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RESUMEN

Titulo: Niveles de Osteopontina en pacientes con Fibrosis Pulmonar
Idiopatica.

Antecedentes: La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es una de las enfermedades
pulmonares intersticiales difusas (EPID) mas frecuentes y representa una forma
especifica de neumonia intersticial fibrosante crénica, de etiologia desconocida,
caracterizada por dafo y activacion epitelial, migracion, proliferaciéon de
fibroblastos y acumulacién exagerada de matriz extracelular en el parénguima
pulmonar. El diagnostico definitivo de FPl se hace basado en cuadro clinico,
TCAR y biopsia pulmonar, sin embargo, con la TCAR y aun con la biopsia se
tienen diagnodsticos erroneos. El diagnodstico diferencial de la FPl con otros
desdrdenes intersticiales del pulmén es fundamental ya que, en términos
generales, las EPID, con excepcion de la FPI, responden parcial o totalmente al
uso sistémico de corticoesteroides y estan asociadas con una mejor evolucion y
un mejor prondstico. En este contexto, es esencial que el diagndstico se realice
con el mayor nivel de certeza. La osteopontina (OPN) es una glicoproteina
hidrofilica, fosforilada de aproximadamente 314 residuos de aminoacidos, es
sintetizada por una gran variedad de tipos celulares como macréfagos, células
epiteliales, endoteliales, de musculo liso, fibroblastos, osteoclastos/osteoblastos y
células tumorales. Se ha observado expresion de OPN en algunas respuestas
patologicas caracterizadas por fibrosis tisular significativa incluyendo algunos
modelos de fibrosis pulmonar. Asimismo, mediante el uso de microarreglos con
oligonucledtidos se demostré en un trabajo reciente, que el gen de la OPN esta
muy sobre-expresado en el pulmén de pacientes con FPI comparado con
pulmones de pacientes con neumonitis por hipersensibilidad y neumonia
intersticial inespecifica. En un estudio piloto realizado en nuestro laboratorio se
observd una importante elevacion de OPN en el liquido de LBA de pacientes con
FPl comparado con pacientes con NH. Estos resultados sugirieron que los niveles
de OPN podrian ser diferentes en estas (y probablemente otras EPID) y nos
parecié pertinente evaluar si pudiese ser una prueba auxiliar en el diagndstico

diferencial algunas de estas enfermedades.



Objetivos: General:Cuantificar los niveles de OPN en LBA de pacientes con
diagnostico confirmado de FPI, NINE, NH y controles sanos para establecer si
existe diferencia significativa entre las ellas.Particular: Explorar el nivel de
correlacion entre los valores de OPN en LBA y las pruebas de funcion pulmonar
de pacientes con FPI, NINE y NH, y con diferentes variables clinicas asi como el
curso clinico de la FPI.

Material y métodos. Poblacion de estudio: Pacientes de la Clinica de
Enfermedades Intersticiales del Pulmdn con diagnéstico de fibrosis pulmonar
idiopatica, neumonia intersticial inespecifica 0 neumonitis por hipersensibilidad y
controles sanos. Métodos: Se hizo una revision de los expedientes clinicos de
pacientes que fueron sometidos a biopsia pulmonar a cielo abierto y que contaban
con diagndstico histopatoldgico de NIU, NINE 6 NH y se tomaron en cuenta las
pruebas de funcion pulmonar del inicio del estudio clinico del paciente. La
concentracion de proteinas en los sobrenadantes del LBA se determiné utilizando
el método de Bradford. La cuantificacion de OPN se realizo en los sobrenadantes
de lavado bronguioalveolar con un estuche comercial de ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (Enzime-Linked ImmunoSorbent Assay,
ELISA) especifico para OPN.

Resultados. Se revisaron 109 expedientes, de los cuales 61 cumplieron con los
criterios de inclusidon. Como se esperaba se encontré una diferencia significativa
en la edad del grupo de pacientes con FPI comparado con el resto de los grupos
de estudio que en general eran mas jovenes (p < 0.0001). También se encontro
diferencia en los niveles de OPN por género, siendo mas elevados en los hombres
que en las mujeres (p< 0.05) ademas de una moderada correlacion positiva de
OPN con la edad (r = 0.58, p< 0.01). Los valores de proteinas totales en los LBA
mostraron un incremento significativo entre el grupo de pacientes con NH y el
resto de los sujetos (p<0.05). Los niveles de OPN en el LBA en los pacientes con
FPI fueron significativamente mayores que en los pacientes con NH y sujetos
sanos (p<0.0001) asi como en pacientes con NINE (p < 0.05). No se encontré
diferencia entre los promedios de estos tres Ultimos grupos. No se encontro
correlacion alguna entre los niveles de OPN con las pruebas de funcion pulmonar
ni asociacion entre los niveles de OPN vy el tipo de curso clinico de la FPI. Como
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hallazgo interesante se encontré una asociacién significativa entre los niveles
elevados de OPN vy la presencia de hipocratismo digital (RM = 6. 69 IC = 1.25 -
10.76; p <0.05).

Conclusiones. En este trabajo hemos demostrado que la OPN se encuentra
elevada en el lavado bronquioalveolar de los pacientes con fibrosis pulmonar
idiopatica por lo que podria considerarse como una prueba auxiliar de diagndstico

diferencial de las EPID.



Introduccién.

Con el término de enfermedades pulmonares intersticiales difusas (EPID) se
agrupa un complejo y heterogéneo conjunto de padecimientos subagudos y
cronicos que afectan con grados variables de inflamacién y fibrosis al parénquima
pulmonar. La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es una de las mas frecuentes y
representa una forma especifica de neumonia intersticial fibrosante crénica, de
etiologia desconocida, caracterizada por dafio y activacidon epitelial, migracion,
proliferacion, y activacion de fibroblastos y acumulacion exagerada de matriz
extracelular en el parénquima pulmenar (1, 2). La FPI es la mas agresiva de las
EPID, siendo habitualmente progresiva, irreversible y letal a pesar del tratamiento
con altas dosis de corticoesteroides e inmunosupresores (2-4).

Estudios recientes han demostrado que la FPI se caracteriza por presentar un
patrén histopatolégico denominado neumonia intersticial usual (NIU); esta
descripcién es importante ya que anteriormente se designaba como FPI a un
espectro de cuando menos cuatro formas morfolégicas distintas, entre ellas la
neumonia intersticial descamativa y la neumonia intersticial inespecifica (NINE)
que actualmente se consideran entidades independientes (5). La NIU es la unica
de las neumopatias intersticiales idiopaticas que presenta una distribucion
heterogénea de las lesiones, con zonas alternadas de pulmén normal, fibrosis,
inflamacion y lesiones en panal de abeja.

