes antiinflamatorios (170) (Matthews JG. 2004). El reclutamiento de HDAC2 para
los genes inflamatorios activados es uno de los mecanismos principales de trans-
represion de la inflamacidon 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 reduccion de la actividad y de la expresion de HDAC2. Por ejemplo
en los pacientes con EPOC, la HDAC2 esta notablemente disminuida en los macrdéfagos
alveolares, en las vias respiratorias y en tejido pulmonar periférico (171) (Ito K. 2005)
y se encuentran cambios similares en las células mononucleares de sangre periféricay
en los macrofagos alveolares de pacientes con asma refractaria y en las vias
respiratorias de asmaticos fumadores (165,172) (Bhavsar P 2008; Murahidy A. 2005)
(Figura 27).

81



NORMAL, COPD

Smoking asthma
ASTHMA Severe asthma
. . Cigarette smoke /?
Stimuli Glucocorticoids [ —

Oxldatlve stress

t&‘

|1 HDAC?2 | |¢ HDAC2
\

Alveolar
macrophage

Hlstone
s acetylatio

Histone
acetylation

TTNF-a ¥ Histone acetylation

TIL-8
T GM-CSF

Figura 27. Mecanismo de corticorresistencia en EPOC, asma grave y asmaticos fumadores. La estimulacion de
macrofagos alveolares de sujetos sanos y asmaticos activa el NF- kP y otros factores de transcripcidn para activar la
histona acetiltransferasa que conduce a la acetilacion de histonas y, posteriormente, a la transcripcion de genes
que codifican proteinas inflamatorias, como el TNF-q., IL-8 y GM-CSF. Los glucocorticoides revierten esto uniéndose
a los receptores de glucocorticoides (GR) y HDAC2. De manera que revierten la acetilacién de histonas inducida por
NF- kB y bloquea la expresion de genes inflamatorios. En pacientes con EPOC y asmaticos fumadores, el humo del
cigarrillo y los neutrdfilos activados generan estrés oxidativo que deteriora la actividad de HDAC2. Esto amplifica la
respuesta inflamatoria a la activacidon de NF- kB y también reduce el efecto antiinflamatorio de los glucocorticoides.
Figura tomada de la referencia 157

Ademas la corticorresistencia de los macréfagos 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 pldasmido) (160) (lto K. 2006), lo que apoya la
importante participacién de la HDAC2 en la insensibilidad a los corticoesteroides. Los
mecanismos moleculares por los cuales se produce esta reduccién de la expresion de
HDAC2 en los pacientes con EPOC se estan empezando a dilucidar (173) (Barnes PJ.
2006). El estrés oxidativo y el estrés nitrosativo observado en estos pacientes dan
como resultado la formacién de peroxinitrito, que nitrosila residuos de tirosina en
HDAC2, dando lugar a su inactivacién, ubiquitinacién y degradacién (Figura 28) (174)
(Ito K. 2004). El estrés oxidativo también activa la fosfoinositol 3-quinasa-delta (PI13K&),
que conduce a la fosforilacidn e inactivacion 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 disminucién de la expresion de HDAC2 en pacientes EPOC. El estrés oxidativo activa
PI3KS, que fosforila quinasas, como Akt, que a su vez dard lugar a la fosforilacidn e inactivacion de HDAC2. Ademés,
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 ubiquitinacién (Ub), apuntando a la
enzima para la degradacion por parte del proteasoma y conduciendo a una expresion reducida y finalmente a la
corticorresistencia. Figura tomada de la referencia 156

La PI3KO es una importante via de sefializacidn intracelular que desempefia un papel
crucial en la expresion y activaciéon de mediadores inflamatorios, el reclutamiento de
células inflamatorias, la funcion de células inmunitarias, el remodelado de las vias
respiratorias y mediante la fosforilacion 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 participacion de la PI3Kd en la
corticorresistencia al observar un aumento de la expresion y sefalizacién de la via
PI13Kd en los macréfagos pulmonares de pacientes EPOC respecto a sujetos sanos, que
el estrés oxidativo produce un aumento de la fosforilzaciéon de la quinasa Akt de un
modo PI3Kd-dependiente en monocitos de sangre periférica y macréfagos alveolares
de pacientes EPOC y que la inhibicion selectiva de la PI3Kd (pero no de la via PI3Ky)
restauraba el efecto antiinflamatorio de los corticoesteroides en los monocitos de

sangre periférica de los pacientes EPOC igualandolo al observado en sujetos sanos.
Todo estas observaciones sugieren que el estrés oxidativo provocado por exposicién al

humo de tabaco en los pacientes con EPOC podria ser un importante desencadenante

de la corticorresistencia en estos pacientes tanto por aumento del peroxinitrito como
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por activacién intracelular de la via de sefializacion PI3Kd produciendo por ambas vias
la disminucién de la actividad y de la expresién de la HDAC2 que es el mecanismo de

corticorresistencia mas 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 via de la PI3Kd restauren la funcion de los

glucocorticoides y podrian ser una diana terapéutica a explorar.

Ademas de los mecanismos de corticorresistencia descritos, diversos estudios han propuesto
la existencia de un perfil especifico de mediadores inflamatorios moleculares en la EPOC que
son resistentes al efecto de los corticoesteroides. Entre los diferentes perfiles moleculares
descritos, los neutrdfilos de personas sanas y de pacientes EPOC parecen mostrar cortico-
resistencia mediante la secrecién y expresion de IL18, IL-8, IL-17, TNFa, 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 fdrmacos antiinflamatorios y
que inhiban la via de la PI3Kd, 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
comprensidon de los mecanismos moleculares implicados en esta corticorresistencia ha
identificado varias potenciales estrategias terapéuticas para tratar mejor estas dos patologias,
encaminadas a la reversion de la corticorresistencia interfiriendo en las vias que la producen

(182) (Barnes PJ. 2013).
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Quizas la diana mas atractiva sea aumentar la expresion y actividad de la HDAC2 porque ya
se ha demostrado que la restauracion de HDAC2 con un vector plasmidico restaura la
respuesta a los esteroides en macrdofagos 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 farmacos no estd resultando facil porque los efectos secundarios después
de la administraciéon via oral son muy comunes, por lo que se estan investigando

formulaciones que sean efectivas por via inhalada.

Los inhibidores de la fosfodiesterasa (PDE4) como el roflumilast ya se comercializa como el
primer farmaco antiinflamatorio via oral para la EPOC (133) (Martinez FJ. 2015). Sin embargo,
su uso puede estar limitado por los frecuentes efectos secundarios (debidos a la inhibicién de
la PDE4) que incluye nduseas, 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 neutréfilos de pacientes EPOC han demostrado su potente
efecto antiinflamatorio y que ademds de conseguir revertir la corticorresistencia muestra

efecto sinérgico/aditivo con dexametasona (134) (Milara J. 2014).

Varios inhibidores de p38MAPK han estado en desarrollo clinico y teéricamente podrian ser
particularmente efectivos porque la activacion de p38MAPK, como hemos visto
anteriormente, parece ser uno de los mecanismos de corticorresistencia en pacientes con
asmay EPOC (163) (Bhavsar P. 2010). Los inhibidores selectivos de p38MAPK estdn ahora en
desarrollo clinico para EPOC y el asma grave, pero de nuevo la dosis adecuada esta limitada
por los efectos secundarios después de la administracion oral. En pacientes con artritis
reumatoide, se ha observado una pérdida de eficacia (tolerancia) después de la administracién

prolongada, lo que sugiere que se pueden desarrollar vias de escape que aun se desconocen
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(183) (Hammaker D. 2010). También se estdn desarrollando inhibidores de p38MAPK
inhalados para evitar sus efectos secundarios sistémicos pero todavia se encuentran en fase

experimental (184) (Pehrson R. 2018).

El bloqueo de NF-kB con inhibidores selectivos del inhibidor de la quinasa NF-kB (IKKB) podria
ser otra forma de tratar la inflamacion 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 fisioldgicas del NF-kp que participan en la
inmunidad y homeostasis celular, por lo tanto, solo sean adecuados para la aplicaciéon topica

(185) (Gupta S. 2010).

2.11.2 Restauracion de la actividad de la HDAC2

Como ya se ha sefialado con anterioridad el objetivo mas atractivo para revertir la
corticorresistencia probablemente sea aumentar la expresién 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 (PI3Kd) (181) (To Y. 2010) y asi volver a sensibilizar las células

a los efectos de los glucocorticoides.

Existen varios farmacos potenciales que pueden aumentar la expresién de HDAC2 lo que
sugiere que estas terapias podrian ser utiles para revertir la corticorresistencia en estos

pacientes.

Se ha visto que dosis bajas de teofilina restaura la actividad de HDAC2 en macrofagos de
pacientes con EPOC a niveles normales y revierte asi la resistencia a los corticosteroides (186)
(Cosio BG. 2004). En ratones expuestos al humo del cigarrillo que tienen inflamacién
corticorresistente, la teofilina oral es eficaz y consigue revertir la corticorresistencia mediante
la inhibicidn de la via intracelular de PI3Kd activada por el estrés oxidativo (181) (To Y. 2010).
En pacientes con EPOC, una dosis baja de teofilina oral combinada con un Cl es mas efectiva
para reducir la inflamacidn en el esputo que cualquiera de los dos medicamentos solos, lo que
parece demostrar que su tratamiento combinado ademas tiene efecto aditivo (187) (Ford

PA. 2010).
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El antidepresivo triciclico nortriptilina también aumenta la expresion de HDAC2 e invierte la
resistencia a los esteroides al inhibir directamente la PI3Kd (188) (Mercado N. 2011). Los
inhibidores selectivos de PI3K3, como IC87114, son igualmente efectivos, (181) (To Y. 2010) y
los inhibidores de PI3Kd inhalados se encuentran ahora en desarrollo clinico para el

tratamiento de la EPOC y el asma grave (189) (Sadiqg 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 expresion reducida de HDAC2, los
farmacos 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 transcripcion del factor nuclear derivado del eritroide 2 like 2 (Nrf2), que regula la
expresion de varios genes antioxidantes. La actividad de Nrf2 estd marcadamente reducida en
células de pacientes con EPOC, y esto esta relacionado con una expresion reducida de HDAC?2,
que normalmente mantiene a esta proteina desacetilada y activa (190) (Mercado N. 2011). El
sulforafano es un activador de Nrf2 y se ha demostrado que aumenta la expresién de HDAC2
y revierte la corticorresistencia en ratones expuestos al humo del cigarrillo y en macrdéfagos

de pacientes con EPOC (191) (Malhorta D. 2011).

Por otro lado, dado que la estimulacion muscarinica activa la via intracelular de PI3Kd (62)
(Gosens R. 2006) y, como hemos comentado al inicio, en los pacientes EPOC existe una
activacion del sistema colinérgico no neuronal, parece légico pensar que los farmacos
antimuscarinicos podrian tener su papel como potenciales farmacos antiinflamatorios vy
podrian atenuar la corticorresistencia en los neutrdfilos de los pacientes EPOC inhibiendo la
via de PI3K9, sin embargo esta hipdtesis no ha sido todavia explorada y por ello nos

planteamos llevar a cabo este estudio.

2.11.3 Regulacion de genes inducibles por los glucocorticoides

Otra de las estrategias posibles para combatir la corticorresistencia seria la regulacion 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 modulacién podria

combatir la corticorresistencia son los siguientes (192) (Moodley T. 2013):

e 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 transcripcidon de genes inflamatorios al interferir en la actividad de varios
factores de transcripciéon como NF-kB y AP-1 (193) (Mittelstadt PR. 2001).

e RGS2 (Gen que codifica la proteina reguladora de la sefializacion de la proteina G2): la
proteina reguladora que codifica activa las proteinas GTPasas que inactivan a la
proteina G apagando la sefializacién al unirse al ligando. En el musculo liso bronquial
la expresion de RGS2 estd aumentada cooperativamente por los glucocorticoides —
LABA ejerciendo un efecto broncoprotector. En otras células la expresion de RGS2
puede atenuar la liberacidn de mediadores pro-inflamatorios.

e CRISPLD2 (Gen de la Proteina secretora rica en cisteina que contiene el dominio LCCL
2) codifica una proteina de secrecién frente al estimulo de LPS (componente
inmunoestimulador de las bacterias Gram-negativas) en mamiferos. Mejorar la
induccién de su expresion podria contribuir a disminuir la respuesta inflamatoria
desencadenada por la infeccion por bacterias gram-negativas y el consecuente shock

séptico (194) (Wang ZQ. 2009).

2.11.4 Efecto sinérgico de farmacos antiinflamatorios

La justificacion de las combinaciones de farmacos para lograr efectos aditivos o sinérgicos en
el tratamiento de la EPOC proviene de estudios clinicos aleatorizados y puede explicarse por
interacciones farmacoldgicas moleculares. Asi, por ejemplo, los LABA aumentan la capacidad
de respuesta a los corticosteroides al revertir la fosforilacién del receptor de glucocorticoides
alfa (GRal) en la serina 226 (Ser226) y promover la translocacién nuclear de GRa (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
(PI3KS), permitiendo asi la accion eficiente de la histona desacetilasa-2 (HDAC2) y GRa (195)
(Rossios C. 2012). Estos mecanismos, que son compartidos con la teofilina (156) (Barnes PJ.

2013) y, como se demostré también, con el roflumilast (134) (Milara J. 2014), explican los
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beneficios clinicos de la terapia combinada para mejorar los efectos antiinflamatorios de los

corticosteroides en la EPOC.

89



3 HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Las hipdtesis de esta tesis doctoral estdn basadas en las siguientes consideraciones, expuestas

anteriormente y resumidas a continuacion:

e La EPOC es una enfermedad muy prevalente que asocia una importante morbi-mortalidad
para la que no existe un tratamiento curativo.

e Lainflamacidn neutrofilica, caracteristicamente corticorresistente en la EPOC, es la piedra
angular de la progresion del dafo estructural en la via aérea de estos pacientes.

e El estrés oxidativo causado por la exposicidon al humo de tabaco parece ser el principal
desencadenante de esta corticorresistencia al activar la via de sefalizacién intracelular de
la PI3K&. Por tanto es de esperar que estrategias terapéuticas encaminadas al bloqueo de
la via PI3KO restauren la funcion de los glucocorticoides y podrian ser una diana
terapéutica a explorar.

e Dado que el humo del tabaco es el principal factor de riesgo para desarrollar EPOC, y que
activa la respuesta inmune innata en la via aérea de los pacientes EPOC, parece razonable
considerarlo como estimulo in vitro para el presente estudio.

e Parece existir una participacidon del sistema colinérgico no neuronal en la respuesta
inflamatoria neutrofilica en la via aérea de los pacientes con EPOC y la estimulacion de
estos receptores muscarinicos activa la via intracelular de PI3KJ, sin embargo todavia no
se ha explorado el posible efecto antiinflamatorio de los fdrmacos antimuscarinicos en
estos pacientes.

e El tratamiento combinado de glucocorticoides con otros farmacos que consiguen revertir

la corticorresistencia en los pacientes con EPOC, potencia su efecto antiinflamatorio.
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3.1 Hipotesis

En base a todo lo expuesto se establecen las siguientes hipdtesis de este proyecto de

investigacion preclinica:

El tratamiento con bromuro de aclidinio (farmaco antimuscarinico) podria revertir la
corticorresistencia en los neutrdfilos de los pacientes EPOC al ejercer un efecto

antiinflamatorio.

La combinacion LAMA/CI puede conseguir un efecto antiinflamatorio aditivo entre ambos

farmacos.

3.2 Objetivos

El objetivo principal de este proyecto de investigacion es evaluar in vitro el efecto

antiinflamatorio del bromuro de aclidinio sobre los neutréfilos de los pacientes con EPOC y

como es capaz de atenuar la corticorresistencia caracteristica de estos pacientes por su efecto

aditivo antiinflamatorio al combinarlo con corticoesteroides inhalados, buscando asi nuevas

combinaciones terapéuticas que podrian ayudar a mejorar el prondstico de estos pacientes.

Para ello se establecen los siguientes objetivos secundarios especificos:

Analizar la activacién del sistema colinérgico no neuronal en los neutréfilos 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 neutréfilos del esputo y sangre periférica de pacientes con EPOC en
fase estable y compararlo con las muestras de voluntarios sanos. Para ello se determinaran

los siguientes marcadores inflamatorios: IL-8, IL-13, GM-CSF, MMP-9, CCL-5.

Analizar el efecto aditivo de la combinacidon de bromuro de aclidinio y fluticasona sobre la

respuesta antiinflamatoria en los neutrdfilos 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
determinaran los siguientes marcadores inflamatorios: IL-8, IL-1B, GM-CSF, MMP-9, CCL-5

en todas las muestras.

Analizar los mecanismos implicados en la mejoria del efecto antiinflamatorio (efecto
aditivo) al combinar bromuro de aclidinio y fluticasona, y que consiguen atenuar la
corticorresistencia. Para ello se determinard la expresién de mRNA de genes y proteinas
implicadas en la corticorresistencia como MIF, HDAC2, GRa, MKP1, CRISPLD2, GILZ y la
actividad de PI3K3, pERK1/2, p-p38 y GRser226.
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4 METODOLOGIA
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4.1 Material

4.1.1 Pacientes

Se obtuvieron neutréfilos de esputo, neutréfilos 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 monografica de EPOC (los estables) y de la sala de hospitalizacion de neumologia
(los exacerbados) del servicio de neumologia del Consorcio Hospital General Universitario de

Valencia.

