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BALANCE DE LA RESPUESTA PRO Y ANTI-INFLAMATORIA,
MEDIADA POR CELULAS TCD4" Y SU POSIBLE RELEVANCIA EN LA

INMUNOPATOGENESIS DE LA EPOC

1. Introduccion

La enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) se caracteriza por
la limitacién al flujo de aire, como resultado de la reduccion del calibre
en las vias respiratorias inferiores (bronquiolitis obstructiva) y Ila
destruccion del parénquima pulmonar (enfisema) [1]. La limitacion del
flujo de aire por lo general es progresiva y se asocia con una respuesta
inflamatoria pulmonar inducida, principalmente por la exposicion al
humo de tabaco y lefia [1, 2], comUnmente usada para cocinar
alimentos en zonas rurales; contribuyendo a la prevalencia de la EPOC

en este sector poblacional.

En los ultimos afos, la prevalencia de la EPOC ha aumentado de manera
significativa, sobre todo en poblaciones de edades avanzadas y en
grupos econdmicamente marginados, convirtiendo a la EPOC en un
problema de salud actual [3]. Las diferencias tanto en la etiologia como
en las manifestaciones clinicas, hacen necesario ampliar el conocimiento
sobre la inmunopatogénesis de la EPOC, para implementar nuevos

criterios de diagndstico, prondstico y tratamiento.



1.1 Etiologia de la EPOC

Dentro de los principales factores de riesgo asociados al desarrollo de la
EPOC se encuentran: la exposicion al humo de tabaco, infecciones del
tracto respiratorio, hiper-reactividad bronquial y la exposicién a gases

producto de la combustion de material organico [1, 4].

De acuerdo a la ATS (American Thoracic Society) y la ERS (European
Respiratory Society), el humo de tabaco es el principal factor de riesgo
asociado al desarrollo de la EPOC [4]. Actualmente, se desconocen los
mecanismos celulares y moleculares que inducen lesiones en tejido
pulmonar, como resultado de la exposicion a humo de tabaco. No
obstante, se sabe que el estrés oxidativo generado por radicales libres,
como p-benzosemiquinonas, contenidas en el humo de tabaco, generan
dafo tisular [5]. Ademas del estrés oxidativo, se sabe que el humo de
tabaco induce el aumento en el infiltrado de neutrofilos y macréfagos
activados, asi como la apoptosis de células endoteliales y epiteliales [6,
7]. Estos eventos en conjunto, interfieren con la capacidad de
reparacion tisular y generan alteraciones en la funcién pulmonar; las
cuales presentan una alta prevalencia en individuos fumadores, que
ademas cuentan con una tasa de mortalidad asociada a EPOC, superior

a los no fumadores [1, 4, 7, 8].



Actualmente se sabe que incluso, la exposicién pasiva al humo de
tabaco puede contribuir al desarrollo de la EPOC [9-11]. No obstante, es
importante mencionar que no todos los fumadores desarrollan una EPOC
clinicamente significativa, lo cual sugiere que existen factores genéticos
e inmunoldgicos que podrian asociarse con diferencias en el riesgo

individual para el desarrollo de esta enfermedad [4, 8, 12].

Como se menciond con anterioridad, otro factor de riesgo asociado al
desarrollo de la EPOC, son las infecciones del tracto respiratorio, las
cudles inducen lesiones en el tejido pulmonar que, a su vez, dan lugar a
alteraciones fisioldgicas, como disfunciéon ciliar, limitacién al flujo de
aire, hiperinflacion, alteraciones del intercambio gaseoso e hipertension

pulmonar [4].

Ademas de la exposicién al humo de tabaco, la exposicion laboral a
polvos organicos e inorganicos, sustancias quimicas y vapores, causan
entre el 10 y el 20% de los sintomas o anormalidades funcionales

asociadas a la EPOC [4].

Adicionalmente la contaminacion en espacios cerrados, por humo
generado por la combustion de materiales inflamables como carbdn o
lefia, utilizados para cocinar y calentar alimentos en areas no ventiladas,
son otro factor de riesgo que con frecuencia se asocia al desarrollo de la

EPOC en mujeres jovenes, habitantes de zonas rurales[12-14].



Se ha observado que las alteraciones relacionadas con la edad como
inflamacidon crénica moderada, también pueden contribuir al desarrollo
de enfisema mediante la disminucion de la capacidad de reparacion

tisular [1, 4, 6].

El riesgo de desarrollar la EPOC surge de la interaccion entre el individuo
y el medioambiente. No obstante, se ha documentado que existe
predisposicién genética asociada a este padecimiento. El factor genético
mejor documentado es el déficit hereditario de la enzima a1- antitripsina
[15-19]. Esta es una alteraciéon recesiva autosémica poco frecuente,
cuya prevalencia en Europa Occidental y Estados Unidos es de
aproximadamente 1 por cada 2500 y 1 por cada 5000 recién nacidos,
respectivamente, y es altamente dependiente del origen escandinavo de

la poblacion [19].
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1.2 Aspectos Clinicos de la EPOC

Los cambios fisioldgicos y los sintomas caracteristicos de la EPOC son
consecuencia de la presencia de alteraciones anatomopatoldgicas. La
localizacion de estas modificaciones, es en: bronquios, bronquiolos,
paredes alveolares y vasos pulmonares (Figura 1); pudiendo variar de

individuo a individuo [4].

Traquea

Lébulo Superior Lébulo Superior

-ﬁ/ Bronquio
\ Bronquiolo

-

Lobulo Medio

s :

Alvéolo

Lébulo Inferior Lobulode lalingula LébuloInferior  Saco Alveolar

Figura 1. Principales componentes del sistema respiratorio.

[Modificado de: http://www.enciclopediasalud.com/categorias/enfermedades/articulos/
neumonia/]
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1.2.1 Alteraciones en la traquea y los bronquios

En pacientes con EPOC en etapas tempranas se observan alteraciones
en la traguea y los bronquios. Estas lesiones pueden estar asociadas con

bronquitis crdénica sin obstruccion al flujo de aire [20].

La existencia de lesiones bronquiales es establecida mediante el indice
de Reid, un parametro que permite cuantificar alteraciones de las
glandulas traqueobronquiales y correlacionarlas con el estado clinico de
los pacientes. Esta evaluacion de la hipertrofia glanular, relaciona la
proporcidon de espacio que las estructuras glandulares ocupan en la
pared, con respecto al grosor total de la misma. En situaciones normales
esta proporcion es de un tercio. Un incremento en el indice de Reid es
indicativo de lesiones bronquiales [20, 21]. Otras alteraciones
comunmente encontradas son zonas con pérdida del epitelio ciliar,
ocupadas por metaplasia escamosa del epitelio e hiperplasia de células
calciformes. También, se ha observado infiltracién de células pro-
inflamatorias (macrofagos, neutrodfilos y linfocitos TCD8%) y como
consecuencia la liberacién de mediadores de inflamacién (leucotrienos,
CXCL8 (IL-8) y TNF-a) en la pared bronquial. Diversos estudios han
demostrado la correlacion entre concentraciones altas de CXCL-8 y un
incremento de neutrdéfilos, con respecto a la gravedad de la obstruccion
y con la disminucion del FEV1 (volumen espiratorio forzado en el primer

segundo después de administrar un broncodilatador) [20-22].
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1.2.2 Alteraciones de las vias aéreas periféricas

Las alteraciones en las vias aéreas pequefias, los bronquiolos y los
bronquios, son responsables de la limitacién al flujo de aire. Esto se
debe a lesiones intrinsecas o extrinsecas. Las lesiones intrinsecas,
incluyen la inflamacion del tracto respiratorio, en algunos casos,
acompanada de fibrosis, obstruccion de mucosidad, hiperplasia de
musculo liso y metaplasia celular [20, 21] (Figura 2). Con respecto a las
lesiones extrinsecas a la luz bronquial, estas incluyen la pérdida de
retraccion elastica y alteraciones en la pared de los bronquiolos como

consecuencia de la ruptura de uniones alveolares [20, 21].
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Arteria pulmonar

Hiperplasia de misculo liso

5

Red capilar Mucosidad

v.‘.‘

Vena pulmonar ‘..

Alvéolo

Figura 2. Bronquitis.

La hiperplasia del musculo liso y la obstruccion de mucosidad son lesiones
intrinsecas de los bronquiolos, frecuentemente observadas en pacientes con
EPOC. [Modificado de: http://www.medicinapreventiva.com.ve/auxilio/signos/respi-

racion.htm]
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1.2.3 Alteraciones del parénquima pulmonar.

La lesion caracteristica de la EPOC es el enfisema. El enfisema es una
condicion clinica distinguida por la distencion del acino y la destruccién

del tejido en las paredes alveolares [20-22].

La clasificacion histoldogica del enfisema se relaciona con la etiologia de
la enfermedad. Se han descrito diferentes tipos histoldgicos, dentro de

los cuales se consideran:

1. Enfisema centroacinar es aquel que afecta a los bronquiolos
respiratorios, respetando los ductus y los sacos alveolares. Es producido
casi exclusivamente por la inhalacion de humo de tabaco [20-22]

(Figura 3B).

2. Enfisema panacinar. Afecta todo el acino y es provocado por la
alteracion de la homeostasis pulmonar, que genera la auto-digestion del
parénquima secundario a una deficiencia de al-antitripsina, que se
agrava con el reclutamiento de neutréfilos activados por la exposicion al

humo del tabaco [20-22] (Figura 3C).

En el enfisema, la destruccion del parénquima pulmonar genera la
reduccion de la capacidad del intercambio gaseoso, y por tanto

hipoxemia e hipercapnia [23].
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<«— Bronquiolo
Terminal

e

Conducto Alveolar }

Figura 3. Enfisema pulmonar.

