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1. LA MALALTIA PULMONAR OBSTRUCTIVA CRONICA (MPOC)

La malaltia pulmonar obstructiva cronica (MPOC) és un procés patologic lent i progressiu
caracteritzat per 1’obstruccio permanent, i no totalment reversible, del flux d’aire als bronquiols
1 de ’increment de la compliancia del pulm6 com a resultat de la preséncia d’emfisema (Hogg,

2004).

L’origen de ’'MPOC s’associa a una exposicid cronica a gasos nocius i particules, sobretot, al
fum del tabac. Malgrat aix0, les causes de la patologia son multifactorials, i poden incloure tant
trastorns genctics com factors ambientals (contaminacié de 1’aire, infeccions, nutricio, etc)

(Mannino i Buist, 2007).

2. EPIDEMIOLOGIA DE L’MPOC

Segons 1’Organitzaci6 Mundial de la Salut (OMS), 210 milions de persones a tot el mon
pateixen I'MPOC (Mathers, 2008). Al 2005, més de 3 milions de persones van morir a causa
d’aquesta malaltia, xifra que va suposar el 5% del total de defuncions aquell any. Tot i que un
percentatge considerable de I'MPOC pot prevenir-se mitjancant I’abstencié del consum de
tabac, la seva prevalenca va en augment. Aixi, ’OMS ha pronosticat que a I’any 2030 ’'MPOC
causara el 7,8% de totes les morts 1 el 27% de les morts relacionades amb el tabac, taxa només
superada pel cancer (33%) 1 les malalties cardiovasculars (29%) (Mathers 1 Roncar, 2006). A
més, les estimacions globals de mortalitat situen ’'MPOC com la quarta causa de mort en

I’actualitat, 1 s’estima que esdevindra la tercera a I’any 2020 (Soriano i Miravitlles, 2007).

El darrer estudi epidemiologic de I'MPOC a Espanya (EPI-SCAN, 2007) va mostrar que la
prevalenca de la malaltia a la poblacié és del 10,2% (15,1% en homes i1 5,7% en dones), en
edats compreses entre els 40 i els 80 anys (Miravitlles i cols, 2008; Ancochea i cols, 2009). A
més a més, I’impacte que genera I’'MPOC sobre el Sistema Nacional de Salud és molt elevat.
Aixi, estimacions recents sobre les despeses generades per ’'MPOC a Espanya van des de 473
milions d’euros anuals (Miravitlles 1 cols, 2009) fins a una xifra equivalent al 0,2% del

Producte Interior Brut (Peces-Barba i cols, 2008).
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3. DIAGNOSTIC CLINIC DE L’MPOC

L’MPOC compren tant els simptomes clinics de la bronquitis/bronquiolitis cronica com els de
la patologia derivada de 1’emfisema. Els criteris clinics de la bronquitis cronica es defineixen
per presencia de tos 1 expectoracié amb una durada superior als tres mesos a 1’any durant més
de dos anys consecutius. Per la seva banda, ’emfisema pulmonar s’avalua per criteris
anatomopatologics, a partir de I’engrandiment permanent dels espais aeris distals i la destruccio

de les parets alveolars sense observar-se fibrosi aparent (Barbera i cols, 2001).

En el decurs de la malaltia apareixen tres simptomes principals que progressen al llarg de la
seva evolucid: tos cronica, expectoracid i dispnea. La confirmacié diagnostica s’obté en
realitzar proves espirometriques, les quals permeten determinar 1’obstrucci6 del flux aeri i el
grau d’alteracid de la funcié pulmonar a partir del volum espirat forcat en el primer segon
(FEV)), la capacitat vital forcada (FVC) 1 la relaci6 d’aquests dos parametres clinics

(FEV/FVC) (GOLD, 2007).

Les espirometries dels malalts afectats per ’'MPOC mostren una acceleracio en la peérdua del
FEV, relacionada amb la gravetat de la malaltia (Figura 1). Aquesta disminuci6 progressiva
origina dificultats respiratories durant I’esfor¢ fisic, les quals poden derivar en una fallida

respiratoria (Barnes, 2003).

0 Fev, | Fvc FEV/FVC
Nermal 4150 5200 8%
1 MPOC 2350 3000 60%
2]
FEV,
"]
: 3
£
- MPOC
n FEV, FVC
5-1 Normal
FVC
1 2 3 4 5 6 Segons

Figura 1. Comparaci6 del FEV, i de la FVC en individus
normals i en pacients afectats per ’MPOC (adaptat de
GOLD, 2007)
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A causa de I’ampli espectre de formes cliniques que presenta ’MPOC, la Global Initiative for
Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD, 2007) ha establert una classificacio pels diferents
estadis de gravetat de la malaltia basant-se fonamentalment en el valor del FEV, i la seva

relacié amb la FVC (Taula 1).

Taula 1. Estadis de gravetat de 'MPOC definits per la GOLD (2007)

-FEV,/FVC<0.70

(5%%3:(3:1) - FEV, > 80% del valor tedric pel grup d’edat
- Amb o sense simptomes cronics (tos i expectoracio)
-FEV/FVC<0.70

ESTADI 1l

_ 509 o N >
(MPOC moderada) 50% < FEV, < 80% del valor teoric pel grup d’edat

- Amb dispnea i possibles simptomes cronics (tos i expectoracio)

-FEV,/FVC<0.70

ESTADI I -30% < FEV, < 80% del valor de referéncia pel grup d’edat
(MPOC greu)
- Accentuacio de la dispnea, capacitat d’exercici reduida, fatiga,

exacerbacions comuns

-FEV,/FVC<0.70

ESTADI IV

_ 0 N > 0
(MPOC molt greu) FEV, <30% del valor teodric pel grup d’edat o FEV; < 50%

del valor teoric pel grup d’edat amb elements d’insuficiéncia
respiratoria cronica

Donat que en ’'MPOC la reducci6 del flux aeri €s cronica i el tractament no permet una reversio
significativa, la seva caracteritzacid per criteris espirometrics és limitada. Per aquest motiu,
també és convenient avaluar la severitat de ’MPOC considerant el grau de dispnea, la capacitat
per a I’exercici fisic, I'Index de Massa Corporal (IMC), la PaO, i la preséncia de signes clinics
de cor pulmonale (insuficiéncia cardiaca dreta). En aquest sentit, per tal de poder caracteritzar
millor ’'MPOC, és necessari valorar tant les manifestacions respiratories com sistemiques de la
malaltia, 1 per aixd s’ha introduit 1I’index BODE (Celli i cols, 2004). Aquest index es calcula
tenint en compte I'IMC (en anglés BMI, d’on prové la B de I’index BODE), el grau de
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I’Obstrucci6 del flux (estimat amb el FEV)), la Dispnea 1 la capacitat per a I’Exercici fisic (que
corresponen a la resta de lletres de ’acronim BODE). A la Taula 2 s’observen les variables i els

valors de referéncia per a calcular I’index BODE.