Todos los pacientes poblacidon del estudio cumplieron con los criterios diagndsticos de EPOCy
fueron clasificados segun el grado de obstruccién de la via aérea basada en el FEV:
postbroncodilatador, siguiendo los criterios recomendados en la Guia Espafiola de manejo del
EPOC y la guia 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 realizé
una espirometria para evaluar la capacidad vital forzada (FVC), el volumen espiratorio forzado
en el primer segundo (FEV1) y la relacién FEV1/FVC utilizando un espirometro Vitalograph® alll
(Vitalograph, Maids Moreton, Reino Unido) y en caso de los pacientes exacerbados se
incluyeron aquellos que tenian una espirometria forzada realizada en fase estable en los

ultimos 3 meses, con el mismo espirémetro.

Tabla 2. Clasificacion de la gravedad de la obstruccion de la EPOC.

Grado de obstruccion FEV: 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 funcién pulmonar normal tras realizacién de una espirometria forzada con el mismo
espirémetro referido.

Todos los pacientes con EPOC eran fumadores actuales (> 10 afios/paquete) y pertenecian al
fenotipo bronquitis crénica (tos y expectoracion durante al menos 3 meses al aifo en dos afios
consecutivos, estando en situacién clinica estable) (4) (Miravitlles M. 2017) y sin infeccién
bronquial crénica. 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 realizd un periodo de lavado de la medicacidn inhalada crénica de 4 dias 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 vias respiratorias, basandonos
en la clinica de presentacion y/o por analisis bacteriolégico 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 disefiada para

dicho cometido (Anexo 1. Hoja recogida de datos).

En los diferentes experimentos mecanicistas se utilizaron los neutréfilos de pacientes con
EPOC estable y los neutrofilos de los pacientes con EPOC exacerbada se utilizaron solo para

medir la expresidn 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 funcién pulmonar (Anexo 2). Este
proyecto fue aprobado por el Comité de Etica local del Consorcio Hospital General

Universitario de Valencia (Anexo 3).

4.1.2 Aislamiento de Neutrofilos

Los neutrdfilos se aislaron de sangre venosa periférica utilizando dextrano 500 al 3% (en
solucién salina al 0,9%) junto con Ficoll-Paque Histopaque 1077 (Amersham Pharmacia
Biotech, Barcelona, Espafia; medio estéril estandar disefiado para aislar leucocitos) en una

proporcién de 2:1. La mezcla fue incubada a temperatura ambiente durante 30 minutos hasta
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que los hematies sedimentaron. La fase superior se recogié cuidadosamente y se afiadid a
Ficoll-Paque Histopaque 1077 (Amershan Pharmacia Biotech) en una proporcién de 3:1. Las
dos fases generadas se centrifugaron a 150 g y 4°C durante 30 min. Luego, se elimind el
sobrenadante y el sedimento obtenido (que consistio en una mezcla de neutréfilos y baja
proporcién de eritrocitos residuales y trazas de eosindfilos y baséfilos) se resuspendié en un
tampdn de lisis de eritrocitos (Bioleg- end) durante 5 min en hielo. La suspensién celular se
lavé dos veces con solucién salina tamponada con fosfato (PBS). Las preparaciones de
neutrofilos tuvieron una pureza mayor del 97%, seguln se evalué mediante tincién de Giemsa
y una viabilidad > 99%, segun se midié mediante exclusién con azul tripan. Ni la pureza ni la

viabilidad se vieron afectadas en las diferentes condiciones experimentales del estudio.

Los neutréfilos del esputo espontaneo (aproximadamente 2 ml) se obtuvieron de los pacientes
con EPOC estable y exacerbado y se procesaron con ditiotreitol. El esputo se procesé lo antes
posible (dentro de las 2h) fue vertido en una placa de Petri y todas las porciones que
macroscépicamente parecian libres de contaminacién salival (hasta 1.000 mg) se colocaron
en un tubo de poliestireno de 15 ml. Esta porcion seleccionada se traté 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 agité durante 15
segundos y se aspird suavemente dentro y fuera de una pipeta Pasteur para asegurar la
mezcla. El tubo de poliestireno se colocd posteriormente en un agitador (Dade Tube Rocker;
Baxter Diagnostics Corporation, Miami, FL) y se agité durante 15 minutos. Para detener el
efecto del DTT en la suspensién celular, se afiadieron 4 volimenes mas de D-PBS y se
homogeneizé el tubo 5 min mas. La suspension se filtré a través de una gasa de nailon (BBSH
Thompson, Scarborough, Ontario) de 48-um de tamafio de poro para eliminar los agregados
celulares, suciedad y mucosidad. La suspension clara resultante se centrifugd 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 concentracion de 1 x 108 células/ml. Se incubé una alicuota que contenia 4 x 10° células
en una placa de 24 pocillos durante 1 hora a 37°C con 5% CO; en aire humidificado. Se

descartaron las preparaciones que contenian < 95% de neutréfilos. 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 Preparacion de la solucién 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 via aérea de los pacientes EPOC, parece razonable
considerarlo como estimulo in vitro para el estudio de las propiedades antiinflamatorias del

bromuro de aclidinio.

El extracto de humo de cigarrillo (EHT) se preparé como se ha descrito anteriormente (196)
(Milara J. 2010). Brevemente, el humo de un cigarrillo de investigacion (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 inhalacion que imita el patrén de fumar humano (3
bocanadas/min; 1 bocanada 35 ml; cada bocanada de 2 segundos de duracién con 0,5 cm por
encima del filtro) y se burbujed en un matraz que contenia 25 ml de RPMI-1640 precalentado

(37°C). (Figura 29)
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Figura 29. El extracto de humo de tabaco (EHT) generado fue utilizado como estimulo en los experimentos in
vitro. A. Cigarros de investigacion 2R4F utilizados en los experimentos. B. Bomba de respiracién utilizada para
generar el extracto de humo de tabaco (EHT) y burbujearlo en el medio de cultivo.

La solucidén de EHT resultante se consider6 como EHT al 100% y se us6 para experimentos
dentro de los 30 minutos posteriores a la preparacion. Una concentracion de EHT al 10%

corresponde aproximadamente a la exposicidén asociada con fumar dos paquetes de cigarrillos
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por dia (197) (Su Y. 1998). Para testar la citotoxicidad/apoptosis inducida por EHT, se trataron

los neutrdfilos 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

Estimulo

Parametro

Método

sangre
periféricay
esputo

Neutrofilos de

Mediadores
inflamatorios

LPS 1pug/ml
EHT 5%
Carbacol

IL-8

ELISA

IL1B

CCL-5

GM-CSF

MMP-9

LUMINEX

Mecanismos de
corticorresistencia

LPS 1pug/ml
EHT 5%
Carbacol

GRa

GRP

MKP-1

RT-PCR

MIF

PI3KS

HDAC-2
CRISPLD2, GILZ
B.-ADR

ChAT, VAChT,
CHT1, OCT-1-3,
and M1-M5
LPS: lipopolisacarido; EHT: extracto de humo de tabaco; CCL-5 quimiocina ligando 5; GM-CSF: factor estimulante de colonias
de granulocitos y macréfagos; MMP: metaloproteasas; GR: receptor de glucocorticoide; MKP-1: proteinquinasa activada por
mitogenos fosfatasa 1; MIF: factor inhibidor de migracién de macréfagos; PI3K&: fosfatidil-inositol quinasad: HDAC: histona
deacetilasa; CRISPLD2: proteina secretora rica en cisteina que contiene el dominio LCCL2; GILZ: cremallera de leucina inducida
por glucocorticoides; B,-ADR: receptor B,-adrenérgico; ChAT: acetilcolintransferasa; VAChT: transportador vesicular de

acetilcolina; CHT: Transportador de colina de alta afinidad; OCT: Proteina orgdnica transmembrana que transporta Ach: M:
receptor muscarinico; RT-PCR: Reaccidn en cadena de polimerasa a tiempo real

4.2.1 Analisis de mediadores inflamatorios secretados por los neutrofilos

Como ya se ha comentado en la introduccion los neutréfilos de pacientes EPOC parecen
mostrar corticorresistencia mediante la secrecion y expresiéon de IL1B8, IL-8, IL-17, GM-CSF,
CCL-5 y MMP-9.

Por ello en este trabajo nos planteamos medir la secrecién de estos mediadores por los
neutrofilos aislados de esputo y sangre periférica de pacientes EPOC y voluntarios sanos y
demostrar como estos mediadores inflamatorios muestran una pobre respuesta a la inhibicién

por los corticoesteroides en un contexto de inflamacion crénica como sucede en la EPOC.
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Los neutréfilos del esputo y de sangre periférica se ajustaron a 500x103 células por pocillo en
placas de 24 pocillos y se incubaron en RPMI-1640 durante 1 hora a 372C en CO; humidificado
al 5%.

Las células se dejaron sin tratar o se trataron durante 1 hora con los siguientes farmacos
mostrados en la Tabla 8:

Tabla 8. Farmacos y sus concentraciones para la experimentacion

Farmacos Concentraciones
Bromuro de aclidinio (LAMA) 0.1nM-1uM
Propionato de Fluticasona (Cl) 0.1nM-1uM
Atropina (antagonista muscarinico) 0.1nM-1uM
p-fluoro-hexahidrosiladifenidol (pFHHSid; inhibidor de M3) 10 nM, 1 uM
Metoctramina (inhibidor de M2) 100 nM, 1 uM
LY294002 (inhibidor de PI13K) 1uM
Hexametonio (antagonista del receptor nicotinico) 100 uM
Bromuro de aclidinio (LAMA) + Propionato de Fluticasona (Cl) 10nM + 10nM

Tras 1 hora de tratamiento las células fueron estimuladas con 1 pg de lipopolisacarido (LPS)/ml
(como mediador inflamatorio), EHT al 5% (como estimulo oxidante) o carbacol 10 uM

(agonista colinérgico) durante 6h.

En otros experimentos, se afiadieron 10 U de acetilcolinesterasa (ACheE) / ml 1 h antes del
estimulo para eliminar la acetilcolina extracelular y durante el periodo de 6 h de estimulacién
con LPS o EHT. Se selecciond EHT 5% como estimulo en los neutroéfilos del esputo porque el
LPS solo no aumenté los niveles IL-8 sobre los valores basales, como se informo anteriormente
(198) (Plumb J. 2012). Asi que se utilizd LPS como estimulo para los neutréfilos de sangre

periférica y EHT al 5% para los del esputo.

Los estimulos y farmacos 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
utilizé para medir IL-1B, IL-8, metaloproteinasa-9 (MMP9), CCL-5, factor estimulante de
colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF). Se utilizaron extractos celulares para medir la
expresion de ARNm después de 6 h de estimulacidon 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-1PB utilizando tecnologia LUMINEX, de acuerdo con el

protocolo del fabricante.

4.2.2 Andlisis de la activacion del sistema colinérgico no neuronal en los neutréfilos

Para el estudio de la activacidn del sistema colinérgico no neuronal en los neutrdéfilos de los
pacientes EPOC y compararlo con los neutrdfilos de los voluntarios sanos se analizé la
expresion de las siguientes proteinas (Tabla 9) mediante RT-PCR (Applied Biosystems) en tiempo
real como después se explicara:

Tabla 9. Proteinas expresadas por activacion del sistema colinérgico no neuronal
Ensayos de Expresion Génica TagMan®

Proteinas Referencia (N2 Catalogo)
OCT 1: Proteina orgdnica transmembrana que transporta Ach -1 | Hs00222691 m1
OCT 2 Proteina orgdnica transmembrana que transporta Ach -2 | Hs01010726_m1
OCT 3 Proteina organica transmembrana que transporta Ach -3 | Hs00427552_m1
ChAT: Acetilcolin transferasa Hs00252848 m1
CHT1: transportador de colina de alta afinidad Hs00222367_m1
M1: receptor muscarinico 1 Hs00265195_s1
M2: receptor muscarinico 2 Hs00265208_s1
M3: receptor muscarinico 3 Hs100265216_s1
M4: receptor muscarinico 4 Hs00265219 sl
MS5: receptor muscarinico 5 Hs00255278 sl
VAChT: Transportador vesicular de acetilcolina Hs00268179_s1
B,-ADR: receptor B;-adrenérgico Hs00240532_s1

4.2.3 Estudio de los mecanismos de corticorresistencia
Para la aproximacion a los posibles mecanismos de corticorresistencia se evallo la expresion

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 Expresidon Génica TagMan®

Proteinas Referencia (N2 Catalogo)
MIF Hs00236988

MKP-1 Hs00610256

PI3KO Hs00192399

HDAC2 Hs00231032

GRa Hs00353740_m1
CRISPLD2 Hs00230322_m1l

GlLZ Hs00608272_m1
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4.2.3.1 Estudio de la expresion génica: Técnicas de Biologia molecular

4.2.3.1.1 Extraccidon de ARN total y cuantificaciéon

Para aislar el ARN total de los neutrdfilos de sangre periférica y esputo en condiciones basales
y tras la exposicidn a los diferentes farmacos y estimulos descritos en el apartado 3.2.1y en
las tablas 7, 8 y 9, se utilizd el reactivo TriPure Isolation Reagent (Roche Diagnostics,
Indianapolis, USA), que es una solucion monofasica de fenol y tiocianato de guanidina (Trizol),
que permite separar ARN, ADN y proteinas.

A continuacion se determind la concentracion del ARN extraido mediante el
espectrofotémetro NanoDrop 2000C (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EEUU),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Este sistema permitié determinar la concentracion
del ARN total (ng/uL) mediante medidas de absorbancia a 260 nm (A2e0) Yy 280 nm (A2s0), a
partir del espectro de absorcion de las muestras. También se obtuvo el valor de la pureza de
las muestras, determinado por el ratio Azso/Aaso.

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

fabricante. El ARN extraido se almacend a -802C hasta su utilizacion.

4.2.3.1.2 Retrotranscripcion inversa (RT)

En la reaccién de retrotranscripcion inversa (RT), la enzima retrotranscriptasa inversa sintetiza
acido desoxiribonucléico (ADN) complementario (ADNc) a partir de un ARN molde.

Tomando en consideracion la cuantificacion del ARN extraido, se transformo un total de 300
ng de ARN en ADNc utilizando el kit “Tag Man para la retrotranscripcién inversa”. Se realizé
este proceso en un termociclador 9800 Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems, Perkin-EImer
Corporation, CA, EEUU) con los siguientes pasos: incubacién durante 10 minutos a 252C, ciclo
de 30 minutos a 42°C e inactivacion de la enzima durante 5 minutos a 95°C. El ADNc

sintetizado se almacend a -209C hasta su utilizacion. (Figura 30)
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Figura 30. Retrotranscripcion inversa. A. Termociclador 9800 Fast Thermal Cycler para realizar la reaccién de
retrotranscripcidn inversa. B. Etapas de la reaccién. En la figura se muestran temperaturas (2C) y tiempos (minutos)
de los distintos pasos de la reaccién.

4.2.3.1.3 RT-PCR a tiempo real

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) consiste en la amplificacion selectiva de una
region de ADN de interés utilizando oligonucledtidos como cebadores de la sintesis de ADN.
Los cebadores se unen especificamente a secuencias que flanquean la regidn que se pretende
amplificar. La reaccidon de amplificacidn consiste en la repeticién de un ciclo integrado por tres
etapas:

» Desnaturalizacién del ADN molde.

» Hibridacion de cebadores.

» Elongacion.

La repeticion de este ciclo un determinado nimero de veces produce un aumento exponencial
en la cantidad de ADN de la region 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
deteccién directa del producto de amplificaciéon durante la fase exponencial de la reaccidn
empleando lectores de fluorescencia que permiten medir la fluorescencia emitida durante la
reaccion. Para ello se utilizaron Ensayos de Expresion Génica TagMan®, que son mezclas pre-
formuladas de sondas y cebadores especificos para el gen de interés marcadas con
fluorocromos. Los reactivos TagMan utilizan una sonda fluorogénica y la actividad 5’ nucleasa
de la Taq polimerasa de ADN para detectar un producto de PCR especifico a medida que se

acumula durante la reaccion, tal y como se detalla en la siguiente figura (Figura 31).
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Paso 3: durante cada
ciclo de extensién, la
polimerasa Taq DNA
separa el fluorocromo
notificador de la sonda.

Paso 4: una vez separado
del apantallador, el
fluorocromo notificador
emite su fluorescencia
caracteristica.

Figura 31. Sistema TagMan® para RT-PCR. Los reactivos TagMan utilizan una sonda fluorogénica y la actividad 5’ nucleasa
de la Taq polimerasa de ADN para detectar un producto especifico de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) a medida
que se acumula durante la reaccidn (Figura extraida de “Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System: Guia de

reactivos” 2006, 2010)

La existencia de estas sondas fluorogénicas permite la deteccion en tiempo real Unicamente

de los productos de amplificacidn especificos. En las tablas 9 y 10 se enumeran los Ensayos de

Expresion Génica TagMan® utilizados para el estudio de la expresion de los genes de interés.