A) Estructura del acino sin lesiones. B) Enfisema centroacinar. Destruccion de
paredes alveolares, restringida al area de los bronquiolos respiratorios,
permaneciendo intacto el acino. C) Enfisema panacinar. Destrucciéon de

paredes alveolares que afecta todo el acino.

[Modificado de: http://medfamchihcesardk.blogspot.com/2007/06/noc-epoc-bronqui-

tis-cronica-neumopatia.html]
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1.2.4 Alteraciones de la vasculatura pulmonar

Los vasos pulmonares presentan hipertrofia de la intima y del musculo
liso, generando el engrosamiento de las paredes. También se presenta
hipertension pulmonar e insuficiencia cardiaca derecha, como
consecuencia de alteraciones en el lecho capilar, secundario al enfisema,
asi como hipoxia alveolar por la limitacién crénica al flujo de aire [20-

22].
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1.3 Epidemiologia de la EPOC

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el 2005,
cerca de 3 millones de personas fallecieron a causa de la EPOC, lo que
equivale al 5% de todas las defunciones registradas a nivel mundial
durante ese afno [3]. En el 2007, aproximadamente 210 millones de
personas fueron diagnosticadas con EPOC, en todo el mundo. Se sabe
gue en paises industrializados, la EPOC es la cuarta causa de mortalidad
y se calcula que para el 2020 se convertira en la tercera causa de

muerte a nivel mundial [7].

En México, en el 2004, el Instituto Nacional de Salud Publica (INSP)
estimé los costos médicos atribuibles al consumo de tabaco en el
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS). Estos se estimaron con
base al numero de casos con diagndstico de primera vez de las
principales enfermedades asociadas al consumo de tabaco: enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC), cancer de pulmdén (CP), infarto
agudo al miocardio (IAM) y enfermedad cerebrovascular (ECV). Los
costos anuales de la atencidn médica se estimaron en 7000 millones de
pesos, lo que equivalia al 5% del gasto total de operacidon del IMSS de
ese afo [24]. Ademas de los costos médicos atribuibles a la atencién de
la EPOC es importante saber la prevalencia y la morbilidad asociadas a
esta enfermedad en nuestro pais. Se estima que la prevalencia de la

EPOC en México es de aproximadamente 2.75 millones de personas, es

18



decir 4.8% de la poblacién total y es la sexta causa de muerte en

mayores de 65 afios [25].

De acuerdo a Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), en el
2004, el numero de defunciones atribuibles al tabaquismo fue de 60 mil,
es decir, 165 muertes al dia, de las cuales el 29% (17390 muertes) se

asocian a EPOC [25].

Si bien es escasa la informacion actual sobre la morbilidad debida a la
EPOC, se sabe que este padecimiento aumenta con la edad y es mayor
en hombres que en mujeres, asi como en fumadores y ex-fumadores en

comparacion con no fumadores [26, 27].

La morbilidad por la EPOC puede estar asociada a otras co-morbilidades
(por ejemplo, enfermedades musculo-esqueléticas, diabetes mellitus,
neoplasias, osteoporosis, artritis [1] o asma [22, 28]), las cuales no
estan directamente relacionadas con la EPOC, pero pueden interferir con
el tratamiento de la enfermedad y deteriorar la calidad de vida del

paciente.

Por todo lo anterior, la EPOC debe ser tratada como un problema de
salud publica, que no recibe la atencién suficiente por parte de las
autoridades sanitarias y los gobiernos. Considerando lo anterior, se instd
a la OMS a auspiciar la Iniciativa Global para la Enfermedad Pulmonar

Obstructiva Croénica (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung

19



Disease, GOLD por sus siglas en inglés). Entre los objetivos principales
de la GOLD estan la concientizacion de la importancia de la EPOC y
proporcionar ayuda a los pacientes, asi como regular criterios de

diagnéstico y tratamiento de la enfermedad [1].
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1.3.1 Diagnostico

La sintomatologia caracteristica de la EPOC es disnea, tos, expectoracién
de evolucion crénica y progresiva, y/o un historial de exposicidon a
factores de riesgo, como el consumo de tabaco. Todo paciente que
presente estos sintomas debe ser evaluado mediante espirometria para

confirmar el diagnodstico [20, 21].

La espirometria permite determinar la limitacién al flujo de aire.
Consiste en la medicién del volumen maximo de aire espirado de
manera forzada partiendo de una inspiracion maxima (capacidad vital
forzada o FVC), durante el primer segundo de ésta prueba (volumen
espiratorio forzado en el primer segundo o FEV1). En los pacientes con

EPOC es caracteristico la disminucién en ambos parametros, FEV1 y FVC

[1].

Para determinar la presencia de limitacién al flujo de aire se debe
calcular el cociente entre FEV1/FVC. La limitacién al flujo de aire puede
establecerse cuando el cociente FEV1/FVC post broncodilatador es
<0.70% [1]. Esta definicién de la limitacidon al flujo aéreo representa
una aproximacion, ya que en pacientes ancianos con limitacién leve, el
proceso de envejecimiento normal, puede ser el responsable de la
alteracién de los volumenes pulmonares, por lo que debe considerarse

que no existen valores de referencia de FEV1 y FVC, que puedan ser
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aplicados universalmente. No obstante, para realizar la confirmacion del
diagnostico, los valores espirométricos deben compararse con los
valores de referencia corregidos por la edad, altura, género y etnia [29,

30].

Adicionalmente, es importante determinar el déficit de al- antitripsina,
en pacientes caucasicos, con sospecha de EPOC a edad temprana (<45

anos), o en quienes tengan una historia familiar muy sugestiva [19].

Ademas de ser esencial el diagnostico, es importante determinar la
gravedad de las alteraciones anatomopatoldgicas producidas por la
EPOC. Es por ello que la GOLD ha clasificado a la EPOC, de acuerdo a su
gravedad, en cuatro estadios (Tabla 1). Esta clasificacién se realiza en

base a los valores de espirometria [1, 4].
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Tabla 1. Clasificacion espirométrica de la gravedad de la EPOC

(FEV1 post broncodilatador)

FEV1/FVC < 0.70%

Etapa I: Leve FEV: > 80%
FEV1/FVC < 0.70%

Etapa II: Moderado 50% < FEV; < 80%
FEV1/FVC < 0.70%

Etapa III: Grave 30% < FEV; < 50%

FEV1/FVC < 0.70%
FEV: < 30% 6

Etapa IV: Muy Grave FEV: < 50% mayor insuficiencia

respiratoria*

FEV1: volumen espirado maximo en el primer segundo; FVC: capacidad vital forzada;
*Insuficiencia respiratoria. Establecida mediante los siguientes parametros: presion
parcial arterial de oxigeno (PaO;) inferior a 60 mm Hg (8.0 kPa) con o sin presidn
parcial arterial de CO, (PaCO,) superior a 50 mm Hg (6,7 kPa).
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1.4 Inmunopatogénesis de la EPOC

El humo de tabaco esta compuesto por aproximadamente 5000
sustancias [31], lo cual dificulta la asociacidn especifica de sus
componentes con mecanismos inmunes relacionados con la
susceptibilidad al desarrollo de la EPOC. No obstante, se sabe que el
humo de tabaco interfiere con los mecanismos de defensa de la
inmunidad innata, alterando la integridad de la barrera epitelial y
estimulando la migracion de neutrdéfilos, monocitos/macrofagos,
linfocitos TCD4*, TCD8*, B, células dendriticas y NK (natural killer), al

parénquima pulmonar y vias aéreas centrales [32].

Hasta el momento se sabe que las modificaciones estructurales en las
vias respiratorias inferiores, caracteristicas de la EPOC, son el resultado
del estrés oxidativo inducido por la exposicion al humo de tabaco,
deficiencias en al-antitripsina, la apoptosis de células epiteliales vy
endoteliales; asi como la presencia de infiltrados de células,

principalmente de linfocitos TCD8* y TCD4"* [7, 15-19, 23].

Como ya fue mencionado, la EPOC se caracteriza por la inflamacion de
las vias respiratorias y destruccion del parénquima pulmonar. Existe
informacion que indica que la destruccidn del tejido epitelial y la
activacién de los macréfagos, inducidos por la exposiciéon al humo de

tabaco, estimulan la liberacion de los factores quimiotacticos que
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reclutan neutréfilos. Estas células contribuyen a la degradacion del
tejido conectivo por la produccién de elastasas [6], las cuales generan
péptidos de elastina, principal constituyente de la matriz extracelular
pulmonar. Recientemente, los péptidos de elastina se han asociado a
una posible respuesta autoinmune en la EPOC. Dentro de los hallazgos
gue sustentan esta hipdtesis es la presencia de anticuerpos contra
elastina en individuos con enfisema [34-36]. También se ha reportado
en pacientes con EPOC, un incremento en IFN-y producido por células
TCD4" en respuesta a péptidos de elastina [37]. Asi mismo, se sabe que
las células Th17, presentes en el parénquima pulmonar de pacientes con
enfisema y la estimulacion por péptidos de elastina promueven la
diferenciacion de células Thl y Th17 [38], lo cual podria indicar que la
elastina puede actuar como auto-antigeno durante la patogénesis de la
EPOC, via induccién de la respuesta inmune Thl y Th17. En conjunto
estos estudios han sugerido que las células Th17 podrian mediar la
respuesta inmune celular y la autoinmunidad en la patogénesis de la

EPOC.
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1.4.1 Posible relevancia de las células Th17 en la EPOC

Las células Th17 son una subpoblacion de linfocitos TCD4%, que se
caracterizan principalmente, por secretar IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22,
IL-26, TNF-a, CCL5 y CXCL7 [39, 40]. De estas citocinas, la IL-17A, IL-
22, CCL5 y CXCL7, se han asociado a la respuesta inmune inflamatoria,
caracteristica de la EPOC, correlacionada con el incremento de la
expresion de estas, en biopsias bronquiales y mucosa bronquial, de

pacientes con EPOC [33, 39-41].