Taula 2. Variables i valors assignats per al calcul de I'index BODE

PUNTS
VARIABLE
0 1 2 3
FEV,, % del predit >65 50-64 36-49 <35
Distancia caminada en 6 min, m >350 250-349 150-249 <149
Dispnea, escala del MRC 0-1 2 3 4
Index de massa corporal, kg/m’ >21 <21

FEV1: volum espirat forgat en el primer segon. MRC: escala del Medical Research Council (UK).

L’index BODE, a més, ha demostrat ser una bona eina per predir la mortalitat dels malalts
d’MPOC (Celli i cols 2004; Martinez i cols, 2008), 1 aixi, els valors més baixos de 1’index

indiquen una menor probabilitat de supervivencia (Figura 2).

Probabilitat de supervivéncia

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52
Mesos
Figura 2. Corbes de supervivéncia de Kaplan-Meier

pels quatre quartils de I’index BODE (adaptat de
Celli i cols. 2004)
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4. FACTORS DE RISC

El fum del tabac és considerat el principal agent etiologic de ’'MPOC i s’estima que més del
50% dels fumadors acaben desenvolupant la malaltia (Lundbéick i cols, 2003; Mannino i cols,
2006; Rennard i Vestbo, 2006). L’exposicid cronica al fum del tabac inicia una scrie de
processos que causen danys a les vies acries aixi com als espais alveolars terminals, donant lloc
a anomalies fisiologiques i cliniques (Sutherland 1 Martin, 2003). El risc que tenen els fumadors
de desenvolupar I’'MPOC ¢és dependent del fum total inspirat, habitualment mesurat com a
paquets-any (1 paquet-any equival a 1 paquet de 20 cigarretes fumades cada dia durant 1 any).
S’estima que a partir dels 30 paquets-any el risc de desenvolupar la malaltia augmenta de forma
significativa (Sobradillo i cols, 1999), malgrat I’edat en qué es comenca a fumar també esdevé
un factor de risc important (GOLD, 2007). S’ha demostrat que deixar de fumar té un efecte
beneficios a qualsevol edat, ja que es redueix la taxa de disminucié del FEV,; (Hogg, 2004) tot i
que no es recupera la capacitat pulmonar normal 1 persisteixen els canvis estructurals iniciats

pel tabac.

Malgrat que no es pot comparar la importancia que té el fum del tabac en relacio a altres factors
de risc, s’ha demostrat que tant I’exposicié ocupacional o ambiental a determinats gasos, pols,
vapors o fums (Trupin i cols, 2003; Ramirez-Venegas i cols, 2006; Mannino i Buist, 2007), aixi
com la susceptibilitat i la hiperreactivitat bronquial individual (Sparrow i cols, 1988; O’Byrne i
Postma, 1999), les infeccions respiratories a la infantesa (Shaheen i cols, 1995), I’asma
(Sparrow 1 cols, 1988; Ulrik i Baker, 1999; Meyer i cols, 2002), la malnutricié (Romieu i
Trenga, 2001), ’ambit socioeconomic (Fishman, 2005), factors genetics (Silverman i Speizer,
1996; Lomas i Silverman, 2001; Mayer i Neuman, 2001) i el consum d’alcohol (Fishman,
2005), entre altres, incrementen el risc de desenvolupar ’MPOC. A banda d’aixo, alguns
estudis recents han investigat el paper de ’envelliment tant en la prevalenga (Johannessen i
cols, 2005; Gan 1 cols, 2006) com en la progressid i pronodstic (Ramirez i cols, 2006) de la

malaltia, pero no s’han obtingut resultats concloents.



6 Introduccio

5. ANATOMOPATOLOGIA DE L’MPOC

Els bronquiols i el parénquima pulmonar constitueixen els compartiments pulmonars més
afectats per la malaltia. Malgrat aixo, altres estructures com els bronquis i els vasos sanguinis

pulmonars també poden veure’s afectades. Les principals alteracions anatomopatologiques son:

1) Bronquiols. L’epiteli presenta una hiperplasia de cél-lules caliciformes, una metaplasia de
cel-lules escamoses 1 una substitucid de cel-lules de Clara per cel-lules mucoses (Shapiro i
Ingenito, 2005). En el conjunt de la paret hi ha una infiltracié inflamatoria, constituida
principalment per neutrofils, limfocits i macrofags. En estadis més avancgats es poden observar
fenomens de fibrosi 1 hipertrofia del muscul llis, aixi com ’aparicié de fol-licles limfoides a les
parets bronquiolars (Barnes, 2004a; Hogg, 2008). Aquestes alteracions provoquen
I’engruiximent de la paret i la distorsid i estrenyiment de la llum bronquiolar, factors de gran
rellevancia en la limitaci6 al flux aeri. La infiltracié inflamatoria es pot estendre a les parets
alveolars peribronquiolars i contribuir a la seva destruccio, amb la pérdua consegiient de suport

que contribueix a I’augment de la resisténcia al flux aeri (Barbera i Cosio, 1997) (Figura 3).

Afectacio dels bronquiols en I'MPOC

Oclusié luminal per secrecions mucoses i
exsudats inflamateris

Aparicié de fol-licles
limfoides en estadis més
greus

Fibrosi i engruiximent
de la paretde la via

Augment de cél-lules
caliciformes a |'epiteli
P —

Destruccié de parets alveolars
peribronguiolars

Figura 3. Esquema dels trets patologics caracteristics

d’un bronquiol en ’'MPOC (Barnes, 2004a)
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2) Parénquima pulmonar. L’alteracié anatomopatologica més caracteristica és 1’emfisema,
que consisteix en I’engrandiment anomal dels espais aeris distals als bronquiols terminals 1 que
s’acompanya de destrucci6 de la paret alveolar, sense que hi hagi fibrosi manifesta de les parets

alveolars (Barbera i Cosio, 1997) (Figura 4).

Alvéols
emfisematosos

Alvéols normals
R

Figura 4. Esquema d’una regié de parénquima pulmonar
afectada per emfisema, comparada amb una regié normal.