Cada reaccion de PCR contenia los siguientes componentes:

» 1 uL de ADNCc sintetizado en la transcripcion inversa

» 5 uLde TagMan® Gene Expression Master Mix

» 0,5 uL de la sonday cebadores correspondientes

» 3,5 uL de agua dietilpirocarbonato (DEPC).

La PCR se desarrolld en un termociclador 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied

Biosystems) con las siguientes condiciones: un paso inicial de 2 minutos a 02C, un ciclo de 10

minutos a 952C y 40 ciclos de 15 segundos a 959C seguidos de 1 minuto a 602C.

Figura 32. RT-PCR a tiempo real. A. Termociclador 7900HT Fast Real-Time PCR System para la realizacion de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) a tiempo real (RT-PCR). B. Software RQ Manager utilizado para el analisis de las curvas
de amplificacion obtenidas y la cuantificacion de la expresidn génica.

A partir de los datos de fluorescencia registrados se obtuvieron curvas de amplificacién en las

que se representaba el logaritmo de la intensidad de fluorescencia frente al nimero de ciclos

transcurridos (Figura 32). Para medir la expresién de un determinado gen se utilizé el ciclo
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umbral (Ct), ciclo en el que se alcanza el nivel prefijado de fluorescencia. Cuantas mas copias
haya de ARNm de partida del gen estudiado, mas ADNc se obtendra en la retrotranscripcion
inversa y antes comenzara la amplificacién a ser exponencial.

La cuantificacion relativa de los distintos genes se realizdé con el método de comparacién de
Ct, utilizando el gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como control endégeno y

normalizando los resultados al grupo control.

En este método se utiliza la siguiente ecuacion:
AACt = ACt; — ACt,
Siendo:
ACt1 = (Ct gen problema — Ct gen referencia) de la muestra 1

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

Para que la determinacion a través de esta férmula aritmética sea valida, debe cumplirse que
la eficiencia de la reaccion 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 estudid cada muestra por duplicado, se
corrigieron los valores frente al gen referencia y se normalizaron frente al grupo control. Se
calculd el valor 2"22¢ de |os distintos grupos y se representd junto al grupo control, cuyo valor
de 222 es jgual a 1. El valor 222t equivale a la expresidn 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 especificos, de modo que pequefias moléculas de ARN
complementarias a un ARNm conducen a la degradacién de éste, impidiendo su traduccién en

proteinas (Figura 33).

Para transfectar los siARN al interior celular es necesario cargarlos dentro de liposomas
capaces de fusionarse con la membrana celular. Asi pues, se prepararon dos soluciones por
separado: una solucién que contenia el siARN diluido en medio Opti-MEM® y una solucion 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 afiadié sobre las células a una confluencia del 90% y en
medio libre de antibidticos, puesto que estos pueden interferir en la transfeccidn. Se incubd a
37°C con 5% CO2 en aire humidificado durante 6 horas (Figura 33). Pasado este tiempo se
renovd el medio de cultivo y se incubaron 24 horas hasta el inicio del procedimiento

experimental.
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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 lipidicas 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 guia para seleccionar el ARNm complementario de la hebra de siARNpresente en el complejo. Finalmente,
RISC promueve el corte y posterior destruccion del ARNm diana, provocando la supresion de la expresidn del gen.

Este mecanismo de silenciamiento post-transcripcional de genes especificos fue utilizado con
el objetivo de analizar que receptor muscarinico funcional es el mas 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 antibidtico. Después de 6 h, se aspird el medio y se reemplazé con medio que contenia
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suero durante 48 h mds. Se utilizé Lipofectamina 2000® (/nvitrogen, Paisley, Reino Unido), a

una concentracion final de 2 pug / ml, como reactivo de transfeccion.

4.2.3.1.5 Sistema reportero de elemento de respuesta a glucocorticoides (GRE)

Para monitorizar la actividad transcriptora del receptor de glucocorticoides a en células in
vitro se empled el kit Cignal GRE Reporter Assay (QIAGEN, n2 Cat. 336841). La técnica consiste
en transfectar un constructo génico con un sistema reportero, formado basicamente por el
gen de la Luciferesa bajo el control de un promotor (m)CMV vy de repeticiones en tandem de
elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE). De modo que la activacién como factor de
transcripcién del GRo por dexametasona provoca su union a los GRE del sistema reportero y
la sintesis de Luciferasa, que generard 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).

Fluorescencia Fluorescencia

Reportero GRE Control negativo

Control positivo

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 contenian
medio de cultivo Eagle modificado de Dulbecco (DMEM).

Se utilizo el kit Cignal GRE Reporter Assay (QIAGEN, n2 Cat. 336841) para monitorizar la
actividad transcriptora del receptor de glucocorticoides a 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 describié 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 transfeccién.
Posteriormente, las células se incubaron con los reactivos de transfecciéon a 372C en una
incubadora de CO; al 5% durante 16 h.

Tras este periodo de incubacidn, las células fueron preincubadas durante 6h en DMEM con
diferentes concentraciones y combinaciones de los farmacos a estudio:

Tabla 11. Farmacos y sus concentraciones utilizados para la experimentacién

Farmacos Concentraciones
Bromuro de aclidinio (LAMA) 0.01nM-1uM
Propionato de Fluticasona (Cl) 0.1nM-1uM
Atropina (antagonista muscarinico) 0.01nM-1uM
LY294002 (inhibidor de PI3K) 0.1nM-1uM
Bromuro de aclidinio (LAMA) + Propionato de Fluticasona (Cl) 0.01nM-1uM + 1 nM
Atropina + Propionato de Fluticasona (Cl) 0.1nM-1uM + 1 nM
LY294002 (inhibidor de PI3K) + Propionato de Fluticasona (Cl) 0.1nM-1 pM + 1nM
Propionato de Fluticasona (Cl) + Bromuro de aclidinio (LAMA) 0.1nM-1uM + 10 nM
Propionato de Fluticasona (Cl) + LY294002 0.1nM-1puM + 1 nM

Después de la segunda incubacién de 6 h, se desarrolld el ensayo de luciferasa utilizando el
sistema Dual-Luciferasa Reporter Assay System (Promega, n? de cat. 1910) siguiendo el
protocolo del fabricante. En resumen, se elimind el medio de cultivo de las células cultivadas,
que luego se lavaron cuidadosamente con solucién salina tamponada con fosfato (PBS).
Después de la eliminacion completa de la solucidn de enjuague, se ailadié Passive Lysis Buffer
1X y posteriormente, la placa de cultivo se colocé en un agitador orbital para agitar
suavemente a temperatura ambiente durante 15 min. El reactivo de ensayo de Luciferasa Il
(LAR 1) se preparé resuspendiendo el Luciferasa Assay Substrate liofilizado proporcionado en
10 ml del Luciferasa Assay buffer Il suministrado. Se predispensaron 100 ul de LAR Il en el
numero apropiado de pocillos de una placa de 96 pocillos, seguido de 20 pl de lisado celulary
se mezclaron pipeteando dos o tres veces. La placa de ensayo se colocd en un luminémetro
(Victor Luminometer, Perkin-Elmer, Madrid, Espaia) y se midid la actividad luciferasa. Justo
antes de su uso, el reactivo Stop & Glo se prepard diluyendo 1 volumen del sustrato Stop &
Glo con 50 voliumenes de tampdn Stop & Glo. Después de la medicion de la actividad
luciferasa, se dispensaron 100 ul de reactivo Stop & Glo en los pocillos correspondientes y se

inicié una segunda lectura del lumindmetro, registrando la actividad luciferasa de Renilla. Los
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datos se expresan como 2 veces la induccidn de luciferasa del indicador GRE (2xGRE) en

relacion con la de las células no estimuladas.

4.2.3.2 Estudio de la expresion 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 neutréfilos incubados en RPMI 1640 se trataron con propionato de fluticasona, bromuro
de aclidinio o una combinacién de los mismos durante 1 hora y se estimularon con LPS durante
30 minutos. Luego, las células se centrifugaron y la proteina total se extrajo como se describid
anteriormente (199) (Milara J. 2012).

Se empled la electroforesis en gel de acrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS) para separar
las proteinas de acuerdo a su peso molecular. Las proteinas desnaturalizadas (20 pg) 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 resolucion (acrilamida al 10%). Se aplicé al gel una corriente
eléctrica de 100V durante 1 h provocando que las proteinas migrasen a su través.
Posteriormente, se transfirieron las proteinas del gel a una membrana de nitrocelulosa
Amersham Hybond ECL Nitrocellulose Membrane (Amersham GE Healthcare) utilizando un
método de transferencia semi-humeda. La membrana fue bloqueada con albumina 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 42C. Tras la incubacion, se lavo la
membrana y se incubd con el anticuerpo secundario correspondiente, conjugado con

peroxidasa de rabano (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 Dilucion
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
B-actina Ratén 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 Ratdén Merck Millipore (MAB1576) 1:1000
M5 Conejo Novus Biologicals (NBP1-00907) 1:1000
GRa Ratén BD Biosciences (611227) 1:1000

El método utilizado para la deteccién de proteinas es un método basado en la deteccidn de
qguimioluminiscencia y para ello se utilizaron los reactivos ECL Plus (Amersham GE Healthcare,
Little Chalfont, Reino Unido). La expresion de proteinas se cuantificd mediante densitometria
en relacion con la expresién de anticuerpos normalizada utilizando el software GeneSnap
version 6.08. Los resultados se expresan como proporciones de los controles endégenos segin

sea apropiado.
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4.2.3.3 Analisis de la actividad de fosfoinositol 3-quinasa-delta (PI3K6)

Para medir la actividad de la fosfatidilinositol 3-Quinasa & (PI3K&), se aislaron neutroéfilos de
pacientes con EPOC y luego se incubaron durante 1 h con:

e bromuro de aclidinio (10 nM),

e atropina (100 nM),

e LY294002 (inhibidor de PI3K8) (1 uM),

e metoctramina (antagosnista selectivo de M2 ) (1 uM) o

e pFHHSid (antagonista selectivo M3) (1 uM).

Las células se estimularon con LPS durante 30 min y luego se centrifugaron. Se extrajo la
proteina total y se midid la cantidad usando el Bio-Rad Assay (Bio-Rad Laboratories Ltd., Hemel
Hempstead, Reino Unido) para asegurar cantidades iguales (500 pg) en la reaccién de
inmunoprecipitacién con anticuerpo anti-PI3-quinasa 6 (p1106; ab32401; Abcam, Cambridge,
Reino Unido).

La actividad de PI3K se midio utilizando el kit de ELISA de actividad de PI3K (n2 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 fisiolégico PI3-K de clase |
PI(4,5)P2 (PIP2). Las reacciones enzimaticas, los estandares de PIP3 y los controles se
mezclaron y se incubaron con la proteina de unién a PIP3, que es altamente especifica y
sensible a PIP3. Esta mezcla se transfirid a una microplaca recubierta con PIP3 para la unidn
competitiva y luego se detectd la cantidad de PIP3 producida por PI3-K, utilizando un detector
secundario ligado a peroxidasa y deteccién colorimétrica, comparando las reacciones
enzimaticas con una curva estandar de PIP3. Los resultados se expresan como PI(3,4,5) P3

pmol por mg de proteina.

4.2.4 Andlisis estadistico de los resultados

Los datos fueron sometidos a un analisis paramétrico, con p <0.05 considerado indicativo de
significacion estadistica. 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 multiples fueron analizadas mediante un andlisis de varianza
unidireccional o bidireccional (ANOVA) seguido de un test post hoc de Bonferroni. La
concentracion de bromuro de aclidinio, propionato de fluticasona, que producen una
inhibicién del 50% (IC50) se calculd a partir de las curvas de concentracidén-respuesta mediante

regresion no lineal en los neutrdfilos de individuos sanos y de los pacientes con EPOC.
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5 RESULTADOS
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5.1 Poblacion estudiada

Las caracteristicas clinicas de la poblacion de estudio se muestran en la tabla 13

Tabla 13: Caracteristicas clinicas de la poblacion de estudio

Sanos EPOC estables EPOC
(n=37) (n=52) exacerbados
(n=16)

Edad (afios) 66.1%6 65.1+14 63.8+8.4
Sexo (H/M) 27/10 35/17 12/4
Consumo tabaco (afios-paquete) 0 35.216* 42.3 £13*
FEV1, % pred 98+3 53.2 + 3* 38.0+ 13*
FVC, % pred 9% +4 90.2+6 89.5+8
FEV1/FVC % 98+3 50.1 + 6* 46.2 + 9*
EPOC leve, n? pacientes 0 0 0
EPOC moderado n? pacientes (%) 0 36 (69.23) 3(18.75)
EPOC grave, n? pacientes (%) 0 16 (30.77) 10 (62.5)
EPOC muy grave, n? pacientes (%) 0 0 3(18.75)
Tratados con Cl, n2 0 26 16
Tratados con teofilinas, n® 0 0 0
Tratados con LABA, n? 0 49 16
Tratados con LAMA, n¢® 0 41 13
Neutrofilos totales en sangre 42+0.3x10°/L | 8.2+1.3x10%L* 9.9+0.2 x10%/L*
periférica

Los datos son la media + DE. * p <0.05 relacionado con sujetos sanos.

5.2 Activacion basal de los componentes del sistema colinérgico no
neuronal en neutrofilos de pacientes con EPOC

El ARNm vy la expresidén proteica de los receptores muscarinicos M2 y M4 fueron los mas
expresados de forma basal en los neutréfilos, tanto de sangre periférica como de esputo, de
los individuos sanos y de los pacientes con EPOC estable, siendo la expresidon
significativamente mayor en los pacientes EPOC estables respecto a los individuos sanos y

ademas se sobre-expresaron de manera significativa en los neutrdfilos de pacientes con EPOC
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exacerbada, respecto a los otros dos grupos. La expresion de M3 y M5 fue débil en los 3 grupos
pero si que hubo diferencias sobre todo de M5 en los neutrofilos 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 expresion de M1 estuvo practicamente ausente en

todos los grupos (Figura 36)
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Figura 36. Expresion de receptores del sistema colinérgico no neuronal en neutréfilos de sangre periférica (A) y esputo (B)
de voluntarios sanos, EPOC estable y EPOC exacerbada. La expresion de ARNm fue determinada por RT-PCR y cuantificada
segln el método 2-24Ct ytilizando el GAPDH como control enddgeno y la expresion proteica fue realizada mediante Western
Blott y cuantificada basandose en la intensidad de la proteina en estudio respecto al control interno con B-actina. Los datos
estan 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 generacion de acetilcolina
intracelular y el transportador vesicular de acetilcolina (VAChT), responsable de cargar
acetilcolina en organulos secretores, fueron detectadas en los neutréfilos de sangre periférica
de individuos sanos y aumento significativamente en pacientes con EPOC sin diferencias entre
estables y exacerbados, sin embargo si que se observaron diferencias en la expresién de

ambas en los neutrdfilos del esputo entre EPOC estables y exacerbados (Figura 37). La OCT1
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(proteina catidnica organica-1) que es la proteina transmembrana que transporta la
acetilcolina, aunque se detectd en niveles bajos, aumento 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 ningun grupo (Figura 37).
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Figura 37. Expresion de componentes del sistema colinérgico no neuronal en neutroéfilos de sangre periférica y esputo de
voluntarios sanos, EPOC estable y EPOC exacerbada. La expresion de ARNm fue determinada por RT-PCR y cuantificada

segln el método 225t ytilizando el GAPDH como control enddgeno. Los datos estan 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 Expresion basal de otros receptores y MKP1

En condiciones basales el adrenorreceptor beta 2 (f2-ADR) se detectd en los neutréfilos de
donantes sanos y se sobreexpreso en neutréfilos de pacientes con EPOC con diferencias entre
estables y exacerbados, tanto en sangre periférica como en esputo, mientras que no hubo
diferencia en la expresion de GRa entre los grupos. Por el contrario, MKP1 se regulé
negativamente en los neutrofilos de pacientes con EPOC estable y exacerbada con respecto a

los individuos sanos, lo que podria explicar la falta de sensibilidad a los corticoesteroides

(Figura 38).
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Figura 38. Expresion basal de B,-ADR, GRa y MKP-1 en neutrdfilos de sangre periférica y esputo de voluntarios sanos, EPOC
estable y EPOC exacerbada. La expresion de ARNm fue determinada por RT-PCR y cuantificada segin el método 2-2Ct

utilizando el GAPDH como control enddgeno. Los datos estan 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 Analisis de la activacion del sistema colinérgico no neuronal en
los neutrdfilos de pacientes EPOC

Para explorar la activacidon funcional del sistema muscarinico en los neutréfilos de los
pacientes EPOC se utilizé el agonista del receptor muscarinico carbacol.

El carbacol (10 uM; CCh, agonista de receptor muscarinico) indujo la liberacién de IL-8 en los
neutrdfilos aislados de sangre periférica y de esputo de los pacientes con EPOC. Este efecto
fue inhibido por el bromuro de aclidinio de forma concentracidon-dependiente, sin embargo
no fue asi tras la exposicién a hexametonio (antagonista nicotinico) lo que descarté la
participacién de los receptores nicotinicos.