La IL-17 es una citocina pro-inflamatoria producida tanto por células
Th17, como macréfagos, células NKT (Natural Killer T), células
dendriticas, linfocitos B y Ty5. Esta citocina induce en células del
endotelio, epitelio, fibroblastos y macroéfagos, la produccion de factores
de crecimiento, como GM-CSF (granulocyte/macrophage colony
stimulating factor); y diversas quimiocinas, como CXCL1, CXCL2 vy
CXCL5. Dichas quimiocinas, funcionan como factores quimiotacticos de
granulocitos, indispensables para eliminar patdégenos e inducir una

respuesta inflamatoria [39-41].

La importancia de la IL-17 en las vias respiratorias se ha demostrado a
través de diversos estudios en los cuales se ha encontrado que en
ratones knock-out para el receptor de IL-17 (IL-17R), incrementa la

susceptibilidad a infecciones pulmonares, correlacionada con la ausencia
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de migracion de neutrdfilos al espacio bronqueoalveolar de las vias
respiratorias, asi como la incapacidad de eliminar bacterias como

Escherichia coli [39, 42]. Adicionalmente, en modelos animales de

enfisema, se ha asociado la exposicion crénica al humo de tabaco con el
incremento significativo en el nimero de células productoras de IFN-y e

IL-17 en LBA (Lavado bronqueoalveolar) [43].

Como se menciond anteriormente, las células Th17 también producen
IL-22, la cual se ha asociado a enfermedades crénicas inflamatorias
como artritis reumatoide, psoriasis y enfermedad del intestino irritable
[44, 45]. Actualmente, se sabe que la IL-22 es una citocina pro-
inflamatoria, indispensable para la proteccién contra ciertas infecciones
pulmonares, debido a que induce la expresion de B-defensinas, las
cuales son importantes en la proteccidn de la barrera mucociliar contra

microorganismos en el pulmén [46].

Estudios recientes han demostrado que el niumero de células del epitelio
bronquial, productoras de IL-22, incrementa en pacientes con EPOC en

relacién con individuos sanos [40].

En modelos animales de enfermedad pulmonar inducida por bleomicina,
se observd un efecto protector en ratones con deficiencia de IL-22 6

ratones tratados con anticuerpo que bloguea IL-22. También se
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determind que la respuesta inflamatoria inducida por IL-22 depende de

la presencia de IL-17 A [47].

Ademas de la IL-22 e IL-17 se sabe que TNF-a podria ser una citocina
indispensable en la respuesta inmune inflamatoria caracteristica de la
EPOC, ya que promueve la produccién de CXCL8 en células del epitelio
de vias respiratorias, promoviendo el infiltrado de neutréfilos y con ello
la degradaciéon de tejido pulmonar [36]. Asi mismo, existen estudios que
han reportado que el incremento en suero de TNF-a esta ligado a
exacerbaciones en pacientes con EPOC [48]. Adicionalmente, se sabe
que al igual que la IL-22, la funcién de TNF-oa podria depender de IL-
17A, ya que se ha encontrado, en mastocitos, un incremento de esta
citocina debido a IL-17A, lo cual genera infiltrado de neutrofilos en

tejido pulmonar [49].

La asociacién de citocinas producidas por células Th17 con la respuesta
inmune en tejido pulmonar, sugiere que el desarrollo y la progresion

de la EPOC es el resultado de la inflamacién mediada por células Th17.
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1.4.2 Células Treg en la EPOC

Las células T reguladoras (Treg) son la subpoblacién mas abundante de
linfocitos TCD4*, ya que representan del 5-10% del total de esta
poblacién [50]. Esta estirpe celular expresa constitutivamente CD?25,
GITR (glucocorticoid-inducible TNF (tumour necrosis factor) receptor),
CTLA4 (cytotoxic T lymphocyte antigen 4), y FOXP3 (forkhead box P3)
[40, 51]. Asi mismo, se sabe que las células Treg expresan receptores
de quimiocinas, como CCR6 y CCR7, los cuales les confieren la habilidad

de migrar a sitios de inflamacion [40, 52].

Actualmente, se sabe que las células Treg son responsables de la
regulacion de la tolerancia periférica, respuesta inflamatoria vy
autoinmune, inducidas por células T cooperadoras. Dichas funciones son
realizadas mediante la produccién de citocinas como IL-5, IL-10, IL-35,

IFN-y, y factores de crecimiento como TGF-3 [40].

Se sabe que la diferenciaciéon de células T naive en células Treg y la
expansion de esta estirpe celular dependen de TGF-B1 e IL-2 [40]. Esto
se ha comprobado a través de estudios en animales, en los cuales,
ratones deficientes en IL-2 presentan una disminucién en la proporcién
de células Treg, indicando la importancia de esta citocina, en la

proliferacidon de esta estirpe celular [53].
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Ademas de Ila importancia como factores estimulantes de la
diferenciacion de células Treg, se cree que TGF-B1 e IL-2 podrian ser
responsables de la respuesta inmune en la EPOC, ya que se ha
reportado el incremento en las concentraciones de TGF-B1 en suero de
pacientes con EPOC comparado con controles sanos [54].
Adicionalmente, se ha reportado un incremento en la concentracion de
IL-2 en pacientes con EPOC estable [55] comparados con aquellos que
exhiben un rapido declive de la funciéon pulmonar. Los hallazgos de altas
concentraciones de TGF-B1 e IL-2 sugieren que existe un ambiente que
fomenta la diferenciacién a células Treg y esto puede ser especialmente

acentuado en pacientes con EPOC estable.

Como se menciond con anterioridad, las células Treg producen citocinas
antiinflamatoria, incluidas la IL-35, la cual inhibe la proliferacion de
células T. La IL-35 es un heterodimero, perteneciente a la familia de
citocinas IL-12 junto con IL-23 e IL-27 [56]. En ratones, la IL-35 se ha
asociado a la supresion de células Th17 [57], no obstante, esta funcion
no se ha demostrado en humanos [58]. Actualmente, se cree que la IL-
35 podria regular las funciones de células que participan en la respuesta

inmune en EPOC, especialmente macréfagos [40].

Ademas de IL-35, se sabe que IL-10 podria ser indispensable en la
regulacion de la respuesta inflamatoria caracteristica de la EPOC. Dentro

de las funciones relevantes de IL-10 y que podrian demostrar su
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relevancia en la patogénesis de la EPOC, son que esta suprime citocinas
producidas por células Th1l, como IFN-y y TNF-a, e inhibe en neutréfilos,
la produccion de CXL8, generando un efecto anti-inflamatorio [59, 40].
Como ya fue mencionado, la neutrofilia es caracteristica de la EPOC, por
lo que se podria sugerir que la produccién de IL-10 no es suficiente para
prevenir el infiltrado de neutréfilos en individuos con EPOC.
Adicionalmente, se ha reportado que en ausencia de IL-10, las
concentraciones de IL-23 pueden elevarse y generar la activacién de

células Th17 [60].

Con base a la funcién de las células Treg, se puede hipotetizar que la
proporcién de esta estirpe celular se encuentra relacionada de manera
inversamente proporcional al dafo generado por los procesos
inflamatorios caracteristicos de la EPOC. No obstante, se ha reportado el
incremento en las proporciones de células Treg, en pacientes con EPOC
con exacerbaciones y en biopsias de pulmoén de pacientes con enfisema
[37]. Existe informaciéon que indica la existencia de una correlaciona
directa entre el niUmero de células TCD4"CD25", en LBA, con el nimero
de paquetes de tabaco consumido al aho, en pacientes con EPOC [61].
Adicionalmente, un estudio en paréngquima pulmonar de pacientes con
EPOC moderado, concluyd que hay un incremento en el niamero de

linfocitos TCD4* FOXP3™ [62].
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La importancia de las células Treg en EPOC es controversial. Algunos
estudios sugieren que la disminucién en la subpoblacion de células Treg
en tejido pulmonar de pacientes con EPOC podria ser importante en la
progresidon clinica de la enfermedad [63], mientras que otros grupos
sugieren que hay alteraciones funcionales en las células Treg, que
influyen en la patogénesis de EPOC [64]. No obstante, se desconoce el
mecanismo responsable de esta desregulacion en la respuesta de las
células Treg, pero se cree que posiblemente, algun componente del

humo de tabaco puede ser el responsable de este fendmeno.

Con base a la informacion previamente mencionada podemos concluir
gue en los pacientes con EPOC, la inflamacion crénica no puede ser
controlada por esta estirpe celular, generando asi un desbalance en la

respuesta pro y anti-inflamatoria.
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2. Planteamiento del problema

Investigaciones recientes sugieren que las subpoblaciones de células
TCD4", contribuyen de manera importante en la inmunopatogénesis de
la EPOC [6, 65]. Dentro de estas subpoblaciones de linfocitos, las células
Th17 se han descrito como la posible estirpe celular responsable de
mediar la respuesta inflamatoria crénica en la EPOC. Debido a que estas
células secretan diversas citocinas pro-inflamatorias, como IL-17A, IL-
22 y TNFo, la cuales son responsables del incremento en el infiltrado de
células pro-inflamatorias y por ende del dano tisular caracteristico de

esta enfermedad [40].