Recientemente, se realizd un consenso internacional para definir el diagnéstico,
evaluacion y tratamiento de pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica, este
esfuerzo fue una colaboracion entre la Asociacion Americana de Torax, la
Sociedad Europea de Enfermedades Respiratorias y el Colegio Americano de
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Especialistas en Torax; el propdsito de este consenso fue asistir a los médicos
clinicos en el diagnostico y manejo de esta enfermedad. En éste se establece que
el diagnodstico definitivo de FPI, en ausencia de una biopsia pulmonar a cielo
abierto con diagndstico histolégico de neumonia intersticial usual (NIU), incluye los
siguientes criterios:
1. Exclusiéon de otras causas conocidas de enfermedad intersticial pulmonar
(incluyendo por lavado bronquioalveolar y biopsia transbronquial).
2. Pruebas de funcion pulmonar alteradas con evidencia de restriccion y/o
alteraciones del intercambio de gases.
3. Anormalidades compatibles en la radiografia convencional de térax o en

tomografia computada de alta resolucion (TCAR) (5).

En estadios tempranos de FPI, se ha encontrado que la funcién pulmonar o los
estudios de imagen pueden estar normales o solo ligeramente alterados lo que
indudablemente dificulta el diagnostico.

En afos recientes, la TCAR ha pasado a ocupar un lugar fundamental en el
diagnostico de este padecimiento. Asi, diferentes estudios han demostrado que la
certeza diagnostica por medio de TCAR en FPI puede alcanzar hasta del 80%, si
la evaluacion la hace un especialista altamente entrenado en este tipo de
patologias, ya que incluso neumologos o radidlogos con poco entrenamiento en
EPID, muestran una certeza diagndstica substancialmente menor (6-10).

Sin embargo, es importante destacar que con la TCAR y aun con la biopsia se
tienen diagnosticos erréneos y la FPI se puede confundir con otras neumopatias
intersticiales idiopaticas como la neumonia intersticial inespecifica (NINE) o con
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otras EPID de causa conocida como la neumonitis por hipersensibilidad cronica
avanzada (5,11).

El diagnéstico diferencial de la FPI con otros desérdenes intersticiales del pulmén
es fundamental ya que, en términos generales, las EPID, con excepcion de la FPI,
responden parcial o totalmente al uso sistémico de corticoesteroides y estan
asociadas con una mejor evolucién y un mejor prondstico. En este contexto, es
esencial que el diagnostico se realice con el mayor nivel de certeza (12).

Asi, es importante la busqueda de nuevos métodos auxiliares, en especial no
invasivos, que permitan discriminar entre los diferentes tipos de enfermedades
intersticiales difusas del pulmon, y en especial que ayuden al diagnéstico de la

FPI.



Mecanismos moleculares involucrados en la fibrosis pulmonar.

Aunque la causa de la FPI se desconoce, los avances en biologia molecular y
celular han incrementado nuestro conocimiento en los procesos biolégicos
involucrados en su inicio y progresion. Existen nuevas hipotesis relacionadas con
su patogénesis en las cuales se sugiere que la FPI es una enfermedad de origen
epitelial/fibroblastico mas que inflamatoria (1). Por ejemplo, la revision cuidadosa
de las biopsias pulmonares de un gran numero de casos demostré que el
componente inflamatorio es usualmente leve o moderado y, lo mas importante,
que ocurre principalmente en dreas de donde ya se observa depdsito de colédgena
o cambios estructurales en panal de abeja (3). Otro punto a favor de esta hipdtesis
es que la mayoria de las EPID, en las cuales la inflamacion es una caracteristica
prominente en especial en los estadios tempranos (por ejemplo la neumonitis por
hipersensibilidad) frecuentemente responden al tratamiento anti-inflamatorio y no
progresan a estadios terminales de fibrosis (1). En cambio, la FP| no ha mostrado
respuesta al tratamiento con altas dosis de corticoesteroides y otros
inmunosupresores (2, 4). Finalmente, una serie reciente de estudios han
demostrado que en el caso de la FPI, las células epiteliales producen la mayoria
de las citocinas y factores de crecimiento que favorecen la fibroproliferacion y la
fibrosis.

Asi, aunque los mecanismos patogénicos de la fibrosis pulmonar no se conocen
con precision, un creciente nimero de evidencias sugieren al menos dos rutas
diferentes para su desarrollo:

1. La via inflamatoria, donde el cambio al tipo de respuesta Th (T-helper) 2

parece ser critico; un ejemplo de ésta podria ser la neumonitis por



hipersensibilidad (NH), que representa una alveolitis difusa linfocitica,
granulomatosa, provocada por la exposicion a una gran variedad de particulas
organicas y que se considera que es debida a una respuesta predominantemente
Th 1 (13). La mayor parte de los pacientes con NH mejoran o curan después del
tratamiento; sin embargo, cerca de 30% de ellos progresan a fibrosis aun si evitan
la exposicién posterior al agente causal (11). En estos casos, la respuesta fibrética
estd acompanada por un cambio en el infiltrado inflamatorio, con elementos
compatibles con una respuesta inmune tipo Th-2, y con un incremento de
neutrofilos cargados con colagenasa-2 y gelatinasa B y la enfermedad usualmente
progresa (11,14). Por esto, puede especularse que en esta enfermedad intersticial,
la reaccién del huésped a la particula organica, o la cronicidad de la patologia o
algun evento desconocido pueda provocar el cambio a una respuesta dominada
por el fenotipo de citocinas Th-2, cuya consecuencia es el desarrollo de fibrosis
progresiva (15).

2. La via epitelial, representada por la fibrosis pulmonar idiopatica (1, 15). En
esta via, el proceso inflamatorio es irrelevante, y la fisiopatologia parece ser
dominada por lesion y activacion epitelial. Una caracteristica distintiva de los
pulmones con FPI es una marcada disrupcion de la integridad del epitelio con
presencia de varios fenotipos alterados que incluyen:

a) hiperplasia de neumocitos tipo 2

b) células epiteliales grandes y elongadas (probables células transicionales entre
neumocitos tipo 2 y tipo 1), y

c) células epiteliales tipo bronquiolares que cubren las dreas de lesiones quisticas

terminales.



Ambas vias, la inflamatoria y la epitelial, pueden estimular la secreciéon de un gran
numero de factores de crecimiento y citocinas que inducen la migracién y
proliferacion de fibroblastos y el cambio de su fenotipo a miofibroblastos, con la
consecuente acumulacion de matriz extracelular (15).

La via epitelial.

La disfuncion epitelial en FPI se demuestra en diversas facetas. Por ejemplo, en
los ultimos 10 anos se ha hecho evidente que las células alveolares tipo 2
sintetizan una gran variedad de citocinas, factores de crecimiento y enzimas
involucradas en la matriz extracelular, que sugieren que la contribucion del epitelio
en la remodelacion de la matriz extracelular es mayor de lo que se hubiera
esperado (1).