Para eliminar la posible contribuciéon de la acetilcolina extracelular a la activacion de los
neutrofilos, se anadid acetilcolinesterasa 1 h antes y nuevamente durante la estimulacion de
los neutrofilos de sangre periférica con LPS, o con EHT los procedentes del esputo. La
acetilcolinesterasa atenud la liberacion de IL-8 inducida por LPS en los neutréfilos de sangre
periférica y por EHT en los neutréfilos de esputo de pacientes con EPOC, lo que sugiere un
papel de la acetilcolina extracelular en la activacién de neutrdfilos de estos pacientes (Figura

39).
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Figura 39. Activacion de neutréfilos de pacientes EPOC por mediadores colinérgicos. Los neutrdfilos 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 estan 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 Inhibicion de la respuesta inflamatoria en los neutréfilos por

bromuro de aclidinio y propionato de fluticasona por separado

En los neutrdfilos de sangre periférica de controles sanos, el propionato de fluticasona (0,1
nM — 1 uM) inhibié de manera dependiente la secrecidn de citocinas inducida por LPS (1 pg/
ml), suprimiendo casi por completo la secrecion de IL-8, MMP9, GM-CSF y en menor medida

la secrecion de IL-1B y CCL-5 (Figura 40, Tabla 14). Por el contrario, el efecto inhibidor del
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propionato de fluticasona en los neutréfilos de los pacientes con EPOC se vio disminuido a
menos de la mitad del % de efecto maximo observado en los neutréfilos de los controles
sanos; a excepcion 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 secrecién de citocinas en neutrdfilos de individuos sanos, logrando 72%, 50%, 46%, 39% y
33% de la inhibicién maxima para IL-8, MMP9, IL-1B, CCL- 5 y GM-CSF, respectivamente; sin
embargo, en los neutrdéfilos de pacientes con EPOC, mostrd efectos inhibidores similares al

observado en los neutroéfilos de individuos sanos.
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Figura 40. Efecto antiinflamatorio del bromuro de aclidinio y propionato de fluticasona en neutréfilos de sangre periférica
de individuos sanos y pacientes EPOC. Se muestra el porcentaje de inhibicidon concentracion dependiente de la liberacion de
IL-8, MMP9, CCL- 5, GM-CSF e IL-1B por los neutréfilos 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 neutrofilos fueros preincubados durante
1 hora con Acl (0.1nM-1 pM) y Flu (0.1nM-1 uM) y posteriormente estimulados con LPS (1ug/ml) durante 6h. Los resultados
se expresan como medias * DE (n=4 por cada grupo, se utilizaron poblaciones celulares de 4 pacientes EPOCy de 4 individuos
sanos en experimentos independientes realizados por triplicado) ANOVA bidireccional seguida de test post hoc de Bonferroni
* p < 0.05 respecto neutroéfilos de pacientes EPOC.

En los neutréfilos de esputo de pacientes con EPOC estimulados con EHT al 5%, el propionato
de fluticasona logré menos del 40% de la inhibicién mdaxima de IL-8 (Figura 41, Tabla 14),
mientras que el bromuro de aclidinio inhibié la secrecién de IL-8 inducida por EHT con potencia

similar y alcanzando efectos maximos similares a los observados en los neutrofilos de sangre
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periférica de los controles sanos y con EPOC. El bromuro de aclidinio también inhibio
significativamente la secrecién 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 neutroéfilos de esputo de
pacientes EPOC. Se muestra el porcentaje de inhibicion (concentraciéon dependiente) de la liberacién de IL-8 por los
neutrdéfilos 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 neutrdfilos fueros preincubados durante 1 hora con Acl (0.1nM-1 uM),
Flu (0.1nM-1 uM), Salm (0. 0.1nM-1 uM), Form (0.01-100 nM) y posteriormente estimulados con EHT 5% durante 6h. En la
grafica de la derecha se muestra la inhibicion 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 maximo de inhibicion de la liberacion de IL-8, MMP-9, CCL-5, GM-CSF e IL-1B de neutroéfilos
de sujetos sanos y pacientes con EPOC

% Inhibicid
% Inhibicion Maxima °n . I. clon
i i (neutrofilos sangre Maxima
Estimul | Tratamien eriférica) (neutréfilos
© to P esputo )
Sanos EPOC EPOC
Acl 72.4+8.4 67.4+12.1
IL-8 LPS
Flut 99.5+1.9% 56.7 £ 7.6*#
MMP- Acl 50.2+5.4 51.6+3.35
LPS
9 Flut 91.8+7.7 56.9 £ 9.9*
Acl 38.8+14.8 31.15+19.5
CCL-5 LPS
Flut 43.1+8.1 35.8+12.1
Acl 32.8+4.8 37.1+£2.47
GM-
CSE LPS Flut 81.4+20.4% 194+
12.8%#
46.6+5.8 47.3%+6.9
IL-18 | LPS Acl
Flut 49.3+3.3% 21.3 £ 4*#
+
L8 EHT Acl 549+1.9
Flut 39.7 +17.5%

Los neutrofilos se incubaron con aclidinio (Acl; 0,1 nM-1 uM), fluticasona (Flut; 0,1 nM-1 uM) en respuesta a LPS (1 pug / ml)
o extracto de humo de cigarrillo (EHT 5%). Se determinaron los niveles de diferentes citocinas en el sobrenadante celular y
se calculé el % maximo de inhibicidn. 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.
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5.6 Efecto de la combinacion de bromuro de aclidinio y propionato
de fluticasona sobre la respuesta de los neutréfilos

Se analizé si los efectos antiinflamatorios del bromuro de aclidinio y el propionato de
fluticasona son aditivos utilizando concentraciones subdptimas de ambos farmacos en funcién
de sus curvas inhibidoras concentracién-dependiente.

En los neutrdfilos de sangre periférica, la combinacién de propionato de fluticasona (1 nM) y
bromuro de aclidinio (10 nM) mostré efectos aditivos, lo que resulté en una inhibicion de casi
el 50% de IL-8, CCL-5, GM-CSF e IL-1pB inducidas por LPS, pero este efecto aditivo no se observo
con la MMP9 (Figura 42). Las concentraciones subdptimas de propionato de fluticasona en
combinacién 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 neutréfilos de esputo de

pacientes con EPOC.
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Figura 42. Efectos de la combinacion de aclidinio y fluticasona en la liberacion de citoquinas sobre los neutréfilos de
voluntarios sanos y pacientes EPOC. A Neutrdéfilos de sangre periférica y B de esputo. Los neutréfilos fueron incubados
durante 1 h con Acl (10nM), Flut (1nM) o ambos y después estimulados durante 6h con LPS (1ug/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; L p < 0.05 frente a monoterapia
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5.7 Mecanismos implicados en Ila mejora del efecto
antiinflamatorio (efecto aditivo) de la combinacion de propionato de
fluticasona con bromuro de aclidinio en los neutréfilos de pacientes
EPOC

Para analizar cudles son los mecanismos implicados en el efecto aditivo antiinflamatorio de la
combinacién 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 determinacién de la expresién de ARNm de MIF, HDAC2, GRa,
MKP-1, CRISPLD2 y GILZ en los neutrdfilos de sangre periférica de pacientes EPOC e individuos
sanos. Para ello los neutrdéfilos fueron incubados con bromuro de aclidinio, propionato de
fluticasona y la combinacién de ambos farmacos y posteriormente estimulados con LPS y se
compararon los resultados obtenidos frente a los obtenidos de los neutréfilos no estimulados

y frente a monoterapia con propionato de fluticasona.

De esta manera, en los neutréfilos de sangre periférica de pacientes con EPOC, la combinacién

de propionato de fluticasona y bromuro de aclidinio no afectd la expresiéon MIF, HDAC2 ni GRa

(Figura 43).
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Figura 43. Efectos de la bromuro de aclidinio (Acl) y propionato fluticasona (Flu) en monoterapia y combinados en la
expresion de MIF, HDAC2, GRa en los neutréfilos de sangre periférica de EPOC e individuos sanos. Los neutrdfilos de sangre
periférica aislados de pacientes con EPOC se sembraron en placas de 24 pocillos, se incubaron con Acl, Flut o una combinacion
de los mismos durante 1 h, y se estimularon con LPS durante 6 h. Los moduladores de |a eficacia de los corticosteroides se
cuantificaron mediante RT-PCR utilizando el método 2 - 2%, con la expresion 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 EPOCy 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
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Sin embargo si que se observd un efecto aditivo de ambos farmacos en la expresion de los
genes inducibles por corticosteroides MKP-1, CRISPLD2 y GILZ, ya que su expresion 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
expresion de MKP-1 CRISPLD2, GILZ en los neutrofilos de sangre periférica de EPOC e individuos sanos. Los neutréfilos de
sangre periférica aislados de pacientes con EPOC se sembraron en placas de 24 pocillos, se incubaron con Acl, Flut o una
combinacion 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 ~2%, con la expresién 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
combinacidn en la activacion 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 region GRE e induciendo asi la transcripcion de genes antiinflamatorios como

MKP-1, GILZ, CRISPLD?2...

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 uM) durante 6 h indujo un aumento en
la transcripcién de GRE de una manera dependiente de la concentracion de corticoide (Figura

45A). Ni el bromuro de aclidinio ni la atropina en monoterapia modificaron la sefial GRE (Figura

123



45A), mientras que la sefal se incrementd significativamente con combinaciones de
concentraciones crecientes de bromuro de aclidinio, atropina o el inhibidor de PI3K
(LY294002) combinadas con una concentracién 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).
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Figura 45. Efectos del bromuro de aclidinio (Acl), propionato de fluticasona, atropina (ATR), LY294002 (inhibidor de PI3K)
y sus combinaciones con fluticasona en la seiial 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

Con el objetivo de analizar que receptor muscarinico funcional es el mas implicado en la
respuesta inflamatoria, se empled el método de siRNA (mecanismo de silenciamiento post-

transcripcional de genes especificos) para M2 y M3.

De este modo, se observd que en las células siRNA-M2 (con el receptor M2 silenciado), la
activacion de GRE inducida por propionato de fluticasona fue mayor que en las células siRNA-
M3 o siRNA de control (-), lo que sugiere la participacidon de los receptores M2 (Figura 46B) en

la generacion de corticorresistencia.
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Figura 46. Efecto del propionato de fluticasona en la sefal del GRE en funcidn del receptor muscarinico silenciado. A. Las
células bronquiales Beas2b fueron transfectadas con siARN-M2, siARN-M3 y siARN control negativo y se verificod el
silenciamiento del gen especifico mediante analisis de Western Blot. B. Las células Beas2b transfectadas con el gen indicador
GRE y sometidas a siARN de los genes que codifican los receptores muscarinicos 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 siRNA-M2

El bromuro de aclidinio, atropina, metoctramina (antagonista selectivo M2) y LY294002
(inhibidor de PI3K), pero no pFHHSid (antagonista selectivo M3), inhibieron la actividad de
PI3K6 inducida por LPS en los neutrdfilos de sangre periférica de los pacientes con EPOC
(Figura 47) lo que demuestra que la activacion de la via PI3K6 en los neutrofilos de estos

pacientes puede estar mediada por el estimulo de los receptores M2.

125



PI(3,4,5)P5, pmol /
mg proteina

Figura 47. Actividad de PI3K& en neutréfilos 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 demostro un efecto aditivo antiinflamatorio de la combinacién de propionato
de fluticasona y bromuro de aclidinio en los neutrdfilos de sangre periférica de pacientes con
EPOC estimulados con LPS ya que la combinacion de ambos farmacos:

e potencid la inhibicion de p-ERK1/2, p-p38 (que son vias de transcripcion pro-inflamatorias)
y de GRser226 (fosforilacién del receptor de glucocorticoides alfa (GRa) en la serina 226
(Ser226) que disminuye la capacidad de translocacién nuclear de GRa),

e y aumentod la expresion de MKP1 (que es la protein-quinasa encargada de controlar el
proceso inflamatorio en la via aérea mediante feed-back negativo sobre el resto de vias de
sefializacion MAKPs pro-inflamatorias (ERK, JNK y p38 MAPK)) por encima del nivel

alcanzado con cualquiera de los farmacos por separado (Figura 48).
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Figura 48. Efecto aditivo antiinflamatorio de la combinacion del bromuro de aclidinio (Acl) y propionato de fluticasona
(Flu). Los neutrdfilos de sangre periférica de pacientes EPOC fueron incubados durante 1h con Acl, Flut o una
combinacién de ambos y luego estimulados con LPS durante 30 min. El andlisis de proteinas totales se realizd por western
blott y la expresién de p-ERK1/2, p-p38 y p-GRser226 se determind como la ratio de sus respectivas formas no
fosforiladasy la expresién de MKP1 vs a la de B-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; 1 p < 0.05 frente a células tratadas con monoterapia.
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6 DISCUSION
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A pesar de la evidente patogenia inflamatoria de la EPOC, el posicionamiento de los Cl en el
tratamiento en fase estable de estos pacientes sigue siendo posiblemente uno de los temas
mas controvertidos de los uUltimos 10 afios, ya que a pesar de que se ha demostrado en
estudios in vitro que la inflamacién neutrofilica caracteristica de esta enfermedad es
corticorresistente (156) (Barnes PJ. 2013), en la practica clinica los Cl 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
inflamacion eosinofilica (> 300 eosinéfilos/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
progresion de la enfermedad ni la mortalidad de los pacientes con EPOC y asocian frecuentes

efectos adversos (candidiasis oral, disfonia y neumonia) (123) (Yang IA. 2013).

Sin embargo cuando se administran asociados al tratamiento broncodilatador con un LABA
(LABA/CI), en el paciente EPOC exacerbador y eosinofilico y evitando altas dosis, se ha
observado que producen un indiscutible beneficio clinico mejorando su calidad de vida,
reduciendo los sintomas y el nUmero 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
combinacion LABA/CI se ha observado que los LABA aumentan la capacidad de respuesta a los
corticosteroides al revertir la fosforilacion del receptor de glucocorticoides alfa (GRa) en la
serina 226 (Ser226) y promover la translocacidon nuclear de GRa (156) (Barnes PJ. 2013) y
ademds atenuan el estrés oxidativo e inhiben la fosfoinositol 3-quinasa delta (PI3K6),
permitiendo asi la accidn eficiente de la histona desacetilasa-2 (HDAC2) y GRa (195) (Rossios
C. 2012). Estos mecanismos podrian explicar los beneficios clinicos 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 Cl asociados a un LAMA (LAMA/CI) en terapia
dual no han sido analizados hasta la fecha ni en estudios preclinicos ni en ensayos clinicos y la

mayor evidencia clinica existente se sustenta en estudios que han evaluado su eficacia clinica
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siempre asociados a un LABA también, en la llamada triple terapia (LAMA/LABA/CI). Los
estudios clinicos con triple terapia han demostrado mayor eficacia que las combinaciones
LABA/CI y/o LAMA/LABA en mejoria funcional, disminucion de los sintomas y una mayor
reduccién del riesgo de exacerbaciones en los EPOC agudizadores y en especial en aquellos
con mayor concentracion de eosindfilos en sangre (138,139,200) (Lipson DA. 2018, Rabe KF.
2020, Papi A. 2018), y es importante sefialar que en el estudio de Rabe KF et al donde se
compard la triple terapia con LABA/CI y LAMA/LABA, la reduccién de exacerbaciones graves
de la triple terapia frente a LABA/CI no fue estadisticamente significativa, datos que refuerzan
de manera consistente el papel de los Cl en la disminucién de exacerbaciones, especialmente

las mas graves.

Paralelamente, dado que se ha demostrado que existe participacion del sistema colinérgico
no neuronal en la respuesta inflamatoria neutrofilica en la via 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 estimulacion de estos
receptores muscarinicos funcionales activan a su vez la via intracelular de la PI3K§,
produciendo disminucidn de la actividad y de la expresién de la HDAC2 que es el mecanismo
de corticorresistencia mas 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 hipdtesis que farmacos
antimuscarinicos como el bromuro de aclidinio podrian revertir la corticorresistencia en estos

pacientes potenciando su efecto antiinflamatorio al administrarlos en terapia dual junto CI.

Por tanto dada la ausencia de estudios clinicos y preclinicos que analicen los posibles
beneficios de la combinacion LAMA/CI en terapia dual se planteé como objetivo principal de
este estudio evaluar in vitro el posible efecto antiinflamatorio del bromuro de aclidinio (LAMA)
sobre los neutroéfilos de los pacientes con EPOC y si es capaz de atenuar la corticorresistencia
caracteristica de estos pacientes por su efecto aditivo antiinflamatorio al combinarlo con
corticoesteroides inhalados, buscando asi nuevas combinaciones terapéuticas que podrian

ayudar a mejorar el prondstico 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 neutrdfilos de pacientes
con EPOC.

Los principales resultados obtenidos demuestran:

1. Laactivacion del sistema colinérgico no neuronal en los neutrdfilos 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
reduccion eficaz de la liberacién de citocinas y metaloproteinasas en los neutréfilos de
pacientes con EPOC, poniendo en valor su efecto antiinflamatorio (figuras 40, 41 y
tabla 14).