Ademas de las células Th17, las células Treg se han asociado a la
respuesta inmune celular en la EPOC, pues existen estudios que indican
gue esta estirpe celular, al regular la tolerancia periférica y las funciones
de las células T cooperadoras, tienen la capacidad de regular la
respuesta inflamatoria [40, 36], pero que en algunas patologias, como
la EPOC, esta respuesta es ineficiente debido a la posiblemente
alteracién en la funcidon de estas células, producto de la exposicion al
humo de tabaco; generando una respuesta inmune pro-inflamatoria

posiblemente mediada por células Th17.

En este contexto, es relevante precisar el papel de las células TCD4™", en

particular el balance Th17/Treg en la patogénesis del proceso
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inflamatorio caracteristico de la EPOC. Asi mismo, es importante definir
el balance pro y anti-inflamatorio mediante la correlacién de las
modificaciones en la proporcion de subpoblaciones de linfocitos TCD4+,
con la produccion de citocinas ex vivo y compararlas con la respuesta
celular, producto de la exposicion al humo de tabaco in vitro. Por lo
tanto, los resultados de este trabajo contribuirdn para entender los

mecanismos involucrados en la fisiopatogenia de la EPOC.
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3. Objetivos
3.1 Objetivo general

Analizar la respuesta inmune celular y la produccion de citocinas en
sangre periférica de pacientes con EPOC, fumadores sin EPOC vy
controles sanos. Establecer las propiedades funcionales de las células
mononucleares de pacientes con EPOC, fumadores sin EPOC y controles

sanos, estimuladas con extracto de humo de tabaco.

3.2 Objetivos especificos

1. Analizar la proporcion de las diferentes subpoblaciones de células
TCD4* (Thl, Th2, Thl7 y Treg), obtenidas de sangre periférica, de

pacientes con EPOC, fumadores e individuos sanos.

2. Determinar mediante estudios in vitro la proporcion de células Thi,

Th2, Th17 y Treg, inducida por la exposicion al humo de tabaco.

3. Cuantificar las concentraciones de citocinas, quimiocinas y factores de
crecimiento (IL-1B, IL-1RA, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, CXCLS, IL-9, IL-
10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, CCL-11, bFGF, G-CSF, GM-CSF, IFN-y,
CXCL10, CCL2, CCL3, CCL4, PDFG-BB, CCL-5, TNF-o. y VEGF) en el
suero y sobrenadantes de cultivos celulares de CMN de los ensayos in

vitro inducidos por la exposicién a humo de tabaco.
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4 Hipotesis

La respuesta inflamatoria crénica caracteristica de la EPOC, promovera
la existencia de diferencias fenotipicas y alteraciones funcionales en las
subpoblaciones de linfocitos TCD4™ (proporcion de subpoblaciones y
produccién de citocinas), en pacientes con EPOC en relacion con
fumadores sin EPOC e individuos sanos. Dichos cambios funcionales son
el reflejo de la existencia de un desbalance en la respuesta pro y anti-

inflamatoria, mediado por subpoblaciones de linfocitos TCD4 ™.

La exposicion al humo de tabaco, en ensayos in vitro, promovera una
respuesta pro-inflamatoria, la cual se pondra de manifiesto a través del
incremento en la concentracién de citocinas pro-inflamatorias vy

modificaciones en las proporciones de subpoblaciones de células TCD4™.
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5. Disefno Experimental

Estudio descriptivo, transversal, experimental.

5.1 Poblacion en estudio

Se incluyeron 15 pacientes con diagndstico de EPOC. El diagndstico se
realizd por espirometria, empleando un espirometro dry rolling-seal
volume (Sensormedics, Yorbalinda, CA). La espirometria se realizé antes
y después de la administracion de 200 ug de salbutamol, siguiendo los
procedimientos recomendados por la ATS (American Thoracic Society)
[4], la ERS (European Respiratory Society) y la GOLD (Global Initiative

for Chronic Obstructive Lung Disease) [1].

Los pacientes con EPOC pertenecen a una cohorte de individuos de 45-
65 afnos de edad. Son atendidos en el departamento de EPOC vy
tabaquismo del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias.
Fueron evaluados durante un periodo clinicamente estable, libre de
exacerbaciones. Se excluyeron del estudio los individuos con diagndstico
de EPOC no asociado a la exposicion al humo de tabaco y/o con
desdérdenes respiratorios adicionales (bronquiectasia o asma), asi como

aquellos con co-morbilidad asociada o cancer.
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Como grupos de contraste se incluyeron 15 fumadores sin EPOC y 6
controles sanos. Los criterios de inclusion para estos grupos son la
ausencia de antecedentes de enfermedades cronicas (diabetes mellitus,
hipertension, neoplasias, artritis reumatoide, etc); pertenecen al mismo
grupo etario que los pacientes con EPOC; no consumen alcohol o
drogas. En el caso del grupo de controles sanos, son no fumadores y no

cuentan con historial de consumo de tabaco.

Sélo se incluyeron individuos quienes firmaron un consentimiento
informado aprobado por el Comité de Ciencia y de Bioética en

Investigacion del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias.
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6. Métodos

6.1 Muestras

Se obtuvieron muestras de 20 ml de sangre periférica anti-coagulada

con K3EDTA al 15%.

6.2 Obtencion de células mononucleares (CMN)

La separacion de células mononucleares de muestras de sangre
periférica, se realizd por gradiente de densidad, empleando Lymphoprep
(Ficoll-Hypaque, marca: Axis-Shield). Esta metodologia consiste en la
homogenizacién de la muestra de sangre, contenida en tubos de 4 ml
con K3EDTA al 15% (marca: BD Vacutainer). Posteriormente se
transfirio la muestra a un tubo de 50 ml y se adiciond solucién salina
isotonica (SSI, marca: CS PISA, NaCl 0.9%) en una proporcion 1:1. Se
homogenizé y agregé Lymphoprep en una proporcion 2:1, con respecto
a la sangre diluida en SSI. La adicién de Lymphoprep se realizd de
forma lenta para crear un gradiente de densidad. Posteriormente se
centrifugd, sin freno a 1500 rpm durante 20 minutos a temperatura
ambiente (aproximadamente 20°C). Subsecuentemente se tomaron las
CMN, con pipeta pasteur, dichas células se ubican debajo del plasma y
por encima del Lymphoprep. Las CMN aisladas, se transfirieron a un

tubo de 15 ml y se lavaron en 2 ocasiones, con SSI. Se centrifugd a
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1500 rpm por 10 minutos. Se aspird el sobrenadante y resuspendié el
pellet en 1ml de RPMI 1640 suplementado (Marca: Lonza).

Por ultimo, en un tubo de 1.5 ml se agregaron 90 ul del colorante azul
de tripano (Marca: Sigma) al 1% en PBS (Marca: Lonza) y 10 ul de la
muestra. Esta dilucion se utilizd para realizar el conteo de CMN en
camara de Neubauer. Dichas células se usaron para cultivo celular y

para ser analizadas fenotipicamente por citometria de flujo.
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6.3 Determinacion de proporciones de subpoblaciones de

células TCD4" (Thl, Th2, Th17 y Treg) por citometria de flujo.
6.3.1 Tincion de moléculas de superficie

Para realizar la determinacion de la proporcion de subpoblaciones de
linfocitos TCD4*, se colocaron en tubos para cultivo celular de 5 ml
(marca: BD Falcon) 1.0 x 10° CMN. Posteriormente se lavaron con 2 ml
de buffer PBA (PBS (Phosphate Buffered Saline) con 1 % de albimina
bovina sérica y 0.1% de azida de sodio). Se centrifugd a 1500 rpm
durante 10 minutos a 4°C. Una vez transcurrido el tiempo previamente
mencionado, se decantd el sobrenadante. Cada subpoblacion se
determind en tubos por separados, a excepcion de las células Thl y Th2,

las cuales fueron determinadas en el mismo tubo.

Posteriormente se marcaron las CMN para moléculas de superficie con
los anticuerpos monoclonales anti-CD3-APC (1.25 ul), anti-CD4-APC-Cy7
(20 upl) y anti-CD8-PerCP/Cy5.5 (1.25 pl) (marca: Biolegend). Cabe
mencionar que las células Treg, ademas de ser teiidas con los
anticuerpos previamente mencionados se tifieron con anti-CD25-FITC
(10 ul) (marca Biolegend). Asi mismo, se adicion6 PBA cuanto bastaba

para alcanzar un volumen de 50 ul en cada tubo.

Subsecuentemente, se incubd durante 25 minutos a 4°C en la

oscuridad, para evitar la exposicion de los fluorocromos a la luz. Una vez
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transcurrido este tiempo se adicionaron 2 ml de PBA a cada tubo y se
centrifugd a 1500 rpm por 10 minutos a 4°C. Posteriormente se decantd

el sobrenadante.

6.3.2 Tincion intracelular

La tincion intracelular consistié en la permeabilizacion de la membrana
celular, mediante la adiccidon de 100 pl de la solucion para permeabilizar
(Fixation/Permeabilization solution) del kit Cytofix/Cytoperm (marca: BD
Biosciences). Se incubd durante 20 minutos a 4°C en la oscuridad.
Posteriormente, se adiciond 1 ml de solucién de lavado Perm/Wash,
previamente diluida 1:10 en agua bidestilada. Se centrifugé a 1500 rpm
por 10 minutos a 4°C. Se aspird el sobrenadante y resuspendié el pellet
en 50 ul de PermWash.

Para realizar la tincidon intracelular se emplearon los anticuerpos
monoclonales anti-IFN-y-PECy7 (5 ul), anti-IL-4-PE (2.5 ul), anti-IL-17A-
PE (1.25 pl) y anti-FOXP3-PE (10 ul), para la determinacidon de células
Th1l, Th2, Thl17 y Treg, respectivamente. Se adicion6 PermWash cuanto
bastaba para alcanzar un volumen de 100 ul en cada tubo. Se incubd
por 25 minutos a 4°C, en la oscuridad.