Se ha aceptado tradicionalmente que son las células inflamatorias, principalmente
macrofagos alveolares, la fuente de la mayoria de las moléculas solubles
implicadas en la fibrogénesis; sin embargo, existe cada vez mas evidencia que
muestra claramente que, por lo menos en la FPI, las células del epitelio alveolar
lesionado/activado desempefian un papel esencial en el proceso de sintetizar
citocinas y factores de crecimiento involucrados en la migracion y proliferacion de
fibroblastos asi como en la induccion de su diferenciacion a miofibroblastos (15).
Numerosos estudios realizados por hibridacién in situ e inmunohistoquimica han
revelado que en la FPI, las células epiteliales alveolares son el principal sitio de
sintesis de factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a), todos ellos esenciales para el desarrollo de fibrosis pulmonar (16-20). Pan y
colaboradores (21) demostraron a su vez que el TGF-8 activa la trascripcién del
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factor de crecimiento del tejido conjuntivo (CTGF), que es un mediador que induce
la quimiotaxis y proliferacion de fibroblastos. Este factor de crecimiento se
encuentra muy aumentado en el tejido pulmonar de pacientes con FPI, donde es
producido principalmente por células epiteliales tipo 2 y fibroblastos activados. Por
otro lado, es importante enfatizar que las células epiteliales de la superficie
alveolar pueden contribuir a la fibrogénesis no solo porque sobre-expresan
citocinas pro-fibréticas sino también porque muestran una alteracion en su
capacidad fisiolégica de secretar moléculas inhibidoras de la proliferacion de
fibroblastos (15).

La integridad de la membrana basal del epitelio alveolar es critica para preservar
la estructura alveolar normal y su funcién. En este contexto, se sabe que las
células epiteliales alveolares son capaces de producir un cierto nimero de
moléculas de matriz extracelular del tipo de la colagena IV, laminina, fibronectina,
entactina y trombospondina directamente relacionadas a la formacién de su propia
membrana basal (20, 22, 23). En cambio, durante el desarrollo de la FPI las
células epiteliales sintetizan dos metaloproteinasas de matriz, la gelatinasa A y la
B, las cuales pueden degradar a los componentes de la membrana basal
contribuyendo a su ruptura y a una mayor desorganizacion de la arquitectura
pulmonar (1).

Fibroblastos y fibrosis pulmonar

Una caracteristica esencial en el desarrollo de fibrosis pulmonar es la activacion
de fibroblastos, que es seguida de remodelacién anormal de la matriz extracelular
y la subsiguiente destruccion de la arquitectura pulmonar. La

activacion/proliferacion de fibroblastos, dispersos ampliamente a través del
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parénquima pulmonar, generalmente precede a la acumulacion de moléculas de
matriz extracelular en los alvéolos dafiados, y se considera como un paso clave en
la transformacién de un desorden potencialmente reversible a uno progresivo e
irreversible; de hecho, la cantidad de focos de fibroblastos/miofibroblastos en la
biopsia pulmonar es considerada como uno de los principales factores pronéstico
en los pacientes con FPI (24).

La migracion de los fibroblastos a los sitios de lesion desempefia un papel
importante en el desarrollo de fibrosis, y existe evidencia que sugiere que los
fibroblastos obtenidos de pulmones fibréticos migran de manera mas rapida que
aquellos obtenidos de pulmones normales (25); aun mas, en este estudio la
migracion de los fibroblastos de pacientes con FPl se incrementd
significativamente cuando las células fueron estimuladas con PDGF. Este
mediador se encuentra entre los mas potentes inductores de la migracion de
fibroblastos, y parece ser uno de los factores implicados en la quimiotaxis de estas
células durante la fibrosis pulmonar. Como ya se menciond, el PDGF se encuentra
muy sobre-expresado en pulmones fibroticos y es sintetizado principalmente por
células del epitelio alveolar (16).

Después de migrar y proliferar en los sitios de lesion, los fibroblastos adquieren el
fenotipo de miofibroblastos y gradualmente cambian sus principales funciones a la
sintesis de proteinas y contractilidad. De hecho, tanto en fibrosis pulmonar
humana y experimental asi como en fibrosis de higado y otros o6rganos, el
incremento en la poblacién de miofibroblastos es un paso esencial de |la respuesta
fibrotica al dafo (26-29); Los mediadores responsables de esta diferenciacion no

se conocen con precision pero uno de ellos es el TGF-B1. Este factor ha sido
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implicado en la patogénesis de la fibrosis no solo por su capacidad de estimular la
acumulacion de moléculas de matriz extracelular sino también por su capacidad
de promover la diferenciacién de los fibroblastos a miofibroblastos (30, 31). Se ha
reportado también que en algunas condiciones experimentales que se asume
ocurren in vivo, la produccion de TGF-B1 puede conducir a la seleccion y
propagacion de miofibroblastos resistentes a apoptosis, lo que contribuiria a la
supervivencia de esta subpoblacion celular (32, 33).

La acumulacién anormal de moléculas de matriz extracelular es la caracteristica
final comun en cualquier desorden fibrético. En este proceso de remodelacion
aberrante, desemparfia un papel fundamental un desequilibrio entre
metaloproteinasas de matriz (MMPs por sus siglas en inglés) (15).

El posible papel tanto de las MMPs y los TIMPs en el desarrollo de fibrosis
pulmonar se ha analizado en humanos y en modelos experimentales donde en
general lo que se ha encontrado es una sobre-expresion de MMPs (34-36). Esta
observacién en enfermedades fibréticas, donde la principal caracteristica es el
depodsito exagerado de matriz extracelular es paraddjica ya que las MMPs son
enzimas que contribuyen a la degradacién de matriz extracelular. Sin embargo,
esta contradiccion puede entenderse, al menos parcialmente, si se analiza la
localizacion de las MMPs y los TIMPs en FPI. Selman y cols (36) demostraron que
aunqgue la MMP-1 estaba altamente expresada en tejido con FPI, la enzima se
localizaba en macréfagos alveolares, células epiteliales alveolares reactivas asi
como en células epiteliales bronquiolares, pero estaba practicamente ausente en
el compartimiento intersticial donde la colagena se esta acumulando (36).
Asimismo, la colagenasa-2 se expresaba en neutréfilos, que no son muy
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abundantes en FPI, y la colagenasa-3 no se encontr6. Considerando que uno de
los principales substratos de las colagenasas son las colagenas fibrilares, la falta
de expresion de esta enzima en fibroblastos intersticiales puede explicar en una
forma simplista la presencia de cicatrices que no se reabsorben (15).

Por el contrario, en otro estudio se encontré una sobre expresion de los 4 TIMPs
tanto en fibroblastos y miofibroblastos in vitro como en tejido pulmonar de
pacientes con FPI (34, 36). Pero lo mas importante es que varios de estos
inhibidores se expresaban en células intersticiales (fibroblastos/miofibroblastos)
asociadas a tejido fibroso y asociados a matriz (36). De esta manera, la mayor
expresion intersticial de los TIMPs comparada con las colagenasas intersticiales,
apoya el concepto de que en FPIl existe un microambiente profibrosante que

favorece la progresién y perpetuacion del proceso fibrético (15, 37, 38).

Osteopontina.