Procedent de http://www.unc.edu/

3) Bronquis. Les vies acries principals també presenten trets patologics caracteristics de la
malaltia. En els bronquis s’observa un increment de glandules mucoses, engruiximent de la
capa muscular, infiltraci6 inflamatoria 1 atrofia cartilaginosa. Aquestes alteracions produeixen
I’engruiximent de la paret i major tendencia al seu col-lapse. La lesié bronquial més
caracteristica és I’augment del gruix de la capa glandular, que es correlaciona amb la
hipersecrecid mucosa (Shapiro i Ingenito, 2005), pero no influeix significativament en el grau

d’obstruccio al flux aeri.

4) Vasos sanguinis pulmonars. Les alteracions vasculars principals consisteixen en una
hipertrofia muscular 1 un engruiximent de la capa intima de les artéries musculars, aixi com la
muscularitzaci6 de les arterioles de poc diametre. Aquestes lesions poden observar-se en fases
inicials de la malaltia i s’associen a una disfunci6 endotelial (Barbera i cols, 2001), perd sén
més aparents en els estadis avangats de la malaltia, quan hi ha hipoxémia i hipertensié pulmonar

(Barbera i Cosio, 1997).
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6. ETIOLOGIA DE L’MPOC

S’han proposat diverses hipotesis sobre els mecanismes patogeénics de ’'MPOC, malgrat que
cap d’elles pot explicar totalment el desenvolupament de la malaltia. Actualment, les cinc

hipotesis més acceptades son les segiients:

1) Alteracio en I’equilibri elastasa/antielastasa. El desequilibri entre elastases i els seus
inhibidors afavoriria la degradaci6é de la matriu extracel-lular i I’aparicié d’emfisema (Gross i
cols, 1965). La deficiéncia d’a;-antitripsina, inhibidor principal de 1’elastasa dels neutrofils,
seria determinant en la destruccio de les fibres elastiques i promouria la inflamaci6 (Lomas 1

cols, 1993).

2) Inflamacid/recanvi de la matriu extracel-lular. El fum del tabac induiria la produccié de
metal-loproteases per part dels macrofags, les quals degradarien 1’elastina en fragments que
resulten quimiotactics pels monocits. Aquesta retroalimentacid positiva promouria el procés

inflamatori, I’acumulacié de macrofags i la destruccié del pulmo (Shapiro i Ingenito, 2005).

3) Destret oxidatiu. El fum del tabac i les cél-lules inflamatories tenen la capacitat de produir
especies reactives d’oxigen (ROS). Aquests agents oxidants promouen i mantenen un estat
inflamatori que afavoriria la degradaci6 de la matriu extracel-lular mitjancant la inhibicid

d’antiproteases, com 1’a,-antitripsina (Ito i cols, 2005).

4) Apoptosi. Les cel-lules endotelials necessiten el factor de creixement endotelial vascular
(VEGF)-C per no entrar en apoptosi. El consum de tabac disminueix 1’expressié del receptor 2
del VEGF-C (VEGFR-2) induint I’apoptosi de I’endoteli, fet que es traduiria en una manca
d’irrigacio del teixit, la destrucci6 d’aquest i ’aparicié d’emfisema (Aoshiba i cols, 2003).
També s’ha suggerit que el tabac induiria 1’apoptosi de fibroblasts intersticials, directament o a
través de limfocits T CD8" derivats de la inflamacio, cosa que reduiria la sintesi de fibres
d’elastina que mantenen la integritat estructural, tot afavorint I’aparicié d’emfisema (Shapiro i

Ingenito, 2005).

5) Reparacio ineficient. La capacitat del pulmo adult per reparar el teixit danyat és limitada. El

consum de tabac dona lloc a una inflamaci6 cronica que provoca danys pulmonars, els quals
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dificilment podran ser reparats. A més, a ’emfisema, la reparacié de la matriu és aberrant,

presentant fibres elastiques 1 de col-lagen alterades i1 desorganitzades (Shapiro i Ingenito, 2005).

7. LA RESPOSTA INFLAMATORIA VERS ELS AGENTS ETIOLOGICS DE L’MPOC

Actualment s’admet que la inflamaci6 contribueix a la genesi de ’'MPOC, tot 1 que no existeix
una hipotesi patogenica clara que expliqui la manera en que aquesta inflamaci6 influeix en els
canvis de I’estructura pulmonar. Malgrat que les bases moleculars d’aquest procés inflamatori
s’han de dilucidar, és ben conegut que el fum del tabac i altres irritants del tracte respiratori
poden activar 1’alliberament de factors quimiotactics als pulmons per part dels macrofags
alveolars i de les cel-lules epitelials (Barnes i Cosio, 2006). Aquests factors induirien una
infiltracio de leucocits en el teixit pulmonar, que progressaria amb el desenvolupament de la
malaltia, tot endegant un patré inflamatori més complex 1 en el qual es veurien involucrats els

limfocits T i els limfocits B (Barnes 1 Cosio, 2006).

La inflamaci6 és una resposta defensiva essencial que s’activa en front dels diversos factors de
lesié 1 que t€ com a objectiu mantenir ’homedstasi tissular davant les condicions nocives
generades. El procés inflamatori es produeix a expenses d’una disminucid transitoria de la
funcio tissular, la qual pot contribuir a la patogenesi de malalties que cursen amb una alteracid

homeostatica (Medzhitov, 2010).

Una resposta inflamatoria tipica comprén quatre elements fonamentals: els inductors de la
inflamacid, els detectors d’aquests, els efectors inflamatoris (cel-lulars i moleculars) induits pels

detectors i els teixits diana que esdevenen afectats per aquests efectors inflamatoris (Figura 5).

LA RESPOSTA INFLAMATORIA
Inductors Detectors Efectors Teixits diana

k t'“‘ \r-r;'”‘ TNF, IL-1, IL-B

{‘.f: -In." \1‘%‘?1( Histamina

Mastocits Cél-lules Dedritiques Bradiquinina

i ’r TLR lcosancides

J. 3 { Neutréfils

- \ Macrofags

Infeccions, lesions tissulars... - ' Limfocits
Macrofags

Figura 5. Components de la resposta inflamatoria (adaptat de Medzhitov, 2010)
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La naturalesa dels inductors de la inflamacié és molt diversa, perd poden ser classificats en
inductors exogens 1 inductors endogens, segons el seu origen. Dins dels exogens trobem els
agents microbians (patogens o no), els al-lérgens, els cossos estranys o irritants, i els
components toxics. Els inductors endogens son senyals produits per teixits amb algun tipus de
lesié o sota condicions de destret, cosa que els provoca una disfuncié (Medzhitov 1 Janeway,

1997; Majno i Joris, 2004; Rakoff-Nahoum i cols, 2004; Sokol i cols, 2008).