Una vez realizada la incubacion se lavaron las células con 1 ml de PBS.

Se centrifugd a 1500 rpm por 10 minutos a 4°C. Se aspiré el

42



sobrenadante y resuspendio el pellet en 300ul de PBS con formaldehido
al 3%.

Como controles de compensacién se emplearon perlas Comp Beads
Negative Control (FBS, marca: BD Biosciences) y perlas Comp Beads
Anti-Mouse Igkx (Marca: BD Biosciences), de las cuales se agregaron 3
gotas de cada una, en tubos para cultivo celular de 5 ml (marca: BD
Falcon). La tincidn de estas perlas se realizd siguiendo el protocolo antes
mencionado y empleando anticuerpos con los diferentes fluorocromos
utilizados en la tincion de CMN. Como control negativo se emplearon
perlas Comp Beads Negative Control (FBS, marca: BD Biosciences) sin

tenir.

Ademas de los controles de compensacién se emplearon los controles de
isotipo: IgGk1-PE (0.605 ul), IgGk1-PECy7 (5 ul) y IgGk1-FITC (20 ul).
La metodologia seguida fue la anteriormente mencionada. Por ultimo,

para cada muestra se emplearon controles de células sin tefiir.

Es importante sefialar, que el volumen de anticuerpos se determind

mediante la titulacién previa de cada uno de ellos.
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6.3.3 Analisis de las proporciones de subpoblaciones de

linfocitos TCD4*

A partir de las células tefiidas se adquirieron 50,000 eventos totales en
un equipo FACsAria (BD Biosciences) y las subpoblaciones se analizaron

mediante el programa FlowJ]o.

La determinacion de subpoblaciones de células TCD4", se realizd
mediante la seleccion de la poblacién correspondiente a los leucocitos
con base a su granularidad y tamafo, en el grafico de puntos FSC-A vs
SSC-A. A partir de esta poblacion se seleccionaron los linfocitos T,
mediante la fluorescencia emitida por las células CD3*, en los graficos
de puntos CD3"-APC vs SSC-A. Posteriormente se determind Ia
poblacion de linfocitos TCD4™ con base a los graficos de puntos CD4*-
APC/Cy7 vs CD8"-PerCP/Cy5.5. Por Ultimo, la determinacion de la
proporcidon de subpoblaciones de linfocitos TCD4*, se realizé empleando
los controles de isotipo correspondientes a los anticuerpos usados como
marcadores de cada estirpe celular. Los controles de isotipo permitieron
determinar la proporcién de células que presentaba el marcador
caracteristico de cada subpoblacién en estudio, al comparar la
intensidad media de fluorescencia (IMF) emitida por cada control de
isotipo con respecto a la IMF de cada muestra, definiendo asi el
porcentaje de cada subpoblacién celular con respecto a las células

TCD3"CD4" totales.
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En la figura 4 se esquematiza un ejemplo de la estrategia que se siguid

para determinar las subpoblacion de células TCD4™.
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Figura 4. Estrategia de analisis fenotipico de subpoblaciones de células
TCD4*
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6.4 Ensayos in vitro del efecto de la exposicion al humo de

tabaco en CMN
6.4.1 Preparacion del extracto de humo de tabaco.

Mediante un sistema de vacio, se puso en contacto el humo proveniente
de 2 gramos de tabaco, en un volumen de 25 ml de medio de cultivo
RPMI 1640 suplementado. La concentracién del medio tratado con 2
gramos de tabaco se determiné a través de la absorbancia a una
longitud de onda de 320 nm, mediante espectrofotometro UV/Vis
(Marca: Beckman Coulter, modelo: DU800 Spectophotometer).
Posteriormente se ajustd la concentraciéon a 1 unidad de absorbancia,
con medio RPMI 1640 suplementado, y se consider6 como Ila
concentracion del 100%. El pH del medio tratado con humo de tabaco
fue ajustado entre 7.2 - 7.5. Posteriormente, el medio tratado se
esterilizd por filtracién para su uso en cultivo celular. Este protocolo ha

sido previamente descrito [66].

Se prepararon placas de cultivo de 24 pozos, colocando por pozo 1x10°
CMN, aisladas de muestras de sangre periférica, tomadas de 4 pacientes
con EPOC, 4 fumadores sin EPOC y 4 controles sanos. Las CMN en
placas de cultivo fueron expuestas a diferentes concentraciones de
medio tratado con humo de tabaco (1%, 3% y 5%). Como control

positivo se utilizaron 3ul de PHA-p (phytohemagglutinin-p) a una
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concentracion de 3ug/ml y los pozos con CMN en RPMI 1640
suplementado sin estimulo se consideraron controles negativos. Los
ensayos fueron realizados por duplicado y se incubaron durante 8 horas

a 37°C, en presencia de 5% CO, y humedad relativa de 95%.

Para realizar la determinacién de las proporciones de células TCD4%, se
agrego 1ul de brefeldina (Golgi Plug, Protein Transport Inhibitor, marca:
BD) por pozo, después de 1 hora de iniciada la incubacién y una vez,
transcurridas las 8 horas de incubacidon se colectaron las células para
realizar el analisis fenotipico. Asi mismo, para determinar las
concentraciones de citocinas, quimiocinas vy factores de crecimiento se
cultivaron CMN en las mismas condiciones y estimulos previamente

mencionados, pero sin brefeldina.

Los sobrenadantes de estos cultivos celulares fueron colectados vy
almacenados a -80°C para su posterior analisis por el método de

Luminex.
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6.5 Cuantificacion de citocinas, quimiocinas y factores de

crecimiento por luminex.

Las concentraciones en pg/ml de citocinas, quimiocinas y factores de
crecimiento se determinaron en suero de pacientes con EPOC,
fumadores, controles sanos y en sobrenadantes de 8 horas, obtenidos a
partir de los cultivos celulares no tratados con brefeldina. Estas
moléculas se cuantificaron mediante el sistema Bio-Plex, BIO-RAD (Bio-
Plex 200 System). Se utilizd un panel comercial de 27 analitos (Bio-Plex
cytokine X-Plex panel: IL-1B, IL-1RA, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, CXCLS,
IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, CCL-11, bFGF, G-CSF, GM-CSF,

IFN-y, CXCL10, CCL2, CCL3, CCL4, PDFG-BB, CCL-5, TNF-a y VEGF).

La plataforma Bio-Plex permite cuantificar citocinas, quimiocinas vy
factores de crecimiento mediante un inmuno-ensayo tipo sandwich. Este
ensayo consiste en el uso de anticuerpos monoclonales unidos
covalentemente a perlas. Dichos anticuerpos estan dirigidos contra cada
citocina, quimiocina o factor de crecimiento por cuantificar.

Las perlas acopladas a los anticuerpos reaccionan con las citocinas
contenidas en la muestra. Después de una serie de lavados para
remover proteinas no unidas, se utiliza un anticuerpo de deteccién
biotinilado, dando como resultado la formacién de un sandwich de
anticuerpos alrededor de las citocinas. Por ultimo, se emplea un

complejo de estreptavidina-ficoeritrina, el cual se une al anticuerpo
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biotinilado y permite cuantificar las citocinas mediante la fluorescencia
emitida por la ficoeritrina.

El analisis de la muestra se realiz6 en el equipo Luminex (marca: Bio-
RAD). Este equipo determina la concentracion de cada analito a través
de un flujo laminar, disefado de tal forma que las perlas atraviesan en
una sola fila, una region iluminada por dos laser, para posteriormente
realizar la determinacion de la fluorescencia emitida por cada perla y
con base a una curva estandar realizar la interpolacidon correspondiente
para cuantificar cada analito.

La cuantificacion de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento se

realizé siguiendo el protocolo recomendado por Bio-RAD.

6.6 Analisis estadistico

Las diferencias demograficas entre los grupos estudiados, en la
distribucion de las subpoblaciones de células TCD4" vy las
concentraciones de citocinas entre grupos fueron analizadas por U de
Mann-Whitney. Los valores de p<0.05 fueron considerados
estadisticamente significativos. Los resultados se expresan como la

mediana con rango y/o el promedio + ES.
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7. Resultados

Las caracteristicas clinicas y demograficas de las poblaciones en estudio

se encuentran en la tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas clinicas y demograficas

CONTROLES
FUMADORES EPOC valor de
SANOS ( 15) ( 15)
n-= n=

(n=6) P
Edad (afios) 54+ 7 55+ 6 57 5 NS
Género (M/F) 1/5 9/6 12/3
Tabaco

— 30+10 45426 NS

(paquetes/ano)
IMC 29+3 24+4 25+15 NS

Los valores se expresan en mediana + Desviaciéon Estandar. NS = No significativo

IMC = Indice de Masa Corporal

Como se muestra en la tabla 2, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la edad e IMC de los tres grupos en
estudio. La media del consumo de tabaco para los pacientes con EPOC
fue de 45+26 paquetes por ano y 30+10 paquetes por afio para el

grupo de los fumadores (p=NS).
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7.1 Determinacion de proporciones de subpoblaciones de células

TCD4* (Thl, Th2, Th17 y Treg) en sangre periférica.

El analisis de las subpoblaciones de células TCD4" en sangre periférica
mostré que el porcentaje de células Treg fue significativamente mayor
en el grupo de pacientes con EPOC (mediana= 16.2%) con respecto a

los fumadores (5.7%) y controles sanos (7.5%) (Figura 5).

En general, los porcentajes de células Thl y Th17 fueron similares en
los pacientes con EPOC (0.1% vy 0.2%, respectivamente) y los
fumadores (0.1%, tanto en la proporcion de células Thl, como Th17),
en comparacion con los controles sanos (0.2%, en ambas estirpes

celulares).