La osteopontina (OPN) es una glicoproteina hidrofilica, fosforilada de
aproximadamente 314 aminoacidos. Su peso molecular oscila entre 41 y 75 kDa
debido a diferentes modificaciones post transcripcionales, las cuales dependen del
tipo celular; por ejemplo, la proteina que ha sido aislada en hueso, se encuentra
glicosilada y fosforilada y tiene un peso molecular de 41.5 kDa; en cambio en
endometrio se ha aislado un fragmento de osteopontina de 45 kDa, que tiene
mayor afinidad con las integrinas y mayor actividad bioldgica que la forma nativa
de OPN. (39-44).

La OPN es rica en aspartato, glutamato y residuos de serina, y contiene dominios

funcionales para union con calcio, glicosilacion, fosforilacion y adhesién con

.,
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moléculas de matriz extracelular. La estructura secundaria predicha para la OPN
consiste de ocho a-helices y seis segmentos B-plegados (42). Contiene un sitio de
unién con una secuencia arginina-glicina-acido aspartico (RGD) que se ha
encontrado también en varias proteinas de matriz extracelular y que interactia con
la familia de moléculas de adhesion de las integrinas (45, 46).

La OPN es sintetizada por una gran variedad de tipos celulares incluyendo células
relacionadas con la respuesta inmune como células T y macréfagos (alveolares,
peritoneales), asi como células epiteliales, endoteliales, de musculo liso,
fibroblastos, osteoclastos/osteoblastos y células tumorales (46). Los monocitos no
la producen, pero su expresion se inicia rapidamente cuando estas células son
estimuladas a diferenciarse en macréfagos (47). La OPN secretada se distribuye
ampliamente en plasma, orina, leche y bilis (48-50).

Regulacién transcripcional de la OPN.

Existe una gran variedad de estimulos involucrados en la regulacion de la
expresion de OPN, lo cual sugiere que esta controlada por vias regulatorias muy
complejas (51-54). Se han clonado los promotores de la OPN humana, porcina y
murina y exhiben un diverso numero de secuencias regulatorias consenso (40, 42,
51, 55, 56).

Las primeras investigaciones de los promotores de OPN humana, descubrieron
multiples elementos regulatorios potenciales para los factores de transcripcion,
incluyendo secuencias de unién parecidas a la TATA (-27 a -22nt) y CCAAT (-73 a
-68); GATA-1 (-851 a -847), AP-1 (TGACACA, -78 a -72nt ) y Ets-1 (-47 a -39nt)
(51). En la tabla 1 se muestran algunos de los reguladores transcripcionales
conocidos.
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Actividad de la OPN.

La molécula de OPN pasa por considerables modificaciones post-transcripcionales
y presenta un sitio de unién para el calcio y dos dominios para unién con heparina
(45). Después de secretada puede ser fragmentada por la trombina lo que resulta
en la exposicién de sitios de unidn cripticos adicionales asi como produccion de
otros fragmentos quimiotacticos (46). La mayoria de las actividades bioldgicas
reconocidas de la OPN residen en el fragmento N-terminal (47).

Ya que la protedlisis por trombina desenmascara sitios cripticos alternos, se ha
sugerido que la OPN puede participar en los mecanismos que coordinan la
inflamacion con la coagulacién. La cascada de la coagulacién se activa en los
sitios de inflamacioén, lo que incluye la activacién de la trombina, la cual puede
actuar sobre la OPN. De esta manera, el grado de actividad de la cascada de la
coagulacion puede influenciar la severidad de la inflamacion, tal vez mediado por
OPN. Se ha observado que ratones deficientes en actividad procoagulante
muestran disminucion en la formacién de granulomas durante la respuesta de
hipersensibilidad retardada (47, 53).

La OPN se ha involucrado en diversos eventos fisiologicos y patologicos
incluyendo mantenimiento o reconfiguracion de la integridad tisular durante
procesos inflamatorios; normalmente existe tanto como molécula de matriz
extracelular inmovilizada en tejidos mineralizados, como citocina en fluidos
corporales (53).

Puede también unirse a un gran nimero de receptores, incluyendo a las integrinas

ay (B1, Bs 0 Bs) y (a4, as as y Gg) PB1. Estos receptores, directa o indirectamente
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activan vias de sefalizacion celular permitiendo a la OPN mediar interacciones
célula-matriz y posiblemente célula-célula. (57).

Osteopontina e inflamacion

La OPN tiene tanto accién pro-inflamatoria como anti-inflamatoria. Desemperia un
papel importante durante la inflamacion tanto aguda como crénica, donde puede
ser expresada por células epiteliales, endoteliales y de musculo liso asi como por
macrofagos infiltrativos y células T (46).

La OPN se expresa en respuestas granulomatosas de diversa etiologia (46, 47).
En este contexto, se ha encontrado incrementada en una gran variedad de
enfermedades infecciosas y no infecciosas incluyendo sarcoidosis, tuberculosis,
silicosis, histoplasmosis, arteritis temporal, nddulos reumaticos y granulomas por
cuerpo extrarno (58).

En contraste con la inflamacion granulomatosa, la OPN no se encuentra en
parénquima pulmonar normal o en enfermedades pulmonares mediadas por
neutrdfilos tales como el sindrome de insuficiencia progresiva del adulto o las
neumonias bacterianas (47,59).

Recientemente se publicd un estudio en el que se midieron los niveles de OPN en
plasma de pacientes con sarcoidosis, tuberculosis y controles sanos (60, 61). Se
demostré que la OPN se encuentra significativamente mas elevada en
tuberculosis que en sarcoidosis y en ambas comparadas con controles sanos (60,

61).



Osteopontina y fibrosis

Se ha mencionado que la OPN se expresa en algunas respuestas patolégicas
caracterizadas por fibrosis tisular significativa incluyendo algunos modelos de
fibrosis pulmonar (por ejemplo, la inducida por bleomicina); en estos modelos la
OPN se expresa predominantemente en estadios tempranos caracterizados por
neumonitis intersticial (62-64).

En un estudio con un modelo de fibrosis por bleomicina en ratones, se mostré que
la OPN promueve la migracién, adhesion y proliferacion de fibroblastos.
Asimismo, se ha demostrado que se une directamente a colagenas de tipo |, I, I,
IVy Vy forma un complejo estable con la fibronectina. Estos resultados sugieren
que también desempefia un papel importante en el comportamiento de fibroblastos
y el metabolismo de componentes de matriz extracelular (65).

Se ha encontrado también que la OPN induce activacion de la MMP-2 (gelatinasa
A) a través del factor nuclear NFkB. La MMP-2 degrada varias proteinas de
matriz extracelular como la fibronectina, laminina, coldgena tipo IV, y
proteoglicanos (66).