Els detectors son expressats per cel-lules especialitzades que fan una funcié de sentinelles, com
els macrofags residents, les cél-lules dendritiques i els mastocits. Aquestes cel-lules indueixen
I’activacio dels efectors cel-lulars de la inflamacid, com els neutrofils i els macrofags, 1 la
producciéo de diverses molécules inflamatories, incloent-hi citocines, quimiocines, amines,
icosanoides 1 productes de cascades proteolitiques, com la bradiquinina. Aquests efectors poden
actuar sobre diferents teixits diana per tal de provocar canvis en el seu patrd funcional.
D’aquesta manera, s’optimitza ’adaptacid vers el factor de lesido associat als elements

inductors de la resposta inflamatoria (Medzhitov, 2010).

En funcio de les caracteristiques de la resposta inflamatoria, se’n poden distingir dos patrons: la

inflamacié aguda i la inflamaci6 cronica.

7.1 La inflamacio6 aguda

De manera general, la inflamaci6é aguda és una resposta intensa i de curta durada que porta
associada una extravasacid coordinada de components sanguinis (plasma i leucocits) al lloc on
¢s detectat el factor de lesidé (Kumar i cols, 2003; Majno i Joris, 2004). EI model de resposta

inflamatoria depén del tipus del factor inductor que 1’origina.

Si prenem com a model la resposta inflamatoria envers la infeccid, els detectors més
caracteristics son receptors de la immunitat innata com els receptors de tipus Toll (TLRs) o els
receptors de tipus Nod (NLRs) (Barton, 2008). Aixi doncs, aquest reconeixement inicial de
I’estimul €s mediat pels receptors dels macrofags i mastocits que resideixen als teixits. Aquestes
cel-lules produeixen una gran varietat de mediadors inflamatoris, com quimiocines, citocines,
amines vasoactives, icosanoides i productes de cascades proteolitiques (Medzhitov, 2008).
L’efecte principal i més immediat d’aquests mediadors és activar 1I’endoteli dels vasos i produir

un exsudat inflamatori local, compost de proteines plasmatiques i leucocits (sobretot neutrofils,
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perd també monocits), que passen de la sang al teixit conjuntiu adjacent on hi ha el factor de
lesio, a través de les venes post-capil-lars (Kumar i cols, 2003; Majno i Joris, 2004). Aquesta
activacio de I’endoteli permet 1’extravasacid selectiva de leucocits i evita el pas als eritrocits i a
les plaquetes, merces al reconeixement i al lligament de les selectines de les cél-lules endotelials

amb els receptors de quimiocines i amb les integrines leucocitaries (Pober 1 Sessa, 2007).

Quan els neutrofils arriben al teixit afectat s’activen, ja sigui per contacte directe amb els
patogens o bé per 1’accio de citocines secretades per cél-lules residents del teixit (Majno i Joris,
2004). Un cop activats, els neutrofils inicien I’eliminacié dels agents invasius mitjangant
I’alliberament de productes toxics que contenen els seus granuls, entre els quals s’hi troben
ROS i espéecies reactives de nitrogen (RNS), proteinasa 3, catepsina G i elastasa (Nathan, 2006).
Aquests efectors no discriminen entre els patogens i les cel-lules del propi teixit i, per tant, no es
pot evitar un dany tissular col-lateral (Nathan, 2002). En el procés d’eliminacio del factor de
lesié també hi intervenen els macrofags, aixi com components del plasma, com els anticossos 1
les proteines del complement. Paral-lelament, alguns mediadors proinflamatoris poden tenir un
efecte sistemic i induir la produccié de proteines de fase aguda per part dels hepatocits, aixi

com I’aparici6 de febre, anoréxia, fatiga o insomni (Pecchi i cols, 2009).

La finalitzaci6 de la resposta inflamatoria i la transicid cap a la recuperacid de 1’estat
homeostatic inicial és un procés actiu i altament regulat anomenat resoluci6. Es considera que
la resposta inflamatoria aguda es resol amb éxit quan hi ha una eliminaci6 del factor lesiu i dels
neutrofils extravasats, seguida d’una fase de reparacid tissular, la qual és duta a terme
fonamentalment pels macrofags residents al teixit afectat i aquells que s’han reclutat en el
procés inflamatori (Serhan 1 Savill, 2005). En aquest punt, la transicié dels mediadors lipidics
des de prostaglandines proinflamatories cap a lipoxines, que tenen una activitat
antiinflamatoria, és un pas crucial per tal que la resoluci6 del procés inflamatori sigui definitiva.
Les lipoxines inhibeixen el reclutament de neutrofils i, paral-lelament, promouen el reclutament
de monocits, que eliminaran les cél-lules mortes 1 iniciaran la reparacid del teixit (Serhan i
Savill, 2005). Uns altres tipus de mediadors lipidics, com sén les resolvines i les protectines, a
més dels factors de creixement produits pels macrofags, també tindran un paper fonamental en

la resoluci6 de la inflamaci6 1 en la reparacid del teixit afectat (Serhan i1 Savill, 2005; Serhan,

2007).
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7.2 La inflamacio cronica

Si la resposta inflamatoria aguda no ¢és capac¢ d’eliminar I’estimul inflamatori o bé aquest
persisteix al llarg del temps, la fase de resolucié no s’assoleix d’una manera adequada i aixo
genera un procés d’inflamacio cronica. La inflamacid cronica €s, per tant, un procés patologic

en que ’estat inflamatori persisteix i adquireix caracteristiques propies.

A la inflamacid cronica, apareixen infiltracions mononuclears que donaran com a resultat una
poblacio cel-lular basicament composada de macrofags i limfocits. Les caracteristiques d’aquest
procés inflamatori poden variar depenent de la poblacio de limfocits que s’acumulen als llocs
on es troba I’estimul inflamatori (Medzhitov, 2010), perd sovint donen com a resultat diferents
tipus de remodelatge tissular local, com ’aparicié de teixit limfoide terciari o la formacio de

granulomes, entre d’altres (Kumar i cols, 2003; Majno i Joris, 2004; Drayton i cols, 2006).

Aquest estat inflamatori patologic pot ésser causat per infeccions croniques, lesions tissulars no
reparades, malalties autoimmunitaries, al-lérgens persistents, particules estranyes o cristalls
d’acumulacié endogena (Kumar i cols, 2003; Majno i Joris, 2004; Medzhitov, 2008). A més,
s’han descrit episodis d’inflamaci6 cronica en diversos trastorns en que 1’estimul inflamatori no
¢s del tot definit, encara que no sembla anar lligat a un procés infecciés o de dany tissular.
Aquests estats inflamatoris cronics son d’especial interés perqué acompanyen malalties molt
prevalents en paisos desenvolupats, com I’obesitat, la diabetis de tipus II, I’aterosclerosi,

algunes malalties neurodegeneratives o el cancer (Hotamisligil, 2006).