Con respecto a las células Th2 se observd en los pacientes con EPOC
(0.2%) una menor proporcidn de estas células en comparacién con los

fumadores (0.7%) y controles sanos (1.3%).
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Figura 5. Distribucidén de subpoblaciones de células TCD4" (Th1, Th2,

Th17 y Treg) en sangre periférica.
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7.2 Cuantificacion de citocinas, quimiocinas y factores de

crecimiento en suero.

En la tabla 3 se muestran los valores en pg/ml de la cuantificacion de
citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento, realizada en muestras
de suero de pacientes con EPOC (n=6), fumadores sin EPOC (n=15) vy

controles sanos (n=15).

El analisis de la concentracidn de las citocinas pro-inflamatorias reveld
un ligero incremento en las concentraciones de IL-6, TNF-a, IL-12 e IL-
17 (IL-17 en pacientes versus controles sanos p<0.05) en el grupo de
pacientes con EPOC en relacién con los controles sanos y fumadores. En
contraste, se observé una mayor concentracion de IFN-y en el grupo de
fumadores (47.5 pg/ml, 4.3-160.0 pg/ml) con respecto al grupo de
pacientes con EPOC (34.3 pg/ml, 17.1-143.7) y los controles sanos

(28.2 pg/ml, 22.7-49.8).

La concentracién de citocinas anti-inflamatorias (IL-1RA, IL-4, IL-13. IL-
10 e IL-5) en suero no mostré diferencias marcadas entre los grupos de
estudio. En general, se observaron bajas concentraciones de IL-1RA en
el grupo de fumadores (59.8 pg/ml, 1.6-196.2) en relacién con los
pacientes con EPOC vy sanos (73.4 pg/ml y 75.1 pg/ml,

respectivamente).
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En el analisis de quimiocinas se observaron diferencias estadisticamente
significativas en las concentraciones de eotaxina, entre los controles
sanos (75.5 pg/ml, 10.5-106.0) con respecto a los fumadores (120.8
pg/ml, 24.1-788.2) y a los pacientes con EPOC (130.8 pg/ml, 32.0-
319.8) (p=0.05). También se observd un incremento en la
concentracion de IP-10 en los fumadores (756.5 pg/ml, 221.5-9607.3)
en relacion con los pacientes con EPOC (581.5 pg/ml, 309.0-1503.2) y
los controles sanos (350.4 pg/ml, 17.23-802.4). La concentracion sérica
de MCP-1 fue mayor en los pacientes con EPOC (27.1 pg/ml, 9.5-34.5)
en relacion con los individuos sanos (23.4 pg/ml, 2.0-42.3) y fumadores
(14.8 pg/ml, 3.1-99.2). Se observd un aumento marginal de las
concentraciones de IL-8 en el grupo de pacientes con EPOC (4.6 pg/ml,
1.1-32.9) en relacion con los controles sanos (2.5 pg/ml, 1.6-65.0) y

fumadores (1.9 pg/ml, 0.5-65.3).
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Tabla 3. Cuantificacion de citocinas, quimiocinas y factores de
crecimiento en suero.

Controles Sanos Fumadores EPOC
(n=6) (n=15) (n=15)
Citocinas Pro-inflamatorias
IL-1B 0.6(0.2-3.4) 0.7(0.07-1.5) 0.6(0.3-9.8)
IL-6 2.9(2.1-4.7) 2.7(0.5-8.3) 3.4(0.2-18.2)
IL-12 3.2(1.0-28.5) 4.3(0.8-28.8) 4.6(0.2-13.8)
IL-17 2.4(0.01-3.3) 3.0(0.01-4.2) 5.0(0.9-6.8) "
IFN-y 28.2(22.7-49.8) 47.5(4.3-160.0) 34.3(17.1-143.7)
TNF-o 0.01(0.01-5.6) 3.0(0.01-9.2) 7.3(0.01-27.4)
Citocinas Anti-inflamatorias
IL-1RA 75.1(7.4-118.6) 59.8(1.6-196.2) 73.4(15.6-268.3)
IL-4 0.4(0.3-2.2) 0.5(0.1-3.9) 0.5(0.2-2.4)
IL-13 3.2(2.3-4.1) 1.0(0.01-7.7) 1.7(0.7-29.4)
IL-10 0.4(0.01-1.7) 0.8(0.01-1.9) 0.7(0.1-4.7)
IL-5 0.9(0.6-2.4) 0.5(0.01—2.7)B 0.9(0.3-3.3)
Quimiocinas
IL-8 2.5(1.6-65.0) 1.9(0.5-65.3) 4.6(1.1-32.9)¢

130.8(32.0-319.8)
581.5(309.0-1503.2)
27.1(9.5-34.5)

120.8(24.1-788.2)
756.5(221.5-9607.3)
14.8(3.1-99.2)

EOTAXINA 75.5(10.5-105.9)°
IP-10 350.4(17.2-802.4)
MCP-1 23.4(2.1-42.3)

Los valores estan expresados en mediana (rango). Las citocinas, quimiocinas y
factores de crecimiento se determinaron en pg/ml. Todos los valores de p fueron
determinados por la prueba U de Mann-Whitney; A) en comparacion con los fumadores
y controles sanos; B) en comparacién con los pacientes con EPOC; C) en comparacién
con los fumadores; D) en comparacion con los pacientes con EPOC y fumadores.
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7.3 Ensayos in vitro del efecto de la exposicion al humo de

tabaco en CMN

7.3.1 Determinacién de proporciones de células TCD4"* (Th1, Th2,
Th1l7 y Treg)

Se realizaron ensayos in vitro para evaluar el efecto de la exposicion a
diferentes concentraciones (1, 3 y 5%) de extracto de humo de tabaco
(EHT), en la proporcion de subpoblaciones de células TCD4™ (Th1, Th2,

Th1l7 y Treg).

En los cultivos de CMN de pacientes con EPOC (n=4), fumadores (n=4)
y controles (n=4), expuestas al EHT no se observaron diferencias

significativas en la proporcion de células Th1l (Figura 6A).

Se observd un incremento del porcentaje de las células Th2 en los
cultivos con cada uno de los diferentes estimulos aplicados a las CMN
aisladas de muestras de sanos con respecto a los pacientes con EPOC y
fumadores (Figura 6B). Sin embargo, estos incrementos no fueron

estadisticamente significativos.

También se observdé en los controles sanos, un incremento en la
proporcién de células Th2, en los ensayos de estimulacion con EHT al
1% (mediana= 2.0%), 3% (2.5%) y 5% (3.7%) de concentracién

(Figura 6B).

56



En la figura 7A se muestran los porcentajes de células Th17, en las
diferentes condiciones de estimulacion (sin estimulo, control positivo
PHA-p, EHT 1%, EHT 3% y EHT 5%). Al respecto, no se observaron
diferencias importantes en la proporcion de estas células entre grupos y

diferentes estimulos.

Por ultimo, se observd que el grupo de fumadores tiene una menor
proporciéon de células Treg, en relacidn con los pacientes con EPOC y
controles sanos. En este contexto, la condicion de estimulo con PHA-p
mostré que los fumadores generan proporciones significativamente
bajas de células Treg (5.3%) en relaciéon con los pacientes con EPOC

(27.8%) (p<0.05) y controles sanos (17.3%) (Figura 7B).
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Figura 6. Proporcion de células Thl (A) y Th2 (B) estimuladas por la

exposicion a humo de tabaco en ensayos in vitro.

Pacientes con EPOC (EPOC), fumadores sin EPOC (FUM) y controles sanos (CS),
Extracto de humo de tabaco al 1% (EHT 1%), 3% (EHT 3%) y 5% (EHT 5%); PHA-p

(control positivo).
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Figura 7. Proporcion de células Th17(A) y Treg (B) estimuladas por la

exposicion a humo de tabaco en ensayos in vitro.

*Los valores de p fueron determinados mediante la prueba de U de Mann Whitney;
p<0.05 en el grupo de fumadores en comparacion con los pacientes con EPOC

expuestas al mitégeno PHA-p.
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7.3.2 Cuantificacion de citocinas, quimiocinas y factores de

crecimiento en sobrenadantes de cultivos.

7.3.2.1 Citocinas Pro-inflamatorias.

Las concentraciones en pg/ml de citocinas, quimiocinas y factores de
crecimiento determinadas en el sobrenadante de cultivos de CMN
estimuladas con extractos de humo de tabaco al 1%, 3% y 5%, se

muestran en las Figuras 8-10.

En la Figura 8 se muestran las concentraciones de las citocinas pro-
inflamatorias: IL-1p, IL-6, IL-12, IL-17, IFN-y y TNF-a. En general, se
observd un incremento estadisticamente significativo en la
concentracion de las citocinas pro-inflamatorias en el grupo de pacientes
con EPOC en comparacién con los fumadores y controles sanos, al

exponer las CMN al EHT al 1, 3 y 5%.

Con respecto a la concentraciéon de IL-1B, se observd un aumento
importante en los cultivos de células de pacientes con EPOC estimulados
particularmente con EHT al 1% (mediana= 103.1 pg/ml, rango= 237.2-
46.0 pg/ml), 3% (245.6 pg/ml, 585.4-102.6) y 5% (228.9 pg/ml,
509.6-60.8) en relacion con los fumadores y controles sanos quienes
mostraron concentraciones de IL-1-f por debajo de 95 pg/ml en esas

mismas condiciones (p<0.05) (Figura 8A).
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De manera interesante, se observd en los pacientes con EPOC que la
concentracion de IL-6 incrementa conforme se aumenta la concentracion
del EHT al cual son expuestas las CMN. Este incremento en la
concentracion de IL-6 también se observd con respecto a los controles
sanos y fumadores. No obstante, Unicamente en los cultivos de células
de pacientes con EPOC (389.3 pg/ml, 1805.8-172.0) estimulados con
EHT 5% se observaron diferencias estadisticamente significativas con
respecto a los fumadores (1.5 pg/ml, 22.4-0.6) y controles sanos (0.3
pg/ml, 109.5-0.01) (p<0.05) (Figura 8B). En contraste, los pacientes
con EPOC y los fumadores mostraron una menor produccion de IL-12
(<10pg/ml en todas las condiciones de estimulacion) en relacion con los
sujetos sanos quienes mostraron concentraciones mayores a 20pg/ml en

promedio (Figura 8C).