3. Efecto aditivo antiinflamatorio de la combinacién de bromuro de aclidinio y propionato
de fluticasona en los neutréfilos de pacientes EPOC (figura 42).

4. La combinacion de bromuro de aclidinio y propionato de fluticasona revierte la
demostrada corticorresistencia en estos pacientes al aumentar las propiedades
antiinflamatorias dafadas de este ultimo farmaco mediante:

a. el aumento de la activacién de GRE mediada por propionato de fluticasona
(figura 45) a través del bloqueo del receptor M2 (figura 46),

b. inhibiendo la actividad de la PI3Kd (figura 47),

c. aumentando la expresion de genes antiinflamatorios dependientes de
corticosteroides como MKP1, CRISPLD2 y GILZ (figuras 44 y 48), y

d. lainhibicién de la fosforilacién de GRa en Ser-226 (figura 48).

6.1 Activacion del sistema colinérgico no neuronal en neutrofilos
de sangre periférica y del esputo de los pacientes con EPOC

Estudios previos realizados in vitro ya han demostrado la presencia y activacién de un sistema
colinérgico no neuronal en los macrofagos alveolares y en los neutréfilos de pacientes con
EPOC, y esta activacién 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 activacion de los receptores M1, M2 y M3 en los neutrdfilos del esputo
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de pacientes con EPOC mediante la exposicidn a acetilcolina exégena. Y gracias a métodos de
inmunocitoquimica demostré que en los neutréfilos de los pacientes EPOC el patrén
expresado mostraba una reduccién de receptores M2 y un aumento en la expresion de M3 en
comparacion con la de los neutréfilos sanos (76). En el presente trabajo, al caracterizar
completamente el sistema colinérgico no neuronal en los neutrdfilos de sangre periféricay de
esputo de controles sanos y de pacientes con EPOC estable y exacerbada, encontramos que
los receptores que mas se expresaron en los pacientes EPOC con respecto a los controles
sanos fueron los M2 (en ambas muestras) y estd diferencia fue aiin 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 expresion
de M2 con los publicados por Profita M et al (76) podria explicarse por las diferentes técnicas
y anticuerpos utilizados. Sin embargo, en nuestro trabajo también se determind la expresion
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 expresion del resto de componentes del sistema colinérgico no neuronal,
también observamos que en los neutréfilos de pacientes con EPOC estable y exacerbada
existia una sobreexpresion de ChAT, VAChT y OCT1 en comparacion con las muestras de los
controles sanos (Figura 37). Estos hallazgos sugieren que los neutrdfilos de los pacientes con
EPOC sintetizan acetilcolina intracelular, mediada por ChAT, que se carga en organulos
secretores por VAChT, lo que hace que la acetilcolina esté disponible para la secrecién a través
de los canales de la membrana OCT1 cuando los receptores muscarinicos de los neutroéfilos
son activados por estimulos inflamatorios como el humo de cigarrillo. Para demostrar esta
hipétesis se estimularon los neutrofilos de sangre periférica y de esputo de los pacientes EPOC
con carbacol, un analogo estable de la acetilcolina, y se observé que activaba la liberacion de
IL-8 por estas células en ambas muestras y que esta liberacion de IL-8 fue inhibida por el
bromuro de aclidinio de una manera concentracidn-dependiente pero no fue asi tras la
exposicion a hexametonio (antagonista nicotinico) lo que parece confirmar el papel de los
receptores muscarinicos funcionales en la respuesta inflamatoria de estas células y descarta
la participacion de receptores nicotinicos (Figura 39). El estimulo de los neutréfilos de sangre
periférica con LPS y de los neutréfilos del esputo con EHT (utilizados como estimulos pro-

inflamatorios) también demostrd la activacion de estas células mediante el aumento en la
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liberacion de IL-8. Para eliminar la posible contribucion de la acetilcolina extracelular en la
activacion de estos neutrofilos se afiadio acetilcolinesterasa exégena 1h antes y de nuevo
durante el estimulo con LPS o EHT y se observd una disminucidn en la liberacion de IL-8 en
ambas muestras lo que sugiere que la infeccién bacteriana y el humo del cigarrillo activan la
liberacion de acetilcolina de los neutréfilos, lo que a su vez promueve la liberacidn de las
citocinas y metaloproteinasas inducidas por ambos estimulos (LPS o EHT) (Figura 39). Sin
embargo, no detectamos acetilcolina en el medio de cultivo de neutréfilos humanos,
probablemente debido a la baja sensibilidad del kit comercial utilizado en este estudio o la

rapida degradacién por acetilcolinesterasas (datos no mostrados).

Se han obtenido resultados similares en otro estudio realizado en macrdéfagos alveolares
estimulados con carbacol, en los que se describid la liberacién de leucotrieno B4 a través de
la activacién del receptor M3 (79) (Koarai, A. 2012). En nuestro trabajo, el efecto inhibidor del
bromuro de aclidinio sobre la liberacién de IL-8 por los neutréfilos parece estar mediado por
el bloqueo de M2, ya que el antagonista de M2, metoctramina inhibid la liberacion 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 neutrofilos 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 neutréfilos 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 neutréfilos de sangre periférica de pacientes EPOC y
de individuos sanos y los neutréfilos 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 inhibicion
concentracion dependiente de la liberacidn de las principales citoquinas pro-inflamatorias (IL-

8, MMP9, IL-1B, 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 secrecién de citocinas en neutréfilos de sangre
periférica de individuos sanos tras ser estimulados con LPS, pero aun asi observamos que
conseguia un 72%, 50%, 46%, 39% y 33% respectivamente de la inhibicion maxima para las
citoquinas estudiadas (IL-8, MMP9, IL-1B, CCL- 5 y GM-CSF); y ademds este efecto
antiinflamatorio se confirmé también en los neutrdéfilos de pacientes con EPOC con unos
porcentajes de inhibicion maxima muy similares a los observados en los neutrdfilos de
individuos sanos. Y en los neutréfilos de esputo de los pacientes EPOC tras ser estimulados
con EHT se confirmd el papel antinflamatorio del bromuro de aclidinio que mostré una
inhibicidn de la secrecion de IL-8 similar a la observada en los neutrdfilos de sangre periférica
e incluso en neutrdfilos de esputo no estimulados se observd una inhibicion de IL-8
concentracion-dependiente (Figuras 40 y 41, Tabla 14). Hasta la fecha el unico 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 consiguié demostrar que el aclidinio contrarreste la sobre-expresién del IL-8 ni

gue mejore la expresiéon nuclear reducida de HDAC2 (153) (Ferraro M. 2019).

Al analizar los resultados con el propionato de fluticasona, en este estudio se demostré 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 neutrdfilos aislados de nuestros pacientes con EPOC fueron mucho menos sensibles a los
efectos antiinflamatorios del propionato de fluticasona que los neutrdfilos de controles sanos:
observamos una disminucidon de alrededor del 50% del efecto inhibidor mdaximo del
propionato de fluticasona en la secrecidn de las citoquinas inflamatorias (IL-8, MMP9, GM-
CSF, IL-1B) en los neutrdfilos 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 macréfagos
alveolares de pacientes EPOC la dexametasona no inhibid la secrecién de IL-8 basal ni tras
estimulo con EHT y en otro estudio mas reciente (134) (Milara J. 2014), realizado también con
dexametasona pero esta vez, al igual que nosotros, sobre neutrofilos de pacientes EPOC se

describié una importante reduccion del efecto inhibidor de la dexametasona en la secrecién
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de IL-8 y MMP9 por los neutréfilos de los pacientes EPOC respecto a la inhibicion de la
respuesta inflamatoria conseguida sobre los neutrdfilos de controles sanos.

Por tanto, en vista de nuestros resultados, se confirma de nuevo la corticorresistencia de los
neutrdfilos de los pacientes EPOC y se vislumbra un posible papel antiinflamatorio del
bromuro de aclidinio que quizd administrado conjuntamente con el Cl pueda revertir dicha
insensibilidad al ejercer un efecto aditivo antiinflamatorio, principal hipdtesis de nuestro

trabajo.

6.3 Efecto aditivo antiinflamatorio de la combinacidon de bromuro
de aclidinio y propionato de fluticasona en los neutrofilos de
pacientes EPOC

Al analizar la secrecién de las mismas citoquinas pro-inflamatorias ya mencionadas tras ser
incubados los neutrdéfilos con la combinacidon de propionato de fluticasona y bromuro de
aclidinio se confirmé nuestra hipdtesis planteada, ya que observamos efectos
antiinflamatorios aditivos en ambas muestras, en los neutréfilos de sangre periférica y del
esputo de los pacientes con EPOC (Figura 42). Estos resultados estdn en consonancia con los
publicados por Pahl A et al (202), donde se observé un aumento de los efectos
antiinflamatorios de la budesonida combinada con el antimuscarinico R, R-glicopirrolato en
monocitos humanos estimulados con LPS.

Los efectos aditivos logrados en nuestro trabajo con la combinacidon 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 Cl con
metoctramina (antagonista M2), pero no al combinarlo con pFHHSid (antagonista M3). Sin

embargo, nuestros datos no pueden descartar la participaciéon de M4 y M5. (Figura 42)
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6.4 Mecanismos implicados en el efecto aditivo de la combinacion
de propionato de fluticasona y bromuro de aclidinio en los
neutrdfilos de pacientes EPOC

Para profundizar en los posibles mecanismos implicados en el efecto aditivo antiinflamatorio
de la combinacion de bromuro de aclidinio con propionato de fluticasona nos planteamos
analizar los efectos in vitro de esta combinaciéon en algunas vias moleculares implicadas en la
corticorresistencia y que pudieran demostrar que el bromuro de aclidinio es capaz de

revertirla.

6.4.1 Activacion del gen del elemento de respuesta a glucocorticoides (GRE)

El efecto antiinflamatorio de los corticosteroides esta mediado, en parte, por la promocién de
la translocacidn nuclear de su receptor GRa (tras unirse a él, formando el complejo GR-GC) y
de la unién a regiones GRE nucleares, donde ejercerdn sus efectos moleculares activando la
expresion de genes antiinflamatorios (Figura 22) (157) (Barnes PJ. 2010). En este trabajo,
demostramos en cultivos celulares de células bronquiales, un aumento de la sefial GRE
mediada por propionato de fluticasona (concentracién dependiente) y que esta senal se
incrementod significativamente tras afiadir a la fluticasona dosis crecientes de bromuro de
aclidinio, atropina y LY294002 (inhibidor de PI3K) (Figura 45) lo que parece demostrar la
posible implicacidn del sistema colinérgico no neuronal en la disminucidn de la sensibilidad a
los corticosteroides de los pacientes EPOC, probablemente en parte, a través de la activacién

de la via PI3K.

Y por otro lado y con el objetivo de analizar el bloqueo de qué receptor muscarinico funcional
es el mas implicado en la amplificacion de esta respuesta antiinflamatoria que hemos visto
con la combinaciéon LAMA/CI, utilizamos el método de silenciamiento post-transcripcional de
genes especificos para los receptores M2 y M3 y observamos que el receptor responsable fue
el M2, ya que la activacion del GRE inducida por fluticasona fue mayor (es decir consiguio
mayor efecto antiinflamatorio) en las células con el receptor M2 silenciado (Figura 46). Por
tanto el bloqueo del receptor muscarinico M2 al combinar LAMA/CI aumenta el efecto

antiinflamatorio de los corticoesteroides.
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6.4.2 Inhibicion de la actividad de la via PI3Ké

Recordemos el mecanismo de accién de los distintos receptores muscarinicos en funcion de
su union a distintos subtipos de la subunidad o de la proteina G (Figura 13) para entender su
posible implicacién de la corticorresistencia: los receptores M1, M3 y M5 estan acoplados a la
proteina Gq y median la contraccidn bronquial activando la fosfolipasa C (PLC), que conduce
a la produccién de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3); este ultimo es necesario para activar la
liberacién de los depdsitos de calcio intracelular. Los receptores M2 y M4 estan acoplados a
la proteina Gi y median la activacién de la via PI3K y la inhibicion de la adenilato ciclasa y por
tanto su activacién contribuye a la inhibicion de la formacién de monofosfato de adenosina

ciclico (AMPc) (60,62) (Wettschureck N. 2005; Gosens R. 2006).

La PI3K§, activada por el estimulo de los receptores M2 y M4, es una via de seiializacién
intracelular crucial en la expresion y activacion de mediadores inflamatorios y ademas
mediante fosforilacion e inactivacion de la HDAC2 se |a ha involucrado en la corticorresistencia
de los pacientes EPOC (49,50) (Ito K. 2007, To Y. 2010). La actividad de la via PI3K6 aumenta
en neutrdfilos (134) (Milara J. 2014) y macrdéfagos (175) (Marwick JA. 2010) de pacientes con
EPOC y media su insensibilidad a los corticosteroides. Marwick JA et al (175) demostraron la
participacion de la PI3Kd en la corticorresistencia al observar un aumento de la expresion y
sefializacion de la via PI3Kd en los macréfagos pulmonares de pacientes EPOC respecto a
sujetos sanos y que la inhibicion selectiva de la PI3Kd (pero no de la via PI3Ky) restauraba el
efecto antiinflamatorio de los corticoesteroides en los monocitos de sangre periférica de los

pacientes EPOC igualdndolo al observado en sujetos sanos.

En este trabajo demostramos que tanto el bromuro de aclidinio como la metoctramina
(antagonista M2) suprimieron la actividad de PI3K& inducida por LPS en los neutréfilos de
sangre periférica de los pacientes EPOC (Figura 47) sin embargo este efecto no se observé 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 via PI3K&.
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Por lo tanto, la inhibicién de la actividad de PI3K& por el bromuro de aclidinio a través del

bloqueo del receptor M2 puede explicar, al menos parcialmente, la mejoria del efecto

antiinflamatorio al administrarlo junto al corticoesteroide propionato de fluticasona.

6.4.3 Aumento de la expresion de genes antiinflamatorios dependientes de

corticosteroides como MKP1, CRISPLD2 y GILZ

Como ya se ha comentado, el efecto antiinflamatorio de los corticosteroides esta mediado, en

parte, por la promocion de la translocacidn nuclear de su receptor GRa a las regiones GRE

nucleares donde ejercerdn sus efectos moleculares activando la expresiéon de genes

antiinflamatorios.

En este trabajo observamos un incremento de la sefial GRE mediada por la combinacién de

propionato de fluticasona y dosis crecientes de bromuro de aclidinio (figura 45) lo que resultd

en efectos aditivos sobre la estimulacidn de genes inducibles por corticosteroides como MKP1,

CRISPLD2 y GILZ (figura 44), moléculas todas ellas implicadas en la modulacion de la respuesta

antiinflamatoria de los corticoesteroides.

La MKP1 (inhibidor enddgeno de las vias p38 MAPK, ERK y JNK) desfosforila e inactiva
diferentes quinasas activadas por mitégenos (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 asmaticos resistentes a GC es
la inhibicién de GRa a través de la fosforilacion del residuo de serina 226 de dicho receptor
(GR-Ser226) por p38, ERK1/2 o JNK1 lo que se traduce en una disminucion de la afinidad
GR-GC e inhibicion de la translocacién nuclear de GRa (163,203,204) (Bhavsar P. 2010,
Kobayashi Y. 2011, Mercado N. 2012). En este sentido nosotros analizamos en los
neutrofilos de sangre periférica de los pacientes EPOC el efecto de la combinacién de
bromuro de aclidinio y propionato de fluticasona en la expresién de MKP1, p-ERK1/2 y p-
p38 y de GR-Ser226 con respecto a la monoterapia con ambos farmacos y observamos

(figura 48):
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» que la combinacidon LAMA/CI potencié la inhibicion de p-ERK1/2 y p-p38 (que son vias
de transcripcion pro-inflamatorias) y por tanto disminuyd la fosforilaciéon del GR-
Ser226 mejorando la afinidad GR-GC, y

» que la combinacién también aumentd la expresién de MKP1 por encima del nivel

alcanzado con cualquiera de los farmacos por separado (figuras 44 y 48).

Resultados todos ellos que confirman el efecto aditivo antiinflamatorio de la combinacidn
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 proteina de secreciéon
con efectos antiinflamatorios en respuesta al estimulo por el LPS de la pared de la bacterias
gramnegativas tras su infeccion en humanos. El aumento en la expresién de CRISPLD2 (que
es uno de los mecanismos antiinflamatorios de los Cl) por efeto de los corticoesteroides
inhibe las respuestas pro-inflamatorias desencadenadas tras la unién del LPS con el
receptor tipo toll 4 (TLR4), reduciendo asi quizas las exacerbaciones de los pacientes EPOC
producidas por infecciones con bacterias gramnegativas (194) (Wang ZQ. 2009). En este
trabajo, tras el estimulo de los neutroéfilos de sangre periférica de pacientes EPOC con LPS
bacteriano previamente incubados con bromuro de aclidinio, propionato de fluticasona o
la combinacién de ambos observamos un aumento de CRISPLD2 mucho mayor con la
combinacion de bromuro de aclidinio y propionato de fluticasona que con los farmacos en
monoterapia, lo que puede explicar también, el efecto aditivo antiinflamatorio de la

combinacion de ambos farmacos (figura 44).