Asimismo, mediante el uso de microarreglos con oligonucleétidos se demostré en
un trabajo reciente, que el gen de la OPN esta muy sobre-expresado en el pulmén
de pacientes con FPI comparado con pulmones de pacientes con neumonitis por
hipersensibilidad y neumonia intersticial inespecifica (Pardo et al, manuscrito en
preparacion). En este mismo trabajo se demostré que la OPN induce la migracion
de fibroblastos humanos, incrementa la sintesis de colagena tipo | y de TIMP-1, y
disminuye la expresion de MMP-1 (colagenasa-1). Se observé también, por
inmunohistoquimica, que en el tejido pulmonar de los pacientes con FPI existe
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abundante expresion de OPN, la cual se confind casi exclusivamente a las células
epiteliales (epitelio bronquiolar y alveolar) y ocasionalmente a macréfagos
alveolares. En conjunto, estos resultados sugieren que la expresion de OPN se
asocia con sefales fibrogénicas importantes en el pulmén.

En apoyo al papel profibrosante de la OPN, en un estudio reciente se observé que
ratones deficientes en este mediador (ratones OPN -/-), muestran una disminucién
de TGF-1 activo asi como de la expresion de MMP-2 activa (67). Los autores
sugieren que aunque previamente se ha mostrado que la OPN es un gene de
respuesta para el TGF-B1, la OPN podria a su vez funcionar como reguladora,

hacia arriba, de la expresién del TGF-B1.
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Justificacion.

La determinacion de OPN en diferentes enfermedades pulmonares ha mostrado
niveles plasmaticos elevados en algunas de ellas. Sin embargo, la proteina no ha
sido cuantificada en lavados bronquioalveolares, fluido que refleja de manera mas
cercana lo que esta ocurriendo en pulmén. En un estudio piloto previo (n = 6 por
grupo) realizado en nuestro laboratorio se observé una importante elevacion de
OPN en el liquido de LBA de pacientes con FPI comparado con pacientes con NH.
Estos resultados sugirieron que los niveles de OPN podrian ser diferentes en
estas (y probablemente otras EPID) y nos parecié pertinente evaluar si pudiese
ser una prueba auxiliar en el diagnéstico diferencial algunas de estas

enfermedades.
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Hipotesis
Primaria:
Los niveles de OPN en el lavado bronquioalveolar se encuentran
incrementados en pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica en comparacion
con pacientes con neumonia intersticial inespecifica, pacientes con neumonitis

por hipersensibilidad y en controles sanos.

Secundarias, a nivel exploratorio:

1. Existe correlacion entre los niveles de OPN en LBA con pruebas de funcion
pulmonar de pacientes con FPI, NINE y NH.

2. Existe correlacion entre los niveles de OPN en LBA con el curso clinico de

la FPI.
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Objetivos.

* General.
Cuantificar los niveles de OPN en LBA de pacientes con diagndstico confirmado
de FPI, NINE, NH y controles sanos para establecer si existe diferencia

significativa entre las ellas.

* Particular.
Explorar el nivel de correlacién entre los valores de OPN en LBA y las pruebas de
funcién pulmonar de pacientes con FPI, NINE y NH, y con diferentes variables

clinicas asi como el curso clinico de la FPI.



Material y métodos.
Diserio del estudio: Estudio transversal, observacional, descriptivo.
Poblacién de estudio:
Pacientes de la Clinica de Enfermedades Intersticiales del Pulmén con
diagnéstico confirmado por histopatologia de fibrosis pulmonar idiopatica,
neumonia intersticial inespecifica, neumonitis por hipersensibilidad, a los cuales se
les haya desarrollado lavado bronquioalveolar y que cuenten con sobrenadantes
del mismo en el Banco de Material Biologico Ultracongelado.
Controles sanos de los cuales se cuente con muestra de LBA en el Banco de
Material Biolégico Ultracongelado.
El protocolo fue aprobado por el Comité Cientifico y de Bioética del Instituto
Nacional de Enfermedades respiratorias.
Criterios de inclusion:

e Pacientes con diagnéstico clinico e histopatolégico comprobado de

FPI/NIU, NINE y NH, de los cuales se cuente también con lavado

bronquioalveolar.

Criterios de exclusion:

e Pacientes con enfermedades adicionales como tuberculosis, neumonias
bacterianas, infeccion sistémica, otros procesos inflamatorios, cancer,
diabetes mellitus.

e Pacientes que hayan estado recibiendo tratamiento con corticoesteroides
sistémicos u otros medicamentos inmunosupresores cuando se realizd el
lavado bronquioalveolar.

22



Criterios de eliminacion:

Pacientes cuya muestra de lavado bronquioalveolar no sea adecuada para

el analisis.

Definiciones operacionales:

1.

Diagndstico de FPI: Este se basé en el cuadro clinico, examen fisico,
pruebas de funcién pulmonar, TCAR, y hallazgos en el lavado
bronquioalveolar, y fue corroborado por las caracteristicas histopatoldgicas
de la biopsia pulmonar a cielo abierto, de acuerdo a los criterios del
consenso de la Sociedad Americana de Térax y la Sociedad Europea
Respiratoria (5). El diagndstico morfologico de FPI se basa en hallazgos
microscépicos tipicos de neumonia intersticial usual, con distribucion en
parches y temporalidad heterogénea de focos de fibroblastos, inflamacion,
fibrosis y lesiones quisticas (5, 68).

Diagndéstico de NH: Se establecio de acuerdo a los siguientes criterios (9,
11, 69): a) Exposicién a antigeno aviario antes del inicio de la enfermedad
con anticuerpos séricos positivos detectado por ELISA, o exposicion a otro
antigeno reconocido. b) Caracteristicas clinicas, radiologicas y funcionales
de enfermedad pulmonar intersticial, ¢) Mas de 40% de linfocitos en el
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lavado bronquioalveolar; d) Tomografia axial computada de alta resolucion
de térax con micronddulos pobremente definidos, centrilobulares, imagen
de vidrio despulido, atrapamiento focal de aire y cambios fibroticos leves; e)
Histologia de pulmén. Los hallazgos morfologicos se caracterizan por
inflamacion de predominio mononuclear, bronquiolocéntrica, con la
formacion de granulomas intersticiales.

. Diagnéstico de NINE: Este diagndstico se basa principalmente en la
evaluacién histopatolégica en pacientes con datos clinicos, radioldgicos y
funcionales de una neumonia intersticial idiopatica que no cumplan con los
criterios para el diagnéstico de FPI (5, 12).

. Controles sanos: Son sujetos sin antecedentes familiares ni personales
patoldgicos de enfermedad pulmonar. Sin enfermedad pulmonar actual, sin
estados co-mérbidos (diabetes, hepatopatias, etc.) corroborado por historia

clinica, examen fisico y con radiologia de térax normal.
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Métodos

Se hizo una revision de los expedientes clinicos de pacientes que fueron
sometidos a biopsia pulmonar a cielo abierto y que contaban con diagnéstico
histopatologico de NIU, NINE 6 NH. Se tomaron en cuenta las pruebas de funcion
pulmonar del inicio del estudio que tuvieran como limite un mes o menos de
diferencia con la biopsia pulmonar: los estudios comparativos se realizaron con
tres pruebas de funcién respiratoria: 1) capacidad vital forzada, 2) capacidad de

difusion del monéxido de carbono y 3) saturacion de oxigeno en reposo y ejercicio.