8. L’MPOC COM A MALALTIA INFLAMATORIA

La iniciativa GOLD (2007) defineix ’'MPOC com a una malaltia que comprén dos components
principals. D’una banda, el pulmonar, caracteritzat per una limitacié progressiva del flux aeri no
del tot reversible i que esta associada a una resposta inflamatoria anormal dels pulmons envers
particules nocives o gasos, i de 1’altra, un component inflamatori extrapulmonar, el qual pot
contribuir augmentant la gravetat de la malaltia en determinats pacients, donat el seu caracter

sistémic (Agusti i Soriano, 2008).



Introduccio 13

Aixi, s’ha demostrat un augment del TNF-a 1 del seu receptor en muscul i sang periférica, els
nivells del qual es relacionen amb la pérdua de pes que experimenten alguns pacients en les
fases més avancades de la malaltia (Oudijk i cols, 2003). De Torres i cols (2006) van trobar uns
nivells més alts de proteina C reactiva en malats d’MPOC, aixi com una correlacidé negativa
entre la concentracié d’aquesta proteina de fase aguda i1 diversos indicadors de la funcio
pulmonar (FEV,, FVC). També s’ha demostrat que els neutrofils circulants de pacients amb
MPOC produeixen més ROS 1 expressen més molecules d’adhesid (Barnes, 2003). A més, el
quocient de limfocits T tipus CD4/limfocits T tipus CD8 en sang periferica d’aquests pacients

esta invertit (De Jong i cols, 1997).

Dr’altra banda, el component local inclou el desenvolupament d’una reaccid inflamatoria a les
vies acries 1 als alveols dels pacients amb MPOC 1 es basa en multiples evidéncies. Aixi, per
exemple, tant I’esput com la rentada bronquialveolar d’aquests pacients contenen una Xxifra
augmentada de macrofags, neutrofils, quimiocines, com la interleucina (IL)-8, el leucotri¢ (LT)
B4, la proteina quimiotactica de monocits (MCP)-1 1 la proteina inflamatoria de macrofags
(MIP)-1B, i d’altres agents inflamatoris com el TNF-a, el factor estimulador de colonies de
granulocits i de macrofags (GM-CSF), I’endotelina-1 1 diversos neuropéptids (Barnes, 2003). A
més, tant el nombre de macrofags i neutrofils, com la concentracid6 d’IL-8 i dels receptors
solubles per a TNF-o en esput i mucosa bronquial tenen una relacid directa amb el grau
d’obstruccié bronquial determinat pel FEV; (Di Stefano i cols, 1998; Pesci i cols, 1998).
Dr’altra banda, estudis recents han demostrat que hi ha un increment progressiu en el nombre de
cel-lules inflamatories en els bronquiols i en el parénquima a mesura que la malaltia esdevé més
greu, cosa que succeeix malgrat que els pacients amb un major grau d’obstrucciod faci molts

anys que hagin deixat de fumar (Hogg, 2004).

En I’'MPOC, a banda del procés inflamatori cronic caracteristic, també es donen processos
d’inflamaci6 aguda coneguts com a exacerbacions. Les exacerbacions representen una
amplificaci6 de la resposta inflamatoria a les vies acries dels pacients amb MPOC 1 es
caracteritzen per un increment de la dispnea, de la tos i de la produccié d’esput (Anthonisen i
cols, 1987; Rodriguez-Roisin, 2000; Burge i Wedzicha, 2003; GOLD, 2007). Les causes
principals conegudes de les exacerbacions son infeccions viriques i bacterianes, aixi com la
pol-lucié ambiental (Sunyer i cols, 1993; Fabbri i Hurd, 2003). En un ter¢ de totes les
exacerbacions, pero, les causes no poden ésser identificades (White i cols, 2003b). Durant les

exacerbacions s’ha observat un increment significatiu de neutrofils i eosinofils, aixi com un
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augment de la produccié de quimiocines proinflamatories, en esput i en vies acries (Wedzicha,

2002; Drost i cols, 2005).

Tot i aix0, malgrat que 1’associacié de I'MPOC amb un procés inflamatori es basa en
evideéncies nombroses, la manera en qué la inflamacio contribueix als efectes clinics de la
malaltia resta qiiestionable. Aix0 és aixi, principalment, perque la naturalesa del procés
inflamatori en ’'MPOC pot diferir significativament entre una persona i una altra (Beeh 1 Glaab,
2009). A més, actualment no existeix un tractament antiinflamatori efectiu per tractar la
malaltia. Mentre que existeixen alguns efectes modestos dels corticosteroides inhalats
(Calverley i cols, 2003a, 2003b, 2007; Jones i cols, 2003) 1 dels inhibidors de la fosfodiesterasa-
4 (Gamble i cols, 2003; Giembycz, 2005; Rennard i cols, 2006; Grootendorst 1 cols, 2007) en el
tractament de les exacerbacions, no s’ha demostrat que els efectes observats siguin atribuibles a
millores en el procés inflamatori. En aquest sentit, és important el fet que les exacerbacions
també poden ser significativament reduides amb tractaments no antiinflamatoris, com els
broncodilatadors de llarga durada (Powrie i cols, 2007) o la reduccié quirrgica del volum

pulmonar (Washko i cols, 2008).

9. EFECTORS CEL-LULARS INFLAMATORIS EN L’MPOC

L’MPOC es caracteritza per presentar un patrd inflamatori especific, que inclou tant respostes
de la inflamacié aguda com de la cronica, 1 que es tradueix en una gran diversitat dels efectors

cel-lulars (Figura 6) i dels mediadors proinflamatoris que regulen aquest procés.