El gen inducible por corticosteroides GILZ inhibe la actividad transcripcional de NF-kB y AP-
1, que son los principales factores de transcripcién pro-inflamatorios (193) (Mittelstadt PR.
2001). Con respecto a la respuesta en la expresion de GILZ en los neutrofilos de sangre
periférica de los pacientes EPOC, de nuevo observamos que la combinacién de bromuro
de aclidinio y propionato de fluticasona aumenta su expresion, con diferencias respecto a

los farmacos por separado (figura 44).
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En resumen, los resultados presentados en este trabajo demuestran por primera vez que el
bromuro de aclidinio tiene efecto antiinflamatorio en los neutréfilos de los pacientes EPOC y
que consigue un efecto aditivo cuando se combina con propionato de fluticasona atenuando
la corticorresistencia de la inflamacién neutrofilica caracteristica de estos pacientes como

queda resumido graficamente en la figuras 49 y 50.
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Figura 49. Resumen de la patogenia de la inflamacion neutrofilica corticorresistente en la EPOC. El estrés oxidativo causado

por la exposicidn al humo de tabaco parece ser uno de los principales desencadenantes tanto:

e de la respuesta inflamatoria en los neutréfilos de los pacientes EPOC por la activacién de vias de senalizacion pro-
inflamatorias como la ERK1/2 y p38 que activan genes que codifican mediadores inflamatorios como IL-8, MMP-9, IL-1B,
GM-CSF,

e como de la corticorresistencia en estos pacientes al activar la via de sefializacion intracelular de la PI3K3.

Y paralelamente el humo de tabaco y el estimulo con LPS, a través del estrés oxidativo, se ha visto que son estimulos tras los

cuales las células inflamatorias como los neutrdfilos en los pacientes EPOC expresan receptores muscarinicos funcionales

(M2-M4) que a su vez participan también en la respuesta inflamatoria y activan la via de la PI3Kd contribuyendo también en

la corticorresistencia.
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Figura 50. Resumen grafico de los resultados obtenidos. La combinacion aclidinio — fluticasona tiene efecto antiinflamatorio
aditivo produciendo un reduccién mas eficaz de la liberacion de citoquinas que ambos farmacos en monoterapia y revierte
la corticorresistencia al bloquear al receptor M2 consiguiendo asi:

e lainhibicion de la activacion de la via PI3K5,

e aumentando la expresion de GRE y
e aumentando la expresion de genes antiinflamatorios dependientes de corticosteroides como MKP1, CRISPLD2 y

GILZ.

Por lo tanto, en vista de los resultados obtenidos, podria establecerse una justificaciéon
cientifica para la futura investigacion clinica con combinaciones de LAMA/CI en la EPOC, ya
que este trabajo se ha limitado a un andlisis in vitro de los posibles beneficios de esta

combinacidn y estos resultados requieren confirmacidn clinica.
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En los neutréfilos de sangre periférica y esputo de los pacientes EPOC existe una
activacion del sistema colinérgico no neuronal que participa en la respuesta

inflamatoria neutrofilica.

El bromuro de aclidinio, potente antimuscarinico de accién prolongada (LAMA),
produce in vitro una reduccion eficaz de la liberacidn de citocinas y metaloproteinasas

en los neutréfilos de pacientes con EPOC, poniendo en valor su efecto antiinflamatorio.

La combinacidn de bromuro de aclidinio y propionato de fluticasona muestra in vitro

un efecto aditivo antiinflamatorio en los neutréfilos de los pacientes EPOC.

La combinacién de bromuro de aclidinio y propionato de fluticasona revierte la
demostrada corticorresistencia en estos pacientes al aumentar las propiedades
antiinflamatorias dafadas de este ultimo fdrmaco y modulando algunas vias
moleculares implicadas en la corticorresistencia, mediante:
a. el aumento de la activacion de GRE mediada por propionato de fluticasona a
través del bloqueo del receptor M2,
b. inhibiendo la actividad de la PI3KJ,
c. aumentando la expresiéon de genes antiinflamatorios dependientes de
corticosteroides como MKP1, CRISPLD2 y GILZ, e

d. inhibiendo la fosforilaciéon de GRa 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/m?):
Tabaquismo >10a/p/d: SI NO Fumador actual: SI a/p/d

NO Afios exfumador:
Fecha de diagnéstico EPOC: Fecha toma de muestra estudio:
Espirometria: Fecha

FVC (% pred)
FEV1 (% pred)

FEV1/FVC
FEV1 postBD - FEV1 preBD <200 ml: SI NO
DLco (%) Fecha

Volimenes pulmonares estaticos: Fecha
TLC (% pred)
RV (% pred)

RV/TLC
Estadio GOLD
Gasometria arterial: Fecha
PaCO; (mmHg) PaO; (mmHg) pa02/FiO;

N¢ agudizaciones/afio en el Gltimo afio:

Tratamiento EPOC:

LABA SI NO Cual LAMA SI NO Cual

Corticoides inhalados  Cual Dosis

Inhibidores FD4 SI  NO Teofilina SI NO
FENOTIPO:

Grado de Disnea (mMRC):

CAT:
Escala modificada del Medical Research Council (MMRC)

0: disnea solo ante actividad fisica muy intensa

1: disnea al andar muy rdpido o al subir un cuesta poco
pronunciada

2: incapacidad de andar al mismo paso que otras personas de la
misma edad

3: disnea que obliga a parar antes de los 100 m, a pesar de
caminar a su paso y en terreno llano

4: disnea al realizar minimos esfuerzos de la actividad diaria
como vestirse o que impiden al paciente salir de su domicilio
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Calidad de vida: Cuestionario CAT (COPD Assessment Test)

Ejemplo: Estoy muy contento O ® O O O O

Estoy muy triste

PUNTUACION
' N ™
N s DO samprs o sionc
\, J \ J
' - . h N7 \
ngo el pecho
No tengo flema (mucosidacd)
completamente lleno de
e OOOO@DE) sompsctmence
\, N—
{ N '
No siento ninguna opresién Siento mucha opresién en el
en el pecho O O O O O O pecho
\ J J
4 ™\ ™\
Cuando subo una pendiente Cuando subo una pendiente
© un tramo de escaleras, OOOOOO © un tramo de escaleras, me
no me falta el aire falta mucho el aire
N
s N\ ™\
No me siento limitado para Me siento muy limitado
realizar actividades O O O O O O para realizar actividades
domésticas domésticas
\_ J
( segu No me siento nada seguro )
rai:‘:“mar der:,a:'f::::i;s:e al salir de casa debido ala
pes OOEOEEE)  accion pmonar aue
pulmonar que padezco padezco
\ 7\ J
4 N [ ™\
Tengo problemas para
Duermo sin problemas O O O O O O dormir debido a la afeccién
Imonar que ezco
\ pu que pad
' 4 ™
Tengo mucha energia O O O O O O No tengo ninguna energia
\ J J
SR
El cuestionario de evaluacion de la EPOC CAT y su logotipo es una marca registrada =
del grupo de compafiias GlaxoSmithKline. PUNTUACION
© 2009 Grupo de compafiias GlaxoSmithKline. Reservados todos los derechos. -'-OTAL
Last Updated: February 26, 2012 \
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ANEXO 2. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL PACIENTE

TiTULO DEL ESTUDIO: Anilisis de los efectos antiinflamatorios del bromuro de aclidinio sobre
los neutréfilos de pacientes con EPOC: una aproximacion a los mecanismos de
corticorresistencia

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Angela Cervera Juan
CENTRO: Fundacion de Investigacion Hospital General Universitario de Valencia

INTRODUCCION. Nos dirigimos a Ud. para informarle sobre un estudio de investigacion,
aprobado por el Comité Etico del Hospital General Universitario en el que se le invita a
participar. Nuestra intencion en tan sélo que Ud. reciba la informacion 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 atencidn, pudiendo consultar con las personas que considere
oportuno, y nosotros le aclararemos las dudas que le puedan surgir.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

Debe saber que su participacion en este estudio es voluntaria, y que puede decidir no
participar, o cambiar su decision y retirar su consentimiento en cualquier momento, sin que
por ello se altere la relacién con su médico ni produzca perjuicio alguno en su tratamiento.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

e (En qué consiste? ¢Qué objetivo persigue? El estudio consiste en analizar el efecto
antiinflamatorio de la medicacion bajo investigacion y que estd aprobada para
utilizarse en su enfermedad en células sanguineas.

e La metodologia ¢en que consisten las técnicas a las que se sometera al paciente, como
por ejemplo extracciones de sangre, biopsias, electrocardiograma...?éicon qué
frecuencia se realizaran? Personal cualificado le extraera le extraera 10 ml de sangre
en una sola ocasién, mediante un pinchazo en una vena del brazo.

e (Cuantas visitas y pruebas complementarias necesitara? ¢Cuales se van a hacer de
forma extraordinaria por su participacién en el estudio? Una unica visita. No sera
necesaria ninguna visita complementaria a su médico

e (Cuantos pacientes se van a incluir? Se incluira el mayor nimero de pacientes posibles

BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO.

Los inconvenientes y riesgos derivados del estudio, podrian ser, hematoma (moratén), en la
zona del pinchazo.

El beneficio que podra obtener usted y otros pacientes es un tratamiento mas eficaz que el
actual para su enfermedad.

CONFIDENCIALIDAD Y TRATAMIENTO DE DATOS

166



El tratamiento, la comunicacién y la cesién de los datos de cardcter personal de todos los
sujetos participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica 15/99 de 13 de diciembre
de proteccion de datos de caracter personal. De acuerdo a lo que establece la legislacion
mencionada, usted puede ejercer los derechos de acceso, modificacién, oposicién y
cancelaciéon de datos, para lo cual se debera dirigir a su médico del estudio.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cédigo y sélo su médico
del estudio / colaboradores podran relacionar dichos datos con Usted y con su historia clinica.
Por lo tanto, su identidad no sera revelada a persona alguna.

El acceso a su informacidn personal quedara restringido al equipo investigador del estudio /
colaboradores, autoridades sanitarias (Agencia Espafiola del Medicamento y Productos
Sanitarios), al Comité Etico de Investigacién Clinica 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 legislacién vigente en nuestro
pais. Los datos estaran protegidos por la Ley 15/99 de Proteccion de Datos de Caracter
Personal.

La muestras de sangre que nos aporta, serd centrifugada para extraer el plasma, sera este
plasma el que se utilizara para el estudio. El propietario de esta muestra es el investigador
principal y se custodiara en la Fundacién de Investigacién del Hospital General de Valencia,
durante un minimo de 3 afios. Unicamente se utilizard la muestra para este estudio.

La responsable del estudio, Angela Cervera Juan del servicio de Neumologia del Hospital
General Universitario de Valencia (TF XXXXXXXXX) estard a su disposicion para cualquier duda
gue tenga sobre la naturaleza del estudio y destino de las muestras.

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado. He podido hacer preguntas sobre el
estudio. He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

Comprendo que mi participacién 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.

|21 o -

Firma del participante: ......ccuveeeiiiieiiee e
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Non-neuronal cholinergic system @
contributes to corticosteroid resistance in

chronic obstructive pulmonary disease

patients

Javier Milara'**"""_angela Cervera™, Alffedo de Diego®, Celia Sanz™®, Gustavo Juan®, Amadeu Gawaldy’,
Montserrat Miralpets”, Esteban Mordllo™® and Julie Cortljo®5®

Abstract

Background: Inhaled corticosteroid (C5) with long-adting beta-2 agonists i a well-documented combination therapy
for chionic obstructie pulmonary disease §00PD) basad on its additive anti-inflam matory properties. By contrast, the
recommendation of -5 in combination with long-acting muscarinic antagonist {LAMA) & not evidence-based. In this
study, neutrophils obtained from COPD patients were used to compare the anti-inflammatory effects of aclidinium
bromide {a long-acting musc@iinic antagonist) with coricosteroids and their potential additive effect.

Methods: Human sputum and blood neutrophils wers isolated from haalthy indiiduals (0= 37), patients with stable
COPD {n=5) and those with exacerbated COPD {(n= 16). The cells were incubated with corticostenid fluticasone
popionate (L1 nM-1 ph), adidinium bromide (01 nk-1 pM) or a combination thereof and stimulated with 1 pg of
lipopolysaccharide/mlor 5 % cigarette smoke extract. Levels of the pro-inflammatony mediators interkeukin-8, matrix
metalloproteinase-, GCL-5 granulocyte-macrophage anlony-stimulating factor and imerleukin-13 were measured and
the mechanizmes of coticostenoid resistance evaluated at the end of the incubation.

Results: The non-neuronal cholinemgic systam was over-sxpresed in neutraphils from GOPD patients, as evidenced by
increases in the expresion of muscarinic receptors (M2, M4 and M5, choline acet'g.-irransfe-afe and vesicular acetylcholine
transporter. Adidinium bromide demonstrated anti-inflammatory effects on neutrophils from COPD patients, evesing
their resisance to corficosteroids. Additive effects of combined aclidinium bromide and fluticasone propionate in
bloding M2 receptor levels, inhibiting phasphoinasitide 3kinase-8 and enhanding the glucomorticoid response element
transcription factor wer demonstated and were accompanied by an inoesse in the cotioosteroid-induced expressan
aof anti-inflammatory-rated genes.

Conclusions: LAM As potentiate the anti-inflammatory effects of cortimstennids in newtrophils from COPD patients
in witrg, thus providing a sdentific rationale for their use in combination with corticostenoids in the treatment of COPD

Keywards: Neutrophils, COPD, Cortioosteroid resistance. Adidinium bromide, Mon-neumnnal cholinergic system
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Background

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) s char-
acterised by airway and systemic inflammation leading
to alrway mremodelling and obstruction that are not
comipletely reversible. The current first-line malnte nance
treatment for COPD involves the wse of bronchodilators,
including long-acting muscarinic antagonists (LA MASs)
and long-acting beta agonists (LABAs). Inhaled cortico-
sterolds (IC5), despite their good activity in asthrma, are
much less effective in improving hing function and have
little or no effect in controlling the underlying chronic
Inflamration in COPD [1]. Combined theraples, consst-
ing of ICS + LABAs, LABA +LAMA, as well as LAMA
maonotherapy are common options for COPD patients at
increased risk of an exacerbation of moderate gymptoms
[2—4]. Trple therapy based on IC5 in combimation with
LABAs and LAMAs s indicated in patients with severe
COPD who are at dsk of disease exacerbation [5]. In the
latter patients, the effective agents include the
phosphodiesterase 4 (PDE4) inhibitor roflumilast, an
anti-inflammatory agent used to reduce exacerbations of
chronic bronchitis [6].

The rationale for drug combimations to achieve additive
or synergistic effects in the treatment of COPD comes
from dinical randomised studies and can be explained by
pharmacologic molecular interactions. Thus, for example,
LABAs increase corticosterold responsivensss by revers-
ing glicocorticold receptor alpha (GRa) phosphordation
at serne 226 (Ser22s) and promotng GRx nuclear
translocation [7, 8). Recent evidence indicates that LABAs
reverse corticosterold insendtivity by atteruating oxidative
stress and inhibiting phosphoinesitide-3-kimse delta
(PEES), thus allowing the efficient action of higtone
deacetylase-2 (HDAC2) and GRa [9]. These mechanisms,
which are shared with theophyline [7] and, a shown
recently, roflumilast [10], explain the dinical benefits of
combination therapy to improve cortoosterid anti-
inflammatory effects in COPD. However, the use aof
LAMAs = ICS is thus far not evidence-based, although its
potential efficacy s suggested by the current Global Initia-
tive for Chronie Obstructive Lung Disease (GOLD 2015)
guidelines.

COPD is associated with increased pulmonary vagal ac-
tivity [11). Muscarinic antagonists are effective drugs for
the treatment of COOPD because their anticholinergic
effect results in the relamtion of airway smooth muscle
[12]. In addition, a non-neuronal cholinergic system has
been demonstrated in human airway epithelial cells [13,
lung fibroblasts [14], alveolar macmophages [15] and spu-
tum neutrophils [16] and represents a previously unap pre-
chited regulatory pathway in pulmonary inflammation and
remodelling. Because dysfunction of the non-neuronal
cholinergic system appears to be involved in the patho-
physiology of COPD [17], the potential anti-inflamematory
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and anti-remodelling efects of muscannic antagonists,
shown in predinical models [18], may be of added value
to their established bronchodilation in the management of
chronic respiratory diseases. The persistent activation of
neutrophils, a5 the primary effector cell invalved in the in-
flammatory process of COPD, contrbutes to its pathogen-
esis [19]. Current ant-inflamrmatory theraples based on
corticosteroids  poorly regulate neutrophi  activation,
which has limited their dinical effectiveness [10, 20]. The
aim of this study was to provide sdentific evidence of the
anti-inflammatory effects of the anticholinergic agent adli-
dinium bromide in the corticosterald-insendtive neutro-
phik from ODPD patients. Our results provide suppart
for the sdentific mtionale regarding the use of combined
LAMAs and ICS therapy in patients with COPD.