Lavado bronquioalveolar:

El LBA se realiz6 utilizando una técnica estandar. Brevemente, el broncoscopio de
fibra optica se introdujo en dos segmentos del lobulo medio derecho o lingula y se
instilaron 300 ml de solucién salina en alicuotas de 50 ml, con un promedio de
recuperacion de 65-70%. El liquido recuperado se filtrd a través de una gasa
estéril, se midié y centrifugd a 250 X g por 10 minutos a 4°C. El concentrado
celular se resuspendid en 1 ml de solucion salina amortiguada con fosfato. Una
alicuota fue utilizada para evaluar el nimero total de células. Otras alicuotas se
fijaron en carbowax y tres laminillas por muestra se tifieron con hematoxilina y
eosina y se usaron para conteo diferencial de las células inflamatorias. El

sobrenadante se congelé de inmediato a -70°C hasta que se midi¢ la OPN.

Cuantificacién de proteinas
La concentracién de proteinas en los sobrenadantes del LBA se determind

utilizando el método de Bradford (70). Primero se prepard una curva estandar con
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albumina de suero bovino (Sigma) con un rango de concentracion de 1 ug a 10 pg.
Después se tomaron 2 ul de cada muestra y se llevaron a un volumen de 800 pl
con PBS 1x, inmediatamente se agregaron 200 ul de reactivo de Bradford (Sigma)
concentrado, tanto a la curva como a las muestras problema, cada muestra se
agité en un vortex y pasados 3 minutos a temperatura ambiente se determiné su
absorbancia a una longitud de onda de y de 545 nm, la concentracién de proteinas
de cada una de las muestras se obtuvo interpolando las densidades oOpticas
obtenidas con respecto a las obtenidas en la curva estandar. Los resultados se

expresan como miligramos de proteina por ml de fluido en LBA (mg/ml).

Cuantificacién de OPN por ELISA.
La cuantificacion de OPN se realizd en los sobrenadantes de lavado
bronquicalveolar con un estuche comercial de ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (Enzime-Linked ImmunoSorbent Assay, ELISA) especifico para OPN,
siguiendo las recomendaciones del fabricante (Calbiochem, La Jolla, CA).
Antes de hacer el ELISA, se descongelaron gradualmente alicuotas de 10ml de
cada uno de los lavados bronquioalveolares y fueron colocados en membranas de
celulosa (MWCO 3000; Spectrum, CA), para ser dializados durante 48hs en una
solucion con los siguientes inhibidores de proteasas:

¢ Fluoruro de fenil metil sulfonilo (PMSF) 0.1 mM/ L.

¢ N etil maleimida (NEM) 25mM/ L.

s Tetra acetato de etilen diamida (EDTA) 10mM/L.

e Azida de sodio (NaN3) .02% / 1L.

26



Posteriormente, las muestras fueron liofilizadas y resuspendidas en 1ml de agua
para proceder a realizar el ELISA. Se utilizaron 200 microlitros de muestra para el
ELISA y otros 200 microlitros para la cuantificacion del contenido de proteinas
totales en el LBA. El resultado del coeficiente de correlacion intraclase para el
ELISA fue de 0.96.

Los resultados estén expresados en ng de OPN / mg de proteina.

Analisis Estadistico.

Se utilizé estadistica descriptiva con promedio y desviacion estandar, asi como
mediana y valores minimo — maximo segun correspondiera. Todos los datos de
OPN y proteinas fueron probados para homogeneidad y normalidad de varianza y
dado que los resultados obtenidos no mostraban una distribucién normal se
decidio realizar una transformacion logaritmica. Para evaluar las diferencias entre
grupos, se utilizé prueba de ANOVA con post hoc de Bonferroni, asi como la
prueba de Kruskal Wallis para variables que no tuvieron distribucion normal. Se
evalud la asociacion entre variables dicotomicas mediante tablas de contingencia
de 2 x 2 para prueba Chi cuadrada de Pearson y en la seccién exploratoria se
analizo la correlacion de los valores de OPN con las variables clinicas utilizando la

prueba de correlacién de Pearson.
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Resultados

Se revisaron 109 expedientes, de los cuales 61 cumplieron con los criterios de
inclusion. Las caracteristicas demograficas y clinicas de los sujetos incluidos se
resumen en la tabla 2.

Como se esperaba, dado que la FPI ocurre en general en pacientes mayores de
50 afos, se encontrd una diferencia significativa en la edad de este grupo de
pacientes con el resto de los grupos de estudio que en general eran mas jovenes
(p < 0.0001). Se encontré también diferencia en los niveles de OPN por género,
siendo més elevados en los hombres que en las mujeres (p< 0.05) ademas de una
moderada correlacion positiva de OPN con la edad (r = 0.58, p< 0.01).

Los pacientes con las diferentes neumopatias intersticiales mostraron en las
pruebas de funcién respiratoria, alteraciones de tipo restrictivo, con disminucién de
la capacidad vital forzada, y de intercambio gaseoso, con disminucion de la
capacidad de difusion y de la saturacién de oxigeno. Sin embargo, no se
encontraron diferencias en los promedios de estas variables entre los 3 grupos.
Las alteraciones fueron significativas en comparacion con el grupo control (p<
0.001).

Por otro lado, el andlisis de los valores de proteinas totales en los LBA mostré un
incremento significativo entre el grupo de pacientes con NH y el resto de los

sujetos (p<0.05) (Gréfica 1).

Osteopontina en el lavado bronquioalveolar
Para tener una distribuciéon normal, se obtuvo el logaritmo de los valores de OPN
ajustado por proteinas totales en el LBA. Se observé que los niveles de OPN en el
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LBA en los pacientes con FPI fueron significativamente mayores que en los
pacientes con NH y sujetos sanos (p<0.0001) asi como en pacientes con NINE (p
< 0.05). No se encontro diferencia entre los promedios de estos tres ultimos
grupos (Grafica 2).

Mediante la utilizacién de curvas de caracteristicas operativas del receptor (ROC)
se determind que cuando el logaritmo de OPN es > 2.0, esta prueba presenta una
sensibilidad de 80% y una especificidad del 75% para el diagnostico de FPI.
(Tabla 4, Grafica 3).

Correlacién de los niveles de Osteopontina con las pruebas de funcion
pulmonar y curso clinico de la enfermedad.

No se encontré correlacién alguna entre los niveles de OPN con las pruebas de
funcién pulmonar (FVC, saturacion de oxigeno en reposo y ejercicio, difusion de
mondxido de carbono).

Tampoco encontramos asociaciéon entre los niveles de OPN y el tipo de curso
clinico de la FPI. Para esto, los pacientes fueron separados de acuerdo al tiempo
transcurrido entre el inicio de sintomas y el diagnéstico, en menores de 12 meses
y mayores de 24 meses, dado que hemos encontrado que los pacientes que
consultan con menos de 8 meses de sintomas presentan una forma acelerada de
la enfermedad (Selman, manuscrito en preparacion).