Las células del grupo de pacientes con EPOC mostraron un incremento
en la produccion de IL-17 en comparacion con los controles sanos y
fumadores (p<0.05) (Figura 8D). Las células de fumadores mostraron
un déficit significativo en la produccion de IFN-y (<28pg/ml) en el
estimulo por EHT al 1, 3 y 5% en relacion con los pacientes con EPOC,
que en promedio, mostraron una producciéon de IFN-y mayor a 50pg/ml
(p<0.05). Este fendmeno no se observd en la estimulacién por PHA-p,
condicion en la que las células de los tres grupos de estudio mostraron

una producciéon similar de esta citocina. En relacion con TNF-a se
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observé un marcado incremento en sus concentraciones en cultivos de
células de pacientes con EPOC con estimulos de 1% (657.7 pg/ml,
1228.9-42.1), 3% (2033.28 pg/ml, 3652.6-893.13) y 5% de EHT (1474
pg/ml, 4041.0-587.7) en relacion con sujetos sanos (<270pg/ml)
(p<0.05, en CMN estimuladas al 3 y 5% de EHT) y fumadores

(<25pg/ml) (p<0.05).
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Figura 8. Citocinas pro-inflamatorias cuantificadas en el sobrenadante de cultivos de CMN expuestas a

extracto de humo de tabaco. A) IL-1p; B) IL-6; C) IL-12; D) IL-17; E) IFN-y; F) TNF-a.
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7.3.2.2 Citocinas Anti-inflamatorias.

En la Figura 9 se muestran las concentraciones de citocinas anti-
inflamatorias (IL-1RA, IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13) cuantificadas en los
sobrenadantes de cultivos de CMN de pacientes con EPOC, fumadores y

controles sanos.

No se observaron diferencias significativas en las concentraciones de IL-
1RA, IL-4, IL-15 e IL-13 entre los diferentes grupos estudiados (Figura
9). No obstante, se observdo una mayor produccién de IL-10 en los
sobrenadantes de cultivos de CMN de pacientes con EPOC expuestas al
EHT 1% (14.2 pg/ml, 39.6-5.6), 3% (34.5 pg/ml, 48.6-14.9) y 5%
(25.9 pg/ml, 42.7-0.7) al compararse con los controles sanos (2.1
pg/ml; 3.0 pg/ml (p<0.05); 1.5 pg/ml (p<0.05), respectivamente) y
fumadores (0.7 pg/ml (p<0.05); 0.8 pg/ml (p<0.05); 0.7 pg/ml
(p<0.05), respectivamente). De manera interesante, se observé que las
células de fumadores en general producen menor cantidad de IL-1RA,

IL-4 e IL-10 (Figuras 9A, 9B y 9D).

64



A 1000+

IL-5 (pg/mL) IL-1RA (pg/mL)

IL-13 (pg/mL)

800

600+

400

200

CS FUM EPOC CS FUM EPOC CS FUM EPOC CS FUM EPOC CS FUM EPOC

S/E PHA-p EHT 1%  EHT 3% EHT 5%
4_
—
3_
2_
1_
_CS FUM EPOC CS FUM EPOC CS FUM EPOC CS FUM EPOC CS FUM EPOC
S/E PHA-p EHT 1% EHT 3% EHT 5%
40-
—
30
20
10 ! * i

CS FUM EPOC CS FUM EPOC CS FUM EPOC CS FUM EPOC CS FUM EPOC
S/E PHA-p EHT 1% EHT 3% EHT 5%

Iy " N N
) n ) n
1 1 1 )

IL-4 (pg/mL)

°
n
1

U.Lﬂi' el

CS FUM EPOC CS FUM EPOC CS FUM EPOC CS FUM EPOC CS FUM EPOC

S/E PHA-p EHT 1% EHT 3% EHT 5%

IL-10 (pg/mL)

CS FUM EPOC CS FUM EPOC CS FUM EPOC CS FUM EPOC CS FUM EPOC
S/E PHA-p EHT 1% EHT 3% EHT 5%

Figura 9. Citocinas Anti-inflamatorias cuantificadas en el
sobrenadante de cultivos de CMN expuestas a extracto
de humo de tabaco. A) IL-1RA; B) IL-4; C) IL-5; D) IL-10; E) IL-

13.
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7.3.2.3 Quimiocinas.

Las quimiocinas cuantificadas en sobrenadantes de cultivos de CMN
expuestas a 1,3 y 5% de EHT se presentan de forma grafica en la
Figura 10. No se observaron diferencias significativas en las
concentraciones de IP-10 entre pacientes con EPOC y fumadores. Sin
embargo, las concentraciones observadas en controles sanos fueron en
general mayores, bajo condiciones de estimulo con EHT al 1% (79.9
pg/ml, 17914.9-6.1), 3% (248.6 pg/ml, 13897.4-8.3) y 5% (66.5
pg/ml, 21606.0-3.1). Se observé un marcado aumento en la produccidn
de MCP-1 en cultivos de células de pacientes con EPOC estimulados con
EHT al 3% (790.9 pg/ml, 800.9-90.7), en relacién con fumadores (41.3

pg/ml, 76.0-37.2) y controles (27.8 pg/ml, 252.1-4.1) (Figura 10).
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Figura 10. Quimiocinas cuantificadas en el sobrenadante de cultivos de

CMN expuestas a extracto de humo de tabaco. A) 1P-10; B) MCP-1.
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8. DISCUSION

En los ultimos afios, se han estudiado diversos aspectos de la respuesta
inmune humoral y celular que potencialmente podrian contribuir al
desarrollo de un proceso inflamatorio cronico inducido por la exposicidn
al humo de tabaco y a gases generados por la combustién de materiales
solidos utilizados como combustibles.

En este trabajo se analizd la proporcidén de diferentes subpoblaciones de
linfocitos TCD4™, asi como los perfiles de produccion de citocinas ex vivo
e in vitro inducida por extractos de humo de tabaco en CMN, aisladas de
muestras de sangre periférica de pacientes con EPOC, fumadores
crénicos e individuos sanos. Los principales hallazgos encontrados
fueron: 1) la proporcidn de células Thl, Th2 y Th17 en sangre periférica
de pacientes con EPOC son similares a los observados en sujetos sanos
y fumadores crénicos. No obstante, los porcentajes de células Treg son
mayores en pacientes con EPOC; 2) Los pacientes con EPOC muestran
un ligero incremento en la concentracién de citocinas pro-inflamatorias
como IL-6, IL-12, IL-17, TNF-a, y de las quimiocinas IL-8, eotaxina y
MCP-1; 3) en ensayos in vitro con CMN de pacientes con EPOC,
fumadores y controles sanos, el estimulo con EHT no induce diferencias
importantes en la proporcidon de células Thl, Th2, Th17 y Treg; 4) el

estimulo con EHT induce una mayor produccién de IL-1B, IL-6, IL-17,
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TNF-a, IFN-y, IL-10 y MCP-1 en CMN de pacientes con EPOC, en relacion
con fumadores e individuos sanos.

Los resultados ex vivo indican que a nivel sistémico las proporciones de
subpoblaciones de células T efectoras no se ven modificadas por la
respuesta pro-inflamatoria, caracteristica de la EPOC, posiblemente
porque la activacion de linfocitos T ocurre a nivel local. Por lo cual, no se
puede descartar que en el pulmdn, las proporciones de estas
subpoblaciones muestren diferencias importantes. Al respecto, existen
estudios que han realizado la caracterizacion funcional de linfocitos
infiltrados en tejido pulmonar y han encontrado una predominante
activacién de células Thl y la produccién de mediadores inflamatorios,
incluyendo IFN-y [67-69]. En contraste, en muestras de sangre
periférica de pacientes con EPOC en comparacién con controles sanos,
se ha reportado el incremento de células Th1l [69, 70] y una disminucién
en la proporcion de células Th2 [70]. Adicionalmente se ha
correlacionado la proporcién de células Th2 con parametros clinicos
(FEV1/FVC) asociados a la severidad de la EPOC [70]. No obstante, cabe
destacar que existen estudios que respaldan los resultados observados
en este trabajo, en los cuales no se encontraron diferencias en las

proporciones de células TCD4" en sangre periférica [68].
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Por otro lado, en este trabajo se observd un incremento en la proporcidn
de células Treg, lo cual sugiere que esta estirpe celular podria ser un
marcador importante de la EPOC. Como se ha sefalado con
anterioridad, la importancia de las células Treg en EPOC es
controversial, ya que existen tanto estudios que han reportado la
disminucion en la proporcidon de esta estirpe celular, en tejido pulmonar
de pacientes con EPOC [63], asi como otros estudios que demuestran la
existencia de un incremento en la proporcién de células Treg, tanto en
sangre periférica como en LBA de pacientes con EPOC [71, 72].
Adicionalmente existe evidencia que podria indicar que el incremento en
la proporcidon de células Treg, se debe a alteraciones en la funcionalidad
de esta estirpe celular, generando la incapacidad de regular la respuesta
de linfocitos T cooperadores y con ello promover una respuesta
inflamatoria cronica [64].