Methods
All reagents were obtained from Sigma-Aldrich (5t Louis,
MO, USA)Y unless otherwise stated

Patients

Sputum neutrophils, peripheral blood neutrophils and
whaole blood were obtained from ODPD patients who
were smokers and from healthy non-smoking controls.
The study popubition consisted of 51 patients with
stable COPD, defined according to the 2013 GOLD
guidelines, 16 patents with severe emcerbated COPD
and 37 age-matched non-smoking healthy controls with
normal lung functon. Neutrophils from patients with
stable COPD were used in the mechanistic experiments,
and those from patents with exacerbated COPD to
measure the basal expression of non-newronal choliner-
gic compaonents in neutrophile. All patients with exacer-
bated disease were hospitalsed because of alrway
bacteral infections, confirmed by bactedological analysis
of bleod and sputum. Cell samples from patients with
exacerbated OOPD were collected before starting treat-
ment with oral corticosteroids. The minimum washout
period in stable COPD patients for sampling sputum or
blood was 4 days, which avoided effects of chronic medi-
cation on the results. All COPD patlents were current
smokers and had bronchitie. In the patients with stable
COPD, there were no diEease exacerbations within
2 weeks pdor to sample collection. Routine lung
function tests were performed to evaluate forced vital
capacity (FVC), forced expiratory volume in one second
(EEV1) and FEVL/FVC ratio usng a Vitalograph® ofll
spirometer (Vitalograph, Maids Moreton, UK). The din-
ical features of the gudy populstion are summanised in
Table 1. This project was approved by the local Ethics
Committee of the Univesity General Hospital of
Valencia, Spain Written informed consent was obtained
from each patient or volunteer before starting sputum/
blood sampling and lung function testing.
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Tabile 1 Jinical feanwes. COPD: chaonic obsiructive pulmonany disease; FBV - forced expiamony volume in one second, PV forced
wital capacty; Packyr =1 year smoking 20 cgamtiecday. Dara as mean + 500 9P < 008 relaed 1o Healty subjects
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Bscmndng imhalsd stemids na i} . 16

Recening theopiylines, na a a a

Recendng long-actng bi-agonist, na a a3 16

Recendng amtichainengics, na. i} 41 13

Total peripherd plood neuraphils 42403 x 100 824 13x10°0" 99402 x 10°L"

Human neutraphil solation

Meutrophils were isolated from peripheral venows blood
and cultured as previously outlined [21], using 3 % dex-
tran 500 (in 0.9 % aline) together with Ficoll-Pague His-
topague 1077 (Amersham Pharmaca Biotech, Barcelona,
Spain) at a ratho of 2:1. The neutrophil preparations were
97 % pure & assessed by Glemsa staining and had via-
bility of =%% % as measured by trypan blue exdusion.
Meutrophils from spontanecus sputum (-2 ml) were ool-
lected from patients with stable and exacerbated COPD
and processed with dithiothreltol wsing  established
methods [22]. Sputum cell pellets were resuspended in
RPMI 1640 supplemented with 10 % foetal calf serum,
1 % penicillin-streptomycin and 1 rmmolL-glutamine/ T
at a concentration of 1= 10° cellsiml An aliquot con-
taining 4 = 10" cells was incubated on a 24-well plate for
1 hoat 37 °C in humidified 5 % C0O, Prepamtions con-
taining < 95 % neutrophik were discarded. Neither the
purity nor the wvability of the cell preparations was af-
fected by the different experimental conditions of the

study.

Preparation of dgarette smoke extract solutions

Clgarette smoke extract (C5E) was prepared as previ-
ously outlined [23]. Briefly, the smoke of a mesearch
cigarette (2R4F; Tobacco Health Research, University of
Kentucky, Lexington, KY, USA) was generated by a re-
spiratory pump (Rodent Respirator 680 Harvard Appar-
atus, March-Hugstetten, Germmany) through a puffing
mechanism mimicking the human smoking pattern (3
puffsimirg 1 puff 3% mk each puff of 2 s duration,

0.5 cm above the filter) and was bubbled into a flask
containing 25 ml of pre-warmed (37 “C) EPMI 1640 cul-
ture medium. The resulting CSE solution was considered
as 100 % (SE and used for experiments within 30 min
of preparation. CSE 10 % cormesponded approximately to
the exposure assocated with smoking two packs of dga-
rettes per day [24]. To test for oytotoxicity/apoptosis in-
duced by (SE isolated neutrophils were treated with
CSE concentrations of up to 5 % for & b No significant
difference in the lactate dehydrogenase level (lactate
dehydrogenase coytotoxicity assay, Cayman Chermnical,
Madrid, Spain) or annexin V-FITC was observed
between the CSE and contral groups (data not shown).

Cell stimulations and cytokine assays

Sputurmn and peripheral blood neutrophils were adjusted
to 500 » 10° cells per well in 24-well plates and incubated
in RPMI 1640 for 1 h at 37 *C 5 % 0Dy, The cells were
then left untreated or treated with long-acting ruscarinic
antagonist aclidinium bromide (01 nd-1 phd Aleieall
Laboratones, Barcelona, Spain), muscarinic antagonist at-
ropine (01 ndM-1 ), comticosterald luticasone proplon-
ate (L1 nh-1 pM), long-acting beta 2 agonist frmaotemnl
(0,01 nM-100 nM}, long-acting beta 2 agonist salmeternl
(0.1 nM-1 pM), the muscarinic receptar type 3 (M3) in-
hibitor p-Ausre-hexahydrosilad fenidol (pFHHS; 10 nM,
1 pM), the M2 inhibitor methoctmmine (100 b, 1 ph),
the PEBE inhibitor LY294002 (1 pM) or the nicotinic re-
ceptor antagonist hexamethonium (100 pM) for 1 h before
they were stimulated with 1 pg of lipopolysasccharide
(IPSml), CSE 5 % or 10 pM carbachol In other
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experiments, 10 U of acetykcholinesterase (ACheE )/ ml
was added 1 h before the stimulus to remove extracellular
acetyfcholine and during the &-h period of LPS or CSE
stimubtion CSE 5 % was selected as a stimulus in sputum
neutrophik because LPS alone did not increase intedeukin
{IL)-8 levels over basal values, as previoudy reported [25].

The stimuli and dmigs were incubated together with
the cells for 6 b Supernatants were collected and centd-
fuged at 120 = g for 5 min. The cell-free supernatant was
used to measure [L-8, metalloproteinase-9 (MMPD),
CCL-5, granulooyte-macrophage colony-stimulating fac-
tor (GM-CSF) and [L-1[5 Cellular extracts were used to
measure mBENA apression after & h of cell stimulation.
IL-8 levels were measured using a commerdally avail-
able enzyme-linked Immunosorbent assay kit for IL-8
(R&D Systerns, Mottingham, UK) according to the man-
ufacturers protocol MMP9, CCL-5, GM-CSF and IL-1
were measured using LUMINEX technaology, in accord-
ance with the manufacturers protocol

Real-time RT-PCR and siRNA experiments
Total RNA was isclated from sputum or peripheral
blood neutrophils wing the TriPure® kolation reagent
(Roche, Indiarapalis, IN, USA) The integrity of the
extracted RNA was confirmed with Bioanalyzer (Agilent,
Palo  Alto, CA, USA) Reverse framscription was
performed using 300 ng of total RMA with a Taghlan
reverse tramecription kit (Applied Biosystems, Perkin-
Elmer Corporation, CA, USA). ¢DNA was amplified
using specific primers together with probes predesigned
by Applied Biosystems for organic tmnsporter cation 1
(OTCL cat no. HeD0222691_ml), OTC2 (cat no.
Ha01010726_m 1), OTC3 (cat. no. Hab0427552_ml), cho-
line acetylransferase (ChAT; cat. no. HaZ32848_ml),
high-affinity choline  tramsporter  (ChT1: et no.
HaD0X22367_ml) M1 (cat no. He00265195 s1), M2 (cat.
no. Hs(RE208 s1), M3 (cat. no. HsD0265216 s1), M4
(cat. no. HeO(265219 s1), M5 (cat no. HsDO255278 s1),
2 adrenergic receptor (B2ZADR; cat no. HeD0240532 sl ),
vesiaular acetylcholine  transporter (cat. no. VACHKT;
Ha26E179 51), macrophage migration inhibitory factor
(MIF; cat. no. HaD0XI69ER), mitogen-activated protein
kimase phosphatase 1 (MEP-1; cat. no. Hsd06el(256),
PBE-6 (cat. no Hsd0192390), HDACY (cat. no.
Ha00231032), GRa (cat no. He00353740_ml), cysteine-
rich secretory protein LOCL  domain-containing 2
(CRISPLDY; cat. no. HaDIX30322_ml) and glucocorticoid-
induced leucine zipper (GILZ; cat. no. Ha0060EX2 ml)
genes in a TO00HT Fast Real-Time PCR system (Appled
Biosystermns) usng Undvesal Master Mix (Applied
Blosystens).

Expression of the target gene was reported as the fold in-
crease or decrease relative to the expresdon of GAPDH as
an endogenous contral (Applied Biosysterng 4310884E).
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The mean value of the replicates for each sample was cal-
culsted and expressed as the cyde theeshold (Ct). The
level of gene expression was then caloulated as the differ-
ence (ACE) between the Ct value of the target gene and the
Ct value of GAPDH. The fold dwa.n?!sln the target gene
mBENA levels were expressed as A

Srmall  interfering BMA  (siEMA),  including  the
scrambled sRMNA control, was purchased from Ambion
(Huntingdon, Cambridge, UK). Cultured human bron-
chial epithelial cells Beas2B were transfected with 50 nM
of a commercial sRMNA againg the M2 (PN 4392421;
Ambion, Auwstin TX, USA) or M3 (PN 4390815
Apmblon, Austin TX, USA) gene or with 50 oM of the
siBNA control (Ambion, Huntingdon, Cambridge, UK)
in serum-free and antiblotic-free medium After & b, the
medium was aspirated and replaced with medium con-
taining serum for a further 48 h Lipofectamine- 2000
(Invitrogen, Paisley, UK), at a fimal concentration of
2 pgiml, was wsed as the transfection reagent.

Glucocorticold response element transfection assay
BeaslB epithelll cell were seeded (40,000 cells/well)
and cultured for 24 h under a 5 % ODyfair atmosphere
at 37 °C in %6-well plates containing Dulbecco’s modified
Eagles medium (DMEM). The Cignal GRE meporter
assay kit (Qlagen, cat no. 336841) was used to monitor
the activity of glucocorticold receptor-induced signal
transduction pathways in cultured cek, following the
manufacturers indications. First, the cells weme
transiected with M2- ar M3-gene-targeted siRNA or the
scrambled sRMA control as described above After 24 h,
the cells were transfected with Cignal reporter (100 ng),
the Cignal negative control (100 ng) and the Cignal posi-
tive contral (100 ng) in Opt-MEM serum-free culture
medium using Lipofectamine 3000 (Invitrogen) as the
translection reagent. Subsequently, the celk were incu-
bated with the transfection reagents at 37 T ina 5 %
OOy incubator for 16 h and then pre-incubated for an-
ather & h with different fluticasone proplonate and drug
comblmations at different concentetions in DMEM.
After the second &-h incubation, the luciferase assay
was developed using the Dual-Lucdferase Reporter Assay
system (Fromega, cat no. 1910) following the manufac-
turers protocol. In brief, the growth medium was
removed from the cultured cells, which were then
washed gently with phosphate-buffered saline [PES)
After complete removal of the rinse solution, passive
lysie buffer 1x was added The culture plate was then
pliced on an orbital shaker for gentle shaking at room
temperature for 15 min The ludferase assay reagent [I
(LAR II) was prepared by resuspending the provided lyo-
philised luciferase assay substrate in 10 ml of the sup-
plied lucferase assay buffer IL One hundred microliters
of LAR Il was predispensed into the appropriate number
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of wells of a white 96-well plate, followed by 20 pl of cell
Iy=ate and mixing by pipetting two or three times. The
assay plte was phoed in a luminometer (Victor
Luminometer, Pedkin-Elmer, Madrid, Spain) and firefly
luciferase activity was measured. Just before use, the
Stop & Glo reagent was prepared by diluting 1 wolume
of the Stop & Glo substrate with 50 wolumes of Stop &
Glo buffer. After the measurement of luciferase activity,
100 il of Stop & Glo reagent was dispensed in the corre-
sponding wells and a second luminometer reading was
initiated, recording Renilla luciferase activity. The data
are expressed as 2x the GRE-reparter fold induction of
luciferase relative to that of unstimulated cells.

Western blot
Western blot amalysik was wsed to detect changes in
p-ERKL/2, p-p38, MEPLl and phospho-sedne 236-GR.
Neutrophils incubated in RPMI 1640 were treated with
fluticasone propiomate, adidinium bromide or a combin-
ation thereof for 1 h and stimulated with LPS for
30 min The cells were then centrifuged and total
protein was extracted as previously outlined [26].
Electrophomesis was carried out using 20 pg of protein
(deratured) and a molecular mass protein madeer (Bio-Rad
Kaleidoscope madcer; Bio-Rad Laboratores Lid) loaded
ontoan acrylamide gel consisting of a 5% acrflamide stack-
ing gel and a 10 % acevlamide resclving gel. After dectro-
phoresis at 10 V for 1 h, the proteins were transferred
from the gel to a polyvinylidene difluoride membrane using
a wet blotting method. The membrane was blocked with
5 % Marvel in PBS containing 01 % Tween2d (PBES-T)
probed with a rabbit anti-human p-ERK1/2 (1:1000) anti-
body (monodonal antibody; Cell Sigraling, Boston, MA,
USA; cat. no. 43765) and nommalised to total rabbit anti-
human ERKL2 (1:1000) antibody {monoclonal antibody;
Cell Signaling; cat. no. 4693); mbhit ant-human phospho-
P38 (11000} antibody (monodonal antibody; Cell Signaling;
cat. no. 4631) normalised to total mbbit ant-human p38
(1:1000) antibody (monocknal antibody; Cell Signaling: cat.
no. 9212% mbbit ant-human polydonal MEPL (1:1000)
antibody (Assay Biotech; cat. no. B109) nomalised to total
miouse anti-human factin (1:10000) antibody (monodonal
antibody; cat no. AL9E; Sigrma) or rabbit anti-homan
polyclonal phospho-GR-Ser226 (1:1000) antibody (Novus
Biologicak, Littleton, CC, USA; cat no NBLOO-925440,
rabbit ant-human polyclonal M1 (1:1000) antbody (Sigoma;
cat. mo. MOBOR), rabbit anti-huan pobelonal M2 (11000
antibody (Sigma; cat no. M9358), rabbit anti-human
polyclonal M3 (1:1000) antibody (Sigma: cat. no. MO19%4),
mouse ant-human monocloral M4 (L1  antibody
(Merck Milipore, Madrid, Spairc cat no. MABL578), or
rabbit anti-human pohbclonal M5 (1:1000) antibody (Movus
Biologicals; cat no. NMEPL-00907) normalised to mouse
anti-human  monoclonal GRa  (L1000) antibody  (BD
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Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA; cat. no. 611227 The
enhanced chemiluminescence method of protein detection
(BCL Plus Amersham GE Healthcare, Little Chalfont, TTK)
was used to detect bhibelled proteins Protein expression was
quantified by densitometry relative to normalised antibody
expression using the software GeneSnap version 608, The
results are expressed as ratios of the endogenous controls

4% appropriate.

PI3KE activity

To measure PIKS activity, neutrophis from COPD pa-
tients were kolated and then incubated with aclidinium
bromide (10 nM), atropine (100 nb{), LY294002 (1 uM),
methoctramine (1 pM) or pFHHSI (1 pM) for 1 h. The
cells were stimulated with LPS for 30 min and then cen-
trifuged Total protein was extracted and the amount
measured wsing the Bio-Rad assay (Bio-Rad Laboratories
Ltd., Hemel Hempstead, UK) to ensure equal amounts
(300 pg) in the immunoprecipitation reaction with
anti-PI3-kinase & antibody (pll(& ab32401; Abcam,
Cambrdge, UK). PBK activity was measured using the
PI3-kinase activity ELISA (cat. no. k-1000s; Echelon Bio-
science, Salt Lake City, UT, USA), in accordance with
the mamufacturers protoml In brief, PI3-K reactions
were run with the dass I PI3-K physiological substrate
PL [4, 5] P2 (PIP2). The enzyme reactions, PIP3 stan-
dards and controls were then mixed and incubated with
PIP2 binding protein, which is highly spedfic and
sensitive to PIP3. This mixture was transferred to a
PIP3-coated microplate for competitive binding and the
amount of PIP3 produced by PI3-K was then detected,
using a peroxidase-linked secondary detector and col-
ourimetric detection, comparing the erzyme reactions
with a PIP3 standard curve. The results are expressed as
prol PI[3-5] Py per mg of protein.

Data analysis

The data were subjected to a parametric analysis, with
p <005 considered indicative of statistical significance.
Parametric data are expressed as the mean = 5D of n ex-
periments using a Student’s t-test and one-way or two-way
anmalyss of varlance (ANOVA) followed by a Bonferrond
post hoo test. The concentration of adidinium bromide,
fluticasone propiomate, formoteral or salbutamaol produ-
cing 50 % inhibition (ICsy was calcubited from the
concentration-response curves by nonlinear regression in
neutrophils fiom healthy individuak and COPD patients.