Se explord también la correlacion entre el nimero absoluto y porcentaje de células
en el lavado bronquioalveolar (macréfagos y linfocitos) y la cantidad de OPN
ajustado por proteinas sin encontrar ningun tipo de asociacion.

Un hallazgo interesante en el andlisis de las variables clinicas fue encontrar una
asociacion significativa entre los niveles elevados de OPN y la presencia de
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hipocratismo digital. Esta asociacion se observé cuando se analizaron todos los
sujetos como grupo (RM =6.69 IC =1.25-10.76; p <0.05).

Esta asociacion se perdié en los pacientes con FPI dado que en la mayoria de
ellos existe presencia de hipocratismo digital (RM = 3.3, 1C95% 0.23 — 37.1, p =
0.64). El analisis de esta asociacién en los otros dos grupos de pacientes mostré
una RM = 21, IC 95% 1.50 — 293.26, p < 0.05 para el grupo de pacientes con NH,
y una RM de 0.16, IC 95% .0010 — 2.82. p = 0. 26 en el grupo de pacientes con
NINE.

Se exploré también las posibles asociaciones de género y tabaquismo con la
cantidad de OPN en LBA. Para el grupo completo de sujetos estudiado se observo
una tendencia hacia una asociacién positiva entre el habito tabaquico y
cantidades elevadas de OPN en LBA (RM de 3.0, IC95% 0.99 — 9.06, p = 0.087).
Por otro lado, en la grafica que muestra los niveles de OPN ajustada por proteinas
es evidente que dentro del grupo de pacientes con FPI existen diferencias en la
cantidad de OPN cuantificada por ELISA dando la apariencia de formar dos
grupos diferentes. En este contexto, se realizé un modelo de regresion lineal
multiple para tratar de definir cuales son los parametros que influyen en la
variacion de las cantidades de OPN en el lavado de estos pacientes. Al modelo se
ingresaron todas aquellas variables que fueron consideradas de importancia
clinica y bioldgica en el padecimiento. Con este analisis se obtuvo un modelo que
incluyd 6 parametros que fueron, Pa02 en ejercicio, FVC%, DLCO%, edad,

género y tabaquismo, con una R? ajustadade .94y p=.012.
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Discusion

Las neumopatias intersticiales muestran rasgos clinicos, radiolégicos y
funcionales similares. Es por esto que a pesar de ser muy heterogéneas en su
etiologia y patogénesis pueden agruparse en conjunto bajo el término de EPID. En
general, los pacientes con cualquiera de estos padecimientos presentan disnea de
esfuerzo progresiva, tos con expectoracién escasa, imagenes radioldgicas
bilaterales y difusas, y alteraciones funcionales de tipo restrictivo con hipoxemia en
reposo que empeora con el ejercicio.

Dos de las EPID que con mayor frecuencia se observan en México son la
fibrosis pulmonar idiopatica y la neumonitis por hipersensibilidad inducida por la
exposiciéon prolongada a diferentes tipos de aves, como palomas, canarios o
pericos australianos. La forma cronica de la NH puede progresar hacia la fibrosis y
ser indistinguible de la FPI (11, 71). Asimismo, la neumonia intersticial idiopatica
inespecifica (NINE) suele confundirse, incluso en los hallazgos histopatolégicos
conlaFPlylaNH (72, 73).

En este contexto, el principal objetivo de este estudio fue evaluar si los
niveles de OPN en el lavado bronquioalveolar podria ser utilizada como una
prueba auxiliar en la caracterizaciéon de estas EPID, particularmente si podia
discriminar a la FPI, que representa uno de los mayores retos de diagnéstico y
tratamiento en este grupo de enfermedades.

Con este propésito cuantificamos los niveles de OPN en los LBA de
pacientes con FPI, NH, NINE y sujetos sanos. Decidimos usar lavado

bronquioalveolar por dos razones: a) es un método rutinario en el estudio de estos
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pacientes y b) puede reflejar de manera mas apropiada lo que esta ocurriendo en
el tejido pulmonar dafiado.

Nuestros resultados mostraron una marcada diferencia en los promedios de
OPN presentes en los lavados de los pacientes con FPIl en comparacion con los
demas grupos, en quienes ademas no se observaron diferencias intergrupales. De
manera interesante, nuestros datos mostraron una sensibilidad de 80% vy
especificidad del 75% para el diagnéstico de FPI cuando el resultado de logaritmo
de OPN es > 2.0, lo cual podria hacer de esta técnica una buena opcién para ser
utlizada como prueba auxiliar en el diagndstico diferencial de estas
enfermedades.

También encontramos una diferencia significativa en los niveles de OPN
entre hombres y mujeres, siendo mas alto el promedio en los hombres; y una
correlacion positiva de los niveles de OPN con la edad. No existen reportes
previos en la literatura donde se mencionen diferencias en los niveles de OPN por
género, y con respecto a la edad encontramos solo dos estudios, contradictorios
entre si, de trabajos donde se midieron cantidades de OPN en plasma de
pacientes con tuberculosis y controles sanos asi como con hiperlipidemia vy
controles sanos (61, 74). En el primero de ellos, no encontraron correlacion entre
la edad y los niveles de OPN y en el segundo reportan una correlacion positiva
entre los niveles de OPN y la edad, resultados similares a los nuestros; es
importante destacar que nuestro trabajo es el primero que ha sido realizado
midiendo concentraciones de OPN en sobrenadante de LBA, y a diferencia de los
anteriores, esta puede ser una aproximacion mas directa de los eventos
patoldgicos que estan ocurriendo en el pulmon de estos pacientes.

32



Consideramos que la participacion del género y la edad pueden ser debidos
principalmente a que los sujetos con FPI que mostraron niveles mas elevados de
OPN son predominantemente del género masculino y mayores de 60 afios, por
esto es importante mencionar que la incidencia de esta enfermedad es mayor en
hombres que en mujeres, asi como en individuos mayores de 50 afios (74, 75).

Como se menciond previamente, se observaron diferencias en los niveles
de OPN en los LBA de los pacientes dentro del grupo con FPI por lo que se realizd
un modelo de regresion lineal multiple tratando de definir los parametros clinicos
y/o biolégicos que influyen en la variacién de las cantidades de OPN en LBA en
estos pacientes. En el modelo obtenido, quedaron incluidas 6 variables que
fueron, Pa02 en ejercicio, FVC%, DLCO%, edad, género y tabaquismo. Este
modelo es congruente con nuestros resultados ya que se observaron diferencias
en los niveles de OPN segun el género asi como asociacién con los niveles de
OPN y edad y una tendencia hacia una asociacién con el tabaquismo. Aunado a
esto, la Pa02 en ejercicio, FVC%, DLCO% son variables que se relacionan con la
progresion de la enfermedad, lo que nos puede estar indicando que las diferencias
en los niveles de OPN en LBA que existen en este grupo de pacientes pueden
estar asociadas al grado de progresién de la enfermedad.