En enfermedades autoinmunes, como la arteroesclerosis [73] y artritis
reumatoide (AR) [65, 74-76], se ha reportado la existencia de
alteraciones en la respuesta mediada por células Treg.

En pacientes con AR se observd un incremento de células Treg en
sangre periférica, las cuales eran incapaces de suprimir la funcion de
células T cooperadoras y la produccién de citocinas pro-inflamatorias de
células T activadas y monocitos [77]. En otro estudio se determind que

el incremento en la proporcion de células Treg no estaba correlacionado
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con el incremento de la expresion de ARNm de IDO (Indoleamina 2,3-
dioxigenasa), en macrofagos CD14" [64]. IDO es una enzima que inhibe
la proliferacion de células T, lo cual permite que las células
presentadoras de antigeno (CPA) regulen la tolerancia periférica [78,
79]. La produccién de IDO es mediada por células Treg a través de la
proteina de CTLA-4. Aunque la evidencia es indirecta, estos estudios
sugieren que la regulacion de la expresion de IDO por las células Treg,
puede ser un mecanismo alterado, producto de la patogénesis de la AR.
Esto permite pensar que en otras patologias podrian existir
modificaciones en las funciones de células Treg. Adicionalmente, se ha
reportado la existencia de un SNP (single nucleotide polymorphism) en
CTLA-4, asociado a bronquitis crénica [80], lo cual podria indicar que en
la EPOC, al igual que en AR existen alteraciones en la funcionalidad de

las células Treg.

Otro de los objetivos de este trabajo fue cuantificar citocinas en suero,
debido a que son responsables de la inflamacion del tracto respiratorio,
puesto que promueven la diferenciacién y supervivencia de células pro-
inflamatorias, asi como, la proliferacién y/o activacion de células
epiteliales, contribuyendo al remodelado del tracto respiratorio [81].

En este estudio observamos la sobreproduccion de mediadores

inflamatorios como IL-6, IL-12, IL-17 y TNF-a, en el suero de los
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pacientes con EPOC con respecto a los grupos control, lo cual, en el caso
de IL-6, TNF-a e IL-17 ha sido previamente reportado [82-86].

Algunas de estas citocinas inflamatorias, en particular TNF-a, estimula
en células epiteliales, endoteliales y fibroblastos, la produccion de
guimiocinas, promoviendo la infiltracion de células inflamatorias, como
neutrofilos, al sitio de lesidon pulmonar, donde dichas células secretan
elastasas que degrada tejido conectivo y con ello provoca la presencia
de lesiones tipo enfisema [6, 81, 87]. Asi mismo, dichas citocinas
estimulan la maduracidon de células dendriticas, las cuales generaran la
activacién de células T y con ello seran promotores de la polarizacién de
células TCD4" efectoras y promoveran la persistencia del proceso
inflamatorio en los pulmones de los pacientes con EPOC [81].

De manera similar a los pacientes con EPOC, el grupo de fumadores
mostrd niveles periféricos elevados de IFN-y, eotaxina e IP-10 en
relacién al grupo de sanos. Esto sugiere que tanto, pacientes con EPOC
como fumadores tienen un estado inflamatorio a nivel periférico el cual
posiblemente es el reflejo de un estado inflamatorio en el tejido
pulmonar.

Actualmente el origen de la inflamacion sistémica en EPOC se
desconoce, pero se cree existen algunos factores asociados a esta

respuesta, como la edad avanzada, tabaquismo, obesidad vy
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enfermedad cardiovascular [88, 89], lo cual podria explicar el
incremento en citocinas pro-inflamatorias en fumadores sin EPOC.

La importancia clinica del aumento de mediadores de inflamacion
sistémica en pacientes con EPOC reside en su asociacion con el
deterioro de la calidad de vida, riesgo de exacerbaciones [90-92] vy

posiblemente con el prondstico de la enfermedad [93,94].

La respuesta inflamatoria sistémica anormal, detectada en los
fumadores, sugiere que la exposiciéon al humo de tabaco podria inducir
una respuesta pro-inflamatoria. Por esta razén, evaluamos el impacto
del humo de tabaco sobre la proporcién de células TCD4*% vy la
concentracion de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento;
mediante ensayos in vitro de estimulacién de CMN de pacientes con
EPOC, fumadores y controles sanos, con extractos de humo de tabaco a
diferentes concentraciones. De manera interesante observamos que el
extracto de humo de tabaco no promueve cambios cuantitativos
significativos en el fenotipo de subpoblaciones de células TCD4" (Thi,
Th2, Treg y Th1l7) entre los diferentes grupos, por lo cual debe
considerarse en estudios posteriores el incremento de la n de cada
grupo en estudio, ya que es evidente que el numero de ensayos
realizados no permitié establecer diferencias en las proporciones de

células TCD4".
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No obstante, el estimulo con extracto de humo de tabaco induce
diferencias en la produccién de citocinas y quimiocinas, entre los
diferentes grupos en estudio. Entre ellas observamos un marcado
incremento en la produccién de IL-1B, IL-6, IL-17, IFN-y, TNF-a. y MCP-1
en CMN de pacientes con EPOC estimuladas con EHT a diferentes
concentraciones. Estos hallazgos apoyan en parte nuestra hipotesis de
que la exposicion al humo de tabaco genera una respuesta inflamatoria
mediada por citocinas. Asi mismo estos resultados respaldan las
observaciones en el incremento de mediadores inflamatorios en sangre

periférica.

Existen estudios que respaldan los hallazgos de este trabajo, pues se ha
reportado, la existencia de concentraciones elevadas de IL-1, IL-6, IL-8
y TNF-a en secrecidn respiratoria de pacientes con EPOC [95].
Adicionalmente se ha reportado que las concentraciones de IL-1(, IL-6,
IL-8, TNF-a y MCP-1 se encuentran elevadas en secreciones
respiratorias de fumadores cronicos [96]. Por otro lado, se ha observado
que los macrofagos alveolares de fumadores crénicos y de pacientes con
EPOC producen altas concentraciones de citocinas pro-inflamatorias
como IL-1B, IL-8, TNF-a y la citocina anti-inflamatoria IL-10 [97].

Aunque en este trabajo no analizamos muestras respiratorias de sujetos
con EPOC, fumadores o sanos, los marcadores observados en sangre

periférica y en los ensayos in vitro, permiten establecer que la
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produccién de citocinas en pacientes con EPOC y fumadores en buena
medida es por el efecto inflamatorio directo del humo de tabaco aunque
en general, los pacientes con EPOC muestran un estado mas
inflamatorio en relacién con fumadores asintomaticos y estos a su vez

en relacion con no fumadores sanos.

Una limitacion de este trabajo es el tamafio de la muestra, lo cual no
permitid6 en los ensayos in vitro realizar una asociacién entre la
severidad de la enfermedad y los parametros aqui medidos, sin
embargo es importante resaltar que los pacientes con EPOC incluidos
fueron seleccionados por un grupo de neumdlogos expertos en el
manejo de la enfermedad en el INER y no tuvieron co-morbilidades

adicionales.
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9. CONCLUSION

Los pacientes con EPOC y los fumadores muestran un incremento en la
concentracion de mediadores inflamatorios (IL-6, TNF-a, IL-12, IL-17 en
pacientes con EPOC e IFN-y, IP-10 y eotaxina en fumadores) en relacion

con los sujetos sanos.

Por otro lado, se encontré un mayor porcentaje de células Treg en los
pacientes con EPOC, sin embargo, no hay diferencias significativas en la
distribucién de células Thl, Th2 y Th17 periféricas entre los grupos en

estudio.

La estimulacion in vitro de células con extracto de humo de tabaco
induce la produccion de mayores concentraciones de quimiocinas y
citocinas pro-inflamatorias (MCP-1, IL-1B, IL-6, IL-17, TNF-a e IFN-y) en
CMN de pacientes con EPOC. Adicionalmente el estimulo con extracto de
tabaco no causa cambios cuantitativos importantes en el porcentaje de
células Thl, Th2, Treg y Th17 entre los diferentes grupos. En este
contexto podemos senalar que la elevada produccion de mediadores
inflamatorios inducida por la exposicion al humo de tabaco podria tener
un papel importante en la fisiopatogenia de la EPOC y en la generacion

de un estado cronico de inflamacion en fumadores.
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10. APENDICES

Preparacion de soluciones

1.- Solucion fijadora P-formaldehido 3%.

2.- PBA

Pesar 3 g de P-formaldehido.
Colocar en 90 ml de PBS.
Solubilizar.

Calentar a 70°C durante 1hora.
Ajustar el pH 7.2-7.4 con HCI| 0.1 M.
Aforar a 100 ml.

Pesar NaNs 0.1 g (0.1% vol/vol)
Agregar 100 ml de PBS

Pesar 1.0 g BSA (1.0% w/vol)
Solubilizar

Ajustar el pH 7.2-7.4

Filtrar (#41 Fast)

Refrigerar a 4°C

3.- RPMI 1640 suplementado
Para preparar RPMI suplementado se debe agregar cada uno de los

siguientes componentes en el porcentaje indicado en la tabla, en la cual

se muestra un ejemplo para preparar 100 ml de RPMI suplementado
Porcentaje (%) | Volumen total= 100 ml
RPMI 1640 86.4 86.4 ml
aminoacidos esenciales 0.5 0.5 ml
aminoacidos no esenciales 1.0 1.0 ml
Piruvato 1.0 1.0 ml
L-glutamina 0.1 0.1 ml
HEPES 1.0 1.0 mi
Antibioticos 1.0 1.0 ml
Suero Fetal Bovino 10 10 ml

Posteriormente se debe realizar prueba de esterilidad de los
componentes individuales y el RPMI suplementado.
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