INFLAMACIO AGUDA INFLAMACIO CRONICA
Limfocits B
Barrera epitelial -
Céls. ) r
e ®lase Dendritiqulels /;__,‘:/ /;_: ’,’ :
" b T | = o
Neutrofils A /_,| .>

Macrofags
@ & Limfacits T

= O { - ; - Efectors
Céls. Natural Killer h e Fol-licles limfoides

Figura 6. Esquema dels principals efectors cel-lulars implicats en la resposta

inflamatoria de I’'MPOC (adaptat de Hogg i Timens, 2009)
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Alguns autors consideren que aquest patrdé és una amplificacido del queé és caracteristic en
aquells fumadors que no desenvolupen la malaltia (Barnes 1 Cosio, 2006). Durant molts anys
s’ha pensat que la reaccié inflamatoria que es dona en els pulmons dels individus fumadors
estava orquestrada per neutrofils i macrofags, i que les elastases dels neutrofils 1 dels macrofags
eren les responsables de la destruccié pulmonar en ’'MPOC. Aquest concepte s’ha anat revisant
per englobar un procés inflamatori més ampli 1 que atorga un paper important tant als limfocits
com a d’altres cél-lules amb activitat citolitica (Di Stefano i cols, 1998; Barnes i Cosio, 2006).
Aixi, diversos autors que han analitzat els perfils cel-lulars en alvéols i bronquiols han
demostrat un increment de diversos tipus d’efectors cel-lulars inflamatoris, incloent-hi no
solament els macrofags i els neutrofils, sind també els mastocits, els limfocits T 1 els limfocits B
(Retamales 1 cols, 2001; Di Stefano i cols, 2004; Hogg, 2004; Andersson i cols, 2010). D’altra
banda, 1’aparicio de fol'licles limfoides (LF) pulmonars en malalts d’MPOC, aixi com la seva
associacio amb la gravetat de la malaltia (Hogg 1 cols, 2004), sén una prova del caracter

inflamatori cronic de la malaltia.

9.1 Els neutrofils

Els neutrofils son cel-lules de la primera linia defensiva del sistema immunitari 1 les seves
funcions més importants inclouen la fagocitosi de microorganismes patogens i la regulacio del
procés inflamatori agut. També constitueixen una font de ROS (com la mieloperoxidasa), de
citocines proinflamatories (com I'IL-8), de mediadors lipidics (com I’LTB4), de péptids
antibacterians (com les defensines) i d’enzims que poden danyar els teixits [com 1’elastasa
humana de neutrofils (HNE) o la catepsina-G] (Dubravec i cols, 1990; Tetley, 1993; Hiemstra i
cols, 1998; Barnes, 2004b). Els neutrofils han estat associats amb 1’aparici6 de metaplasia de
cel-lules mucoses a la bronquitis cronica, aixi com amb 1’augment de la contractibilitat de la
musculatura Ilisa a les vies 1 també amb la destruccido de teixit pulmonar en I’emfisema

(O’Donnell i cols, 2006) (Figura 7).
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Figura 7. Paper dels neutrofils en la patogénesi de ’'MPOC

Com a principals efectors de la inflamacié aguda, 1’accio dels neutrofils en 'MPOC ha estat
molt ben caracteritzada en les exacerbacions de la malaltia. Aixi, s’ha descrit un increment del
nombre de neutrofils a la submucosa i al subepiteli de les vies aéries en les exacerbacions de
I’MPOC, comparades amb periodes estables de la malaltia (Qiu i cols, 2003; Fujimoto i cols,
2005; Mercer i cols, 2005; Tsomakidou i cols, 2005; Papi i cols, 2006; Bathoorn i cols, 2008a).
Aquest increment dels neutrofils també s’ha detectat en esput i ha estat correlacionat amb una
caiguda accentuada del FEV, durant les exacerbacions (Papi i cols, 2006; Wilkinson 1 cols,
2006). Malgrat que I’augment de la densitat dels neutrofils mostra una relaci6 amb la preséncia
de bacteris, tant en les exacerbacions com en les fases estables de ’'MPOC (Gompertz i cols,
2001; White 1 cols, 2003a), I’elevada neutrofilia és també un tret caracteristic en les
exacerbacions associades amb infeccions viriques i en aquelles on no s’ha demostrat la

presencia de microorganismes patogens (Papi i cols, 2006; Bathoorn i cols, 2008b).

Pel que fa al grau d’infiltracié pulmonar dels neutrofils durant les fases estables de la malaltia,
s’ha demostrat que tant I’esput induit com la rentada bronquialveolar dels malalts d’MPOC
presenten un increment del nombre d’aquestes cél-lules i de la concentraci6 dels seus enzims

derivats (Thompson i cols, 1989; Lacoste i cols, 1993; Linden i cols, 1993; Keatings i cols,
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1997; Peleman 1 cols, 1999; Rutgers i cols, 2000; Barnes i Cosio, 2006). A més, alguns estudis
han analitzat la densitat dels neutrofils tant en vies acries com en parénquima pulmonar de
malalts d’MPOC, tot i que els resultats no han estat concloents. Aixi, alguns autors han descrit
un increment de la densitat neutrofilica en les vies aéries (Saetta i cols, 1997, 2000; Di Stefano i
cols 1998, 2009; Pilette 1 cols, 2001; Panzner 1 cols, 2003; Baralado i cols, 2004) i en el
parénquima pulmonar (Retamales i cols, 2001) de malalts d’MPOC comparats amb individus
sense la malaltia. A més, alguns d’aquests autors també han descrit una correlacio entre la
densitat bronquial de neutrofils i una davallada del FEV; (O’Shaughnessy i cols, 1997; Di
Stefano i cols, 1998; Baraldo i cols, 2004). D’altra banda, aquests resultats es contraposen als
d’altres estudis que no han trobat diferéncies significatives en la quantitat de neutrofils infiltrats
en els compartiments esmentats entre malalts i no malalts d’MPOC (Bosken i cols, 1992; Saetta
i cols, 1993, 1998, 1999; Grasshoff i cols, 1997; O’Shaughnessy i cols, 1997; Lams i cols,
1998, 2000; Rutgers i cols, 2000; Majo6 i cols, 2001; Turato i cols, 2002; Willemse i cols, 2005).
Aquestes discordances podrien ser un reflex de la curta durada de la vida dels neutrofils
infiltrats en un teixit i del seu rapid transit a través de les vies aéries i el parénquima pulmonar
(Barnes i Cosio, 2006; O’Donnell i cols, 2006), fet que provoca una gran variabilitat en les

estimacions de les densitats d’aquestes c¢l-lules.