Por otro lado, es de gran interés el hallazgo de la fuerte asociacion entre los
niveles elevados de OPN y la presencia de hipocratismo digital, ya que se sabe
que la presencia de este signo esta asociado de manera importante con procesos
fibrosantes avanzados, en especial en la FPI (75); ademas de esto, en un estudio
realizado en el INER se demostré que el hipocratismo digital es relativamente
frecuente en pacientes con neumonitis por hipersensibilidad crénica y que predice
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un mal pronostico (76). Esto podria indicar que los pacientes con mayores niveles
de OPN son también aquellos que presentan enfermedad mas avanzada y/o una
presentacién clinica mas agresiva. Esta hipdtesis esta basada no solo en nuestros
hallazgos actuales sino también en la teoria de que la OPN es una proteina pro
fibrosante (67), y que puede participar activamente en la progresiéon de estas
enfermedades. Es importante sefalar que los mecanismos involucrados en el
desarrollo de hipocratismo digital no se conocen con precision; éste consiste en la
deformacion bulbosa de las puntas de los dedos que se desarrolla como resultado
de edema y depdsito excesivo de colagena, ademas de activacion de las células
endoteliales e hiperplasia vascular. Se ha sugerido que algunos mediadores como
el factor de crecimiento derivado de plaquetas asi como el factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF), pueden tener participacion en la patogénesis del
hipocratismo digital; se plantea que en patologias donde se genera el paso de
megacariocitos y conglomerados de plaquetas a través de cortocircuitos en la red
capilar pulmonar, estas células liberan al factor de crecimiento derivado de
plaguetas asi como al factor de crecimiento vascular endotelial. Ademas, se ha
probado que el VEGF y el PDGF, se incrementan en procesos hipoxicos y que
conducen al incremento en la vascularidad, permeabilidad y cambios en el tejido
conectivo caracteristicos del hipocratismo digital (77, 78).

La OPN se produce normalmente en huesos y dientes donde se ha
sugerido que desempefia un papel importante en adhesién, migracion vy
supervivencia celular (79, 80). Se ha reportado que el gen de la OPN, es uno de
los genes sobre expresados en pulmones de ratas sometidas a hipoxia hipobarica
(81). Asimismo, en un trabajo reciente con un modelo de hipoxia normobarica en
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ratas, se demostro que ademas de que la OPN se incrementa en pulmén debido a
la hipoxia per se puede ser sobre regulada por factores de crecimiento que
responden a hipoxia, tales como la angiontensina Il y el factor de crecimiento para
fibroblastos acidico en células de musculo liso de arterias pulmonares con lo cual
se sugiere que la OPN puede desempenar también un papel en la remodelacién
vascular (82). En este contexto, podemos especular en base a nuestros hallazgos,
que OPN puede contribuir al desarrollo del hipocratismo digital.

Las caracteristicas del presente estudio no nos permiten hacer inferencias
en cuanto a la correlacion de los resultados de la cuantificacion de OPN con la
progresion de la enfermedad y supervivencia de los pacientes, pero consideramos
que seria de gran importancia e interés realizar un estudio prospectivo con la
intencion de probar éstas hipotesis.

La ausencia de correlacién de los niveles de OPN con las pruebas de
funcion pulmonar, podria considerarse algo esperado, ya que las anormalidades
en las pruebas de funcién pulmonar en estas patologias no muestran,
caracteristicamente, diferencias entre si, siendo esta una de las razones por las
que estas pruebas no son de ayuda en el diagnostico diferencial de estas
enfermedades. (68, 83).

En resumen, en este trabajo hemos demostrado que la OPN se encuentra
elevada en el lavado bronquioalveolar de los pacientes con fibrosis pulmonar
idiopatica por lo que podria considerarse como una prueba auxiliar de diagnostico

diferencial de las EPID.
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Tabla 1. Reguladores transcripcionales de OPN. Indicando la localizacion de los
dominios de union en la OPN. Promotor (h= humano, m= ratén, r= rata) y el
correspondiente tipo celular utilizado en el estudio del promotor.

(45222 ()

Células de astrocitoma

maligno humano U-
251MG, U-87TMG y U-
373MG.

Factor v-Src/CBF-like -65 a -38 (m) Células de fibrosarcoma
HT1060.

AP-1 =76 (r) Células de musculo liso
de aorta de rata.

Myc -86 a -55 (h) Células de astrocitoma
maligno humano U-
251MG, U-87TMG y U-
373MG.

USF -80a-72 (m), -101 a-96 | Células de musculo liso

(r) de aorta de rata.
TGF-B/Smad 3 -229a-179 (m) Células epiteliales de

pulmén Mv1Lu.

TGF-B / Hoxa-9

1982 -195 (m)

Células epiteliales de
pulmon Mv1Lu.

Ras/RRF

725a-717 (m), 99 a
+79 (m)

Células de cancer de
mama MDA-MB-231.
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~ Tabla2. Caract

.Diag.nt'istico
Nimero de Pacientes 25
Edad, afios 61 (26 - 48)
Hombre / mujer 14/ 11
Fumadores 6
Ex fumadores 5
No fumadores 14
FVC %, predicho 67.29+ 2428
DLCO %, predicho  67.14 +21.18
Pa02 mmHg, reposo 5246+76
Pa0O2 mmHg, ejercicio  40.7+6.16
Total de células x 10°  13.34 + 12.42
Macrofagos en LBA  79.52 + 937
Linfocitos en LBA 16.36 +8.47
Neutroéfilos en LBA 1.6+30
Eosinéfilos en LBA 2.8+296

FPI_ SR

43 (35-59)

7/9
2
2
12
65.4 £19.05
62.7+227
56.31+6.7
42.87+4.71
23.20+ 14.64
30.81 +16.94
6744+ 17.13
56+ 81
66+ 88

45 ( 35- 59)
0/10
1
2
7
587+ 189
73.5+£296
513+57
39.55+4.65
2328+ 11.28
51.70+ 16.71
46.10 + 18.53
80+22
1.5+1.78

Coniroles

10
35 (26 —48)
713
0
0
10
102.5+4.24
100.77 = 1.7
No se hizo
No se hizo
488 +3.45
89.10 +4.38
99+3.73
10+ .32
10+ .32
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OPN ajustado por proteinas

Gréfica 1. Niveles de OPN ajustado por proteinas totales en el LBA por grupo.

* M = mediana de cada grupo.
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Logaritmo de osteopontina

 Samos  NINE NH FPI

Gréfica 2. Logaritmo de la cantidad de OPN ajustado por proteinas en el LBA
por grupo. Las lineas rojas identifican |a ubicacién de los promedios.

Logaritmo de proteinas en LBA

Sanos _NINE NH FPI

Gréfica 3. Contenido de proteinas totales en el LBA. Las lineas rojas identifican

la ubicacién de los promedios.
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Tabla 3. Coordenadas de la curva ROC
Variable de prueba: Log de OPN
' Sensibilidad 1 - Especificidad
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1.0

Sensibilidad

0.0

S

0.0 5 o 1.0

1-especificidad

Grafica 3. Curva ROC de logaritmo de
OPN para FPI.
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