Results

Basal activation of non-neuronal cholinergic system com-
ponents in neutrophils from COPD patients

Bazal levels of the mRNA and protein of muscarinic re-
ceptor subtypes M2 and M4 were expressed in neutro-
phik from healthy individuals and from patients with
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stable COPD and induced in neutrophik from patients
with exacerbated disease, in both peripheral blood and
sputum (Fig 1). M3 and M5 were detected at low levels
but induced in neutrophils from patients with exacedwated
COPD, while M1 expresdon was virtually absent. ChAT,
the enzyme responsible for the generation of intracellular
acetylcholine, was detected in blood and sputum
neutrophile from healthy individuals and increased in
COPD patients (Fig. 1). VACKT, responsible for loading
aceticholine  into  secretory  organelles, was ower-
expressed in neutrophik from COPD patients (Fig. 1)
(HCTY, the transmembrane protein that transports acetyl-
chaoline, was detected at low levels but increazed in COPD
patients, while OQCT2 and OCT3 were not detectad
(Fig. 1), nor was the high-affinity choline tensporter
ChTL. Beta 2 adenoreceptor ([2-ADR) was detected in
neutrophils from healthy donors and over-expressed in
neutrophiks from COPD patients, while there was no dif-
ference in GRa expression between groups. By contras,
MEP1 was down-regulated in neutrophils from patients
with stable and exacerbated COPD (Fig. 1)

Inhibition of neutrophil response by adidinium bromide
and fluticasone proplonate

In peripheral blood neutrophils from healthy controls,
fluticasone proplonate (0.1 nM-1 pM) concentration-
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dependently inhibited the oytokine secretion induced by
LPS (1 pgiml) nearly completely suppressing [L-8,
MMP9, GM-CS5F and to a lesser extent IL-1f and
CCL-5 secretion (Fig. 2a, Additional file 1: Table SEL)
By contrast, the inhibitory efiect of fluticasone propion-
ate was impaired in neutrophils from COPD patients,
with less than half of the percent maximum effect ob-
served in healthy control neutrophils; the exception was
CCL-5 (Fig. 2a, Additional file 1: Table SE1). Aclidinium
bromide was less effective than Auticasone propionate in
inhibiting cytokine secretion in neutrophils from healthy
individuals, achieving 72, 50, 46, 39 and 33 % of the
maximal inhibition for [L-8 MMP2, [L-15, CCL-5 and
GM-CSE, respectively; however, in neutrophilk from
COPD patients, it echibited similar inhibitory effects. In
sputum neutrophis from COPD patients stimulated with
CSE 5%, < 40 % of maxina] [L-8 inhibidon was achleved
with fluticasone propiomate (Fig. 2b, Additional file 1
Table SE1), whereas adidinium bromide concentration-
dependently inhibited CSE-induced [L-8 secretion in spu-
tum neutrophik of COPD patients with similar potency
and maximal effects observed in peripheral neutrophils
from healthy and COPD patients. Adidinium bromide
akso significantly inhibited bazal [L-8 secretion in unstimu-
lated sputum cells (Fig 2b, Additional file 1: Table SE1)
Formoternl exerted pro-inflammatory effects on [L-8,
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Fig. 1 Expression of non-neumona chainegc sysiem mmpanm s n homnan nevraphil fom healthy mnimls and 00 s with stanles
and evacerinied diseme a Penphenl bood or b spusum neutropiils wese iscbiesd Som hed$y mors 0 = 24) and patens with salbe (n= 1) and
eorerinaterd fn = 16 0P mANA expreion wes messure by AFACA and quantified acooding to the ol rrethiod, Wi sremnn of the
housskeening gene GAPDH serang = an imemal ool Proten sopresson wes messueed by wesiem bint and quantiied s on #he mersty of $e
taget proten and $he menad conral B-acin Representate images ane shown. Data aee preserred & the mean 50 Oneway repesied messmes
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GM-CSF and IL-1f secretion in both peripheral blood
and sputum neutrophil from healthy controls and COPD
patients (Fig. 2b, Additional file 2: Figure 5El and
Additional file 1: Table SE1), while salmeteml showed
weak inhibitory or pro-inflammatory effects depending on
the measured oytokine (Fig. b, Additional file 2: Figure
SE1 and Additional file 1: Table SE1). The pro-
inflammatory actions of formoteral and salmeterol were
inhibited by propranclol, which implied a role for f2-ADR
(data not shown).

Effect of the combination of aclidinium bromide and
fluticasone proplonate on neutrophil response
Whether the anti-infammatory effects of adidinium brom-
ide and fluticasone proplonate are additive was tested using
suboptinmal concentrations of the drugs based on their
concentration-dependent inhibitory curves. In peripheral
blood neutmphis, the combination of futicasone propion-
ate (1 nM) and adidinium bromide (10 nM) showed
additive effects, resulting in nearly 50 % inhibition of LPS-
induced [L-8 CCL-5, GM-CSF and [L-15; but not MMPS
{Fig 3). Suboptimal concentrations of fluticasone proplon-
ate in combiration with 100 M of the M2 inhibitor meth-
octamine [F] reproduced the additive effects observed
with aclidinium bromide, whereas this was not the case
with the M3 inhibitor pFHHSIA (Fig. 3). Similr results
were obtained in sputum neutrophils fom COPD patlents.

Non-neuronal cholinerglc activation in neutrophils from
COPD patients

The muscarinic receptor agonist carbachol was used asa
stimulus to explore functional muscarinic receptor
activation in neutrophils. Carbachal (10 pM) induced
IL-8 release in isolated blood and sputum neutrophis.
This effect was concentration-dependently inhibited by
aclidinium bromide but not by hexamethonium (Fig 4),
which ruled out the involvement of nicotinde receptors.
To eliminate the contribution of extracellular acetdcho-
line to neutrophil activation acetdcholinesterase was
added 1 h before and again durdng neutrophil stimula-
tion with LIPS or (SE Acetylcholinesterase attenuated
the [L-8 release induced by LPS in peripheral blood new-
trophils and by CSE in the sputum neutrophils of COPD
patients, suggesting a role for extracellular acetylchaline
in neutrophi activation (Fig. 4).

Mechan isms involeed in the improved antHinflammatory
effects of fluticasone proplonate when combined with
adidinium bromide in neutrophils from COPD patienits

In peripheral blood neutrophis fom OOPD patients, the
combimation of fluticasone propiomate and adidinium
bromide did not affect the expression of corticosterid
modulator molecules induding macrophage  migeation
inhibitory Gctor (MIF), HDACZ and GRa However,
together the two drugs increased the expresgon of the
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corticosterold-induchble genes MEPL, CRISPLID2 and GILE
to a greater extent than achieved with fluticasone propion-
ate monotherapy (Fig. 5), consistent with the increased acti-
vation of the gucocorticold response element (GREL

To corroborate this hypothesis, bronchial epithelial cells
BeasIE were tmmicted with a GRE reporter construct.
Treatment of these IxGRE-BeaslBE reporter celk with
dexamethasone (11 nM-1 pM) for & h induced GRE-
dependent transcription in a  concentration-dependent
manner (Fig ). Nelther adidinium bromide nor at ropine
as monotherapy modified the GRE signal (Fig. fa), whereas
it was increased significantly by combinations of increasing
concentrations of adidinium bromide, atropine or the PI3K
inhibitor IY 24002 with a ficed (1 nb) concentration of
fluticasone  propionate (Fig. 6b). Similar results wene
obtained with combinations of ficed concentrations of adi-
dinium bromide (10 ab)or LY29002 (1 pM ) with increas-
ing concentrations of fluticasone propiomate (Fig. 6c). In
SiRNA-M2  cels, futicasonepropionate-induced GRE
activation was higher than in siRNA-M3 or control
siRNA[-) cells, suggesting the patticipation of M2
receptors (Fig &d). Aclidinium bromide, atropine, methoc-
tramine and LY24002 (but not pFHHSI) inhibited
LPS-induced PREKS activity in COPD blood newtrophils

(Fig. 6e). Additional mechanistic investigations showed that
adidinium bromide in combimation with fluticasone propi-
omte potentisted the inhibiion of p-ERKLL, p-p3f and
GRserX6 and increased the expresion of MEKPL over the
level achieved with either drug alone (Fig 7).

Discussion

This study provided novel evidence of the additive amt-
inflamuratory properties of adidinium bromide and futica-
sone proplonate in neutrophs from COPD patients. It thos
establishes a scentific rationale for future clinical research
with ICS/TTAMA  combinations in ODPD. We ako
demonstrated activation of the non-neuronal chalinergic
sysem in the blood and sputum nevtrophik of COPD
patients and the effective reduction of cytokine and
metalloproteinase release in adidinium-bromide-treated
neutrophils from COPD patients. The combinstion of
adidinium bromide and fluticasone propiomate increased
the div pead ped @it -l reato v properties of the latter drug
by a medanian involving the inhibition of GRa phos-
phorvation at Ser-X26, the enhancement of fluticasone-
propionate-mediated GRE acthation and the expression of
coticosterld-dependent ant-infammatory genes incud-
ing MEP1, (RISPLD 2 and GILZ
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In the treatment of mid to severe COPD, ICS in com-
bination with LABAs plivs an essential mle in patients at
risk of disease exacerbation Although recent randormised
clinical trials showed that ICS withdrawal did not increase
the number of exacerbations in patients with severe
COPD under LABA/LAMA/CS triple therapy [28], the
reduced FEV1 and impaired quality of life after IC5
cessation provided evidence of the benefit of ICS in COPD
|28, 29]. However, ICS monotherapy & not indicated; in-
stead, the combimation of ICS with LABAs has been
broadly prescribed as it is maore effective than either agent
alone in improving lung function and health status and in
reducing exacerbation in patients with moderate to very
sevene COPD [1]. Nonetheless, the recommendation for
combined ICS/LAMA, is not evidence-based.

The presence of a non-neuronal cholinergic system in
the alveclar macrophages and neutrophik of COPMD

patients has been implicated in the pathogenesks of the
disease [15 16]. It was reported that activation of M1,
M2 and M3 receptors occurred in the sputum neutro-
phils of COPD patients by the addition of exogenous
acetylcholine [16]. Immunoscytochemistry demonstrated
the meduced expression of M2 in COPD compared with
that in healthy neutrophis and an increase in M3 ex-
pression [ 16]. Inthe present work, by fully charactensing
the non-neumomal cholinergic system in blood and spu-
tum neutrophils from healthy controls and in COPD pa-
tients, we found that M2 was maore highly expressed in
patients with stable disease and over-expressed in those
with exacerbated disease. Similar results were obtained
for M4, to a lesser extent for M5 and to a very slight ex-
tent for M3 The discrepancy with the previous report
regarding M2 expresson might be explined by the dif-
ferent technigues and antibodies used However, we also
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measured expression by RET-P(R and westem blot and
obtained similar results. In neutrophile from patients
with stable or exacerbated COPD, the non-neuronal
cholinergic system was over-expressed, with a predomin-
ance of M2 and M4 receptors as well as ChAT, VACHT
and OCTL These findings suggest that human COPD
neutrophile synthesise intracellubar acetylcholine, medi-
ated by ChAT, which iz loaded into secretory organelles
by WACHKT, thereby nuaking acetycholine available for se-
cretion theough OCT1 membrane channes. Carbachol,
a stable amalogue of aceticholine, activated neutmphils
to release IL-8 whereas inhibition of the latter by aclidi-
nium bromide seemed to confirm a role for functional
muscarinic receptors. The addition of exogenous acety-
cholinesterase to eliminate acetyicholine from the cul-
ture medinm educed neutrophil activation by LFS in
blood neutrophile and by CSE in sputum neutrophils,

suggesting that bacterial infection and cigarette smaoke
activate acetylcholine release from neutrophis, which in
turn promotes the reease of the ortokines and metallo-
proteinases induced by these trigges. However, we did
not detect acetylcholine in the culture medium of hu-
man neutrophils, probably due to the low sensitivity of
the commercial kit used in this study or rapid degrad-
ation by acetylcholinesterases [30] (data not shown).
Similar results have been obtained in alveslar macro-
phages stimulated with catbachol, in which the release
of leukotriene B4 via M3 receptor activation was de-
scribed [15]. In this wodk, the inhibitory effect of aclidi-
niwm bromide appeared to be mediated by M2 blodcade,
since the M2 antagonist methoctramine inhibited oyto-
kine release but pFHHSI, an antagonist of M3, did not.

MNeutrophik izolated from our COPD patients were less
sengitive to the anti-inflammuatory effects of futicasone
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propionate than neutrophils from healthy controls, as pre-
viously eported in a study in which dexamethasone was
the corticosteroid [ 10]. Fluticasone propionate in combin-
ation with aclidindum bromide echibited additive anti-
inflammatory effects in the blood and sputum neutrophis
of COPD patients, consistent with the increased anti-
inflammatory effects of budesonide combined with the
anti-muscarinic B R-gywopymalate in LPS-stimulted hu-
man monocytes [31]. The additive effects achieved with
adidinium bromide and fluticasone proplonate can be at-
tributed to M2 receptor antagonism, since methoctra-
mine, but not pFHHSI, increased the ant-inflammatory
effects of fluticasone propiomate. However, the inwolve-
mentof M4and M5 cannot be ruled out by our data

M1, M3 and M5 receptors are coupled to the Gq pro-
tein and mediste bronchial contraction by activating
phospholipase CH1 (PLC), which leads to the production
of inosito]l 14.5-trisphosphate (IPs): the latter is neces-
sary to activate the release of intracellular calcium stores.
M2 and M4 receptos are coupled to G, protein and me-
diate PRK activation and the inhibition of adenylate cy-
clase and oyclic adencsine monophosphate (cAMP) [17].
In this work, both adidinium bromide and methoctra-
mine suppressed [PS-induced PIIKS activity. PI3KS is
increased in neutrophils [10] and macrophages [32] fom
COPD patents and mediates their corticostercld in-
sergitivity. Therefore, inhibition of PIES activity by
aclidinium bromide through the M2 receptor may at
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least partially expliin the improved effects achieved with
the further addition of fluticasone propionate. cAMP
abo increases the ant-inflammatory effects of cortico-
steralds. Although not explored in this work, we previ-
ously showed that, in human fibroblasts, aclidinium
bromide prevents the down-regulation of cAMP induced
by carbachol activation [14], which would also account
for the additive effect of aclidinium bromide in combin-
ation with fluticasone proplonate. Further evidence is
provided by the fact that cAMP inducers such as LABAs
and roflumibist enhance the effects of corticosterolds by
elevating cAMP [10,33].

The anti-inflammatory effect of corticosteroids & me-
diated in part by promoting the nuclear translocation of
GRa to nuclear GRE regions, which in turn increases
the expression of anti-inflammatory genes. In this work,
we demonstrated an increased fluticasone-propionate-
mediated GRE signal by the further addition of aclidi-
nium bromide, which resulted in additive effects on the
stimulation of corticosteroid-indudble genes such as
MEP-1, CRISPLD2? and GILZ MEP1 dephosphorvlates
and inactivates different mitogen-activated kinases such
as ERKL/2 and p38 & part of the anti-inflammatory ef-
fects of corticosterids. Recent evidence indicated that
the inhibition of GRa via GE-Ser-226 phosphorylation
by p38, ERK1/2 ar [NE]1 inhibits GRa nudear transloca-
tion and thus mediates corticostercid insensitivity in
asthmatics |34, 35]. Accordingly, the additive efiects ob-
tained with the combimton of aclidinium bromide and
fluticasone proplomate in increasing MEPL and inhibit-
ing p-ERK1/2 and p-p38 could explain the reduced -
pression of GR-5er-226 phosphordation and therefore
the incrased ant-inflimmatory effects of the diug

combimtion. CRISPFLD2 k a secreted protein that binds
LPS in humans. Enhanced CRISPLD2 expression by flu-
ticasone propionate down-regulates LPS-activating toll-
like receptor 4 (TLR4) pro-inflammatory responses, thus
perhaps redudng the exacerbations of COPD prvduced
by infections with gram-negative bacteria [36]. In this
waork, LP5 was usd a5 the stimulis and its peo-
inflammatory effects were enhanced by cgarette amoke,
mediated in part via TLR4 activation [37]. Thus, the in-
hibition of TLE4 downstream signalling in response to
the increase in CRISPLD2 induced by the combination
of aclidinium bromide and fluticasone propiomate may
explain at least some of the anti-inflammatory effects of
the two drugs. The corticosterold-inducible gene GILE
inhibits the transcrptional activity of NF-kB and AP-1,
baoth of which are imvolved in infammatory pathways
|28]. By suppressing indices of inflammation, the
increage  in GILEZ expresion and that of other
corticosterid-inducible genes by the drug combination
could confer protection aganst bronchoconstriction,
thus limiting airway remodelling. However, the present
waork was confined to an in vitre analysis of the potential
clinical benefits of LAMA/SICS combinations and its re-
sulis still require clinical corroboration.

Conclusions

Adidinium bromide attenuates cortionstemid-resistant
neutrophil activation in COPD patients. Additive anti-
inflammmatory properties are achieved when it is used
in combination with fluticasone propionate. These
observations provide a sclentific rationale for treating
COPD patients with a combination of LAMAs and
corticostemids.
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