9.2 Els macrofags

Els macrofags son cel-lules amb un paper clau tant en la inflamacié aguda com en la cronica i
representen la majoria de cel-lules inflamatories presents al tracte respiratori, tant en individus
fumadors, com en no fumadors (Linden i cols, 1993; Kushner i cols, 1996). Els macrofags
poden ésser considerats com a cél-lules efectores de llarga vida, amb capacitat reactiva, ja que
responen a estimuls endogens i exogens, perd també activa, donat que produeixen mediadors
que modulen I’accié de les cel-lules que els envolten (Tetley, 2002). D’aquesta manera, els
macrofags esdevenen un element essencial en totes les respostes inflamatories, ja sigui
fagocitant organismes patdogens, com eliminant particules inhalades i neutrofils apoptotics.
Probablement, el seu paper en ’'MPOC sigui un reflex de les seves nombroses propietats

funcionals (Figura 8).
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Figura 8. Paper dels macrofags en la patogénesi de ’'MPOC (Barnes, 2004¢)

Els macrofags poden secretar diverses molecules entre les que s’inclouen factors quimiotactics
(com I’MCP-1), citocines pro-inflamatories (com I’'IL-8 o el TNF-a), constrictors de la
musculatura llisa [com el factor activador de plaquetes (PAF)], activadors de la secrecié de les
glandules mucoses [com el factor transformador de creixement (TGF)-B] i proteines de la
matriu extracel-lular (com la fibronectina o la decorina) (Nathan, 1987; Barnes 2004c; Murugan
i Peck, 2009). A més, son també una font de metal-loproteases de matriu (MMPs) que, en
combinar-se entre si, poden degradar un espectre de molécules similar al de les proteases dels
neutrofils (Tetley, 1993) i també facilitar la migracio i la infiltraci6 dels leucocits cap a teixits
danyats (Kumagai i cols, 1999). D’entre totes les MMPs, ’'MMP-9 i ’MMP-12 (també
coneguda com a elastasa dels macrofags) son les que més s’han relacionat amb la patogenesi de
I’MPOC (Finlay i cols, 1997; Ohnishi i cols, 1998; Russell i cols, 2002; Churg i cols, 2003;
Garbacki 1 cols, 2009). Paral-lelament, els macrofags també tenen la capacitat d’internalitzar 1
secretar I’HNE, fet que pot afegir encara un major potencial proteolitic a aquestes cel-lules

(Finlay i cols, 1997; O’Donnell i cols, 2006).

En relaci6 a la quantitat de macrofags presents als pulmons dels malalts d’MPOC, s’ha
demostrat un increment en el nombre d’aquestes cel-lules tant en 1’esput induit (Keatings i cols,

1997) com en la rentada bronquialveolar (Linden i cols, 1993; Kuschner i cols, 1996; Capelli i
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cols, 1999) dels individus que pateixen la malaltia. Paral-lelament, nombrosos estudis han
descrit una major densitat de macrofags en les vies aéries 1 en el parénquima dels malalts
d’MPOC, comparats amb individus sense la malaltia (Saetta i cols, 1993, 1997, 2000;
Finkelstein i cols, 1995; Di Stefano i cols, 1996, 1998; Grashoff i cols, 1997; O’Shaughnessy i
cols, 1997; Rutgers i cols, 2000; Retamales 1 cols, 2001; Turato i cols, 2002; Panzner i cols,
2003). A més, s’ha descrit una correlaci6 entre la quantitat de macrofags infiltrats al subepiteli
bronquial i la davallada del FEV; (Di Stefano i cols, 1998), mentre que la densitat dels
macrofags infiltrats en les parets alveolars ha mostrat una correlacié positiva amb la gravetat de

I’emfisema (Finkelstein i cols, 1995).

9.3 Els mastocits

Els mastocits actuen com a cel-lules sentinelles del sistema immunitari i ho fan amb una gran
eficiéncia, donat que tenen receptors capacos de detectar gairebé qualsevol factor de lesio
(Dawicki 1 Marshall, 2007; Metz i cols, 2007). Sén cel-lules que es troben ampliament
distribuides per tots els teixits vascularitzats, on normalment resideixen a prop de vasos
sanguinis, de nervis, de cél-lules de la musculatura llisa, de glandules mucoses i de fol-licles
pilosos, i també son especialment abundats en aquells llocs que estan en contacte directe amb el
medi extern, com la pell, les vies aéries 1 el tracte gastrointestinal (Kitamura, 1989; Metcalfe i

cols, 1997, Galli 1 cols, 2005a; Galli i1 cols, 2005b; Marone i cols, 2005).

Tot 1 que els mastocits son ben coneguts per la seva funcid efectora en processos al-lérgics,
durant els ultims anys s’ha caracteritzat un ampli ventall de funcions immunitaries que aquestes
cel-lules poden desenvolupar i que van des de la iniciaci6 i el manteniment dels processos
desencadenants de la inflamaci6 aguda, fins a I’activacid de les respostes de la immunitat innata
(Metz 1 Maurer, 2007). Aixo0 ¢és aixi merces a la seva capacitat per produir i secretar un ampli
ventall de mediadors actius (com la histamina, els proteoglicans i les proteases neutres), de
citocines i quimiociones (com el TNF-a o la limfotactina), i de mediadors lipidics [com la
prostaglandina (PG) -D2], entre altres (Boesiger i cols, 1998; Griitzkau i cols, 1998; Maurer i
cols, 2003; Galli i cols, 2005b; Grimbaldeston i cols, 2006; Theoharides i Kalogeromitros,
2006), i que jugaran un paper immunoregulador molt important sobre diferents tipus cel-lulars

(Figura 9).
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Figura 9. Paper dels mastocits (MC) en la resposta inflamatoria (adaptat de Metz i cols, 2007)

En els pulmons d’individus sans, els mastocits hi son presents en tots els compartiments
histologics (Caroll i cols, 2002; Andersson i cols, 2009). Malgrat que la gran capacitat
inflamatoria d’aquestes cél-lules les converteix en elements potencialment rellevants en la
patogénesi de I’'MPOC, molt pocs estudis han trobat una major densitat dels mastocits en els
pulmons d’individus que pateixen la malaltia. Aixi, només hi ha un treball que demostri una
densitat significativament superior de mastocits en bronquiols de malalts d’MPOC (Grashoff i
cols, 1997), mentre que diversos autors han mostrat que no existeixen diferéncies significatives
en el nombre de mastocits infiltrant bronquis (Saetta i cols, 1993, 1997; Di Stefano i cols, 1996;
O’Shaughnessy i cols, 1997; Rutgers i cols, 2000; Panzner i cols, 2003; Baraldo i cols, 2004;
Willemse 1 cols, 2005) i1 parénquima (Saetta i cols, 1999; Andersson i cols, 2010) de malalts i
no malalts d’MPOC. D’altra banda, estudis recents mostren una reduccio significativa de la
densitat total de mastocits tant en bronquis (Gosman i cols, 2008) com en bronquiols i1 vasos
pulmonars (Andersson i cols, 2010) de malalts d’MPOC comparats amb individus no malalts, 1
fins 1 tot s’ha trobat una correlaci6 positiva entre el nombre de mastocits infiltrant bronquiols i

el FEV| (Gosman i cols, 2008).



Introduccio 21

9.4 Les cél-lules CD57"

Les cellules amb activitat citolitica tenen un paper fonamental en I’eliminacié de cél-lules
infectades per virus o canceroses (Loetscher i cols, 1996; Taub i cols, 1996). A més, s’ha
demostrat que les cel-lules immunitaries que expressen marcadors de citotoxicitat també poden
jugar un paper important en la regulaci6 de respostes de la immunitat adquirida (Smyth i cols,
2005; Andoniou 1 cols, 2008; Fairclough 1 cols, 2008). Un dels tipus cel-lulars amb aquestes
caracteristiques, com les c¢l-lules CD57", constitueix un dels efectors inflamatoris menys

estudiats en I’ambit de ’'MPOC.

D’enca que I’antigen CDS57 fou descrit per primer cop com a un marcador especific de cél-lules
Natural Killer (NK) i de cél-lules T NK humanes (Abo i Balch, 1981), diversos estudis han
relacionat les cél-lules CD57" amb algunes malalties de caire infeccids o que impliquen una
deficiéncia immunitaria (Focosi 1 Petrini, 2007). En I’actualitat, es considera que el CD57 és un
bon marcador de cel-lules amb potencial citotoxic, ja que s’ha demostrat que en cél-lules
mononuclears de sang periférica, I’expressio de CD57 es correlaciona amb la d’altres molécules
indicadores d’una activitat citolitica, com son els granzims A i B i la perforina (Chattopadhyay i

cols, 2009).

Tot i que la capacitat que tenen les cel-lules amb activitat citolitica de danyar I’epiteli pulmonar
o de reclutar altres cel-lules immunitaries als pulmons les converteixen en uns possibles efectors
a tenir en compte en la patogenesi de ’'MPOC (Fairclough i cols, 2008), només s’han realitzat
dos estudis analitzant les cél-lules CD57" en pulmons d’individus amb la malaltia. Un d’ells va
demostrar que les cél-lules CD57" presents als pulmons de malalts i no malats d’MPOC també
coexpressaven els granzims A 1 B (Vernooy i cols, 2003). En I’altre estudi es va trobar una
densitat de cél-lules CD57" significativament més elevada al subepiteli bronquial de malalts
d’MPOC, respecte dels fumadors sense la malaltia (Di Stefano i cols, 1998). A més, també es
va trobar una correlaci6 inversa entre la quantitat d’aquestes cel-lules en bronquis de fumadors

amb 1 sense ’'MPOC i el FEV, (Di Stefano i cols, 1998).
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9.5 Els limfocits

Els resultats obtinguts en els ultims anys han posat de manifest que a ’'MPOC es desenvolupa
un procés inflamatori complex que no pot estar focalitzat en un sol tipus cel-lular. Segons
aquesta idea, la cooperaci6é entre diferents tipus de cél-lules inflamatories, des de les cel-lules
epitelials fins a les dendritiques, passant pels neutrofils, macrofags i mastocits, seria necessaria
per al desenvolupament de la resposta inflamatoria caracteristica de la malaltia. Es en aquest
punt on s’ha proposat que els limfocits podrien actuar com a “directors” del procés inflamatori,
activant les altres cel-lules que, a la vegada, mantindrien 1’estatus proinflamatori necessari per

tal que els limfocits restessin activats (Barnes i Cosio, 2006).

9.5.1 Els limfocits T

Els limfocits T son cel-lules que desenvolupen un paper essencial en tots els mecanismes de
defensa immunitaria. Poden participar tant en la destrucci6 directa d’antigens (gracies a la seva
capacitat citotoxica) com en l’activacid/regulacié d’altres cél-lules inflamatories (Janeway i

Travers, 2001).

Respecte ’MPOC, s’han realitzat diversos estudis amb 1’objectiu de quantificar el nombre total
de limfocits T (CD3") en via aéria d’individus afectats per la malaltia. Els resultats majoritaris
son aquells en qué no s’observen diferéncies significatives en el nombre de limfocits T CD3" en
parets bronquials (Di Stefano i cols, 1998; Lams i cols, 2000; Rutgers i cols, 2000; Willemse 1
cols, 2005; Snoeck-Stroband i cols, 2008) i bronquiolars (Grashoff i cols, 1997; Lams i cols,
1998) de malalts d’MPOC respecte d’individus que no presenten la malaltia. Aquests resultats
es contradiuen amb altres que detecten un increment (Di Stefano i cols, 1996; O’Shaughnessy 1
cols, 1997; Panzner i cols 2003; Willemse i cols, 2005) o decrement (Di Stefano i cols, 2001)
dels limfocits T CD3" en vies aéries d’individus amb MPOC.

Molt menys estudiada ha estat la distribucié d’aquestes cél-lules en el parénquima pulmonar, i
de fet, només existeixen dos treballs previs que hagin estimat la densitat de limfocits T CD3" en
les parets alveolars en MPOC (Finkelstein i cols, 1995; Majo i cols, 2001). Tots dos
coincideixen a trobar un major nombre de cél-lules CD3" en individus malalts (Finkelstein i

cols, 1995; Majo i cols, 2001). Majoé i cols (2001), a més, van trobar una correlacié entre la
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quantitat de paquets-any que s’ha fumat i la quantitat de limfocits T CD3" presents en les parets

alveolars.

Si bé la quantitat total de limfocits T és una dada important per concebre un esquema general de
I’activitat inflamatoria en un teixit, s’han fet diversos treballs que analitzen la possible relacio

entre les principals subpoblacions de limfocits T 1 ’'MPOC.

9.5.1.1 Els limfocits T citotoxics (limfocits T CD8")

Els limfocits T CD8" son una de les principals defenses de 1’organisme davant virus, bacteris
intracel-lulars 1 processos cancerosos, merces a la seva accid citolitica sobre les cél-lules
infectades o malignes. Malgrat que aquestes c¢l-lules es troben ampliament distribuides en
pulmons d’individus sans (Semenzato i cols, 1996), diversos autors han trobat una correlacid
significativa entre el nombre de limfocits T CD8" en parénquima pulmonar i bronquis i la
quantitat de paquets-any consumits (Lams 1 cols, 2000; Majo i cols, 2001), la qual cosa indica

que el fum del tabac és un estimul per a la infiltraci6é d’aquestes cel-lules al teixit pulmonar.

El paper que juguen els limfocits T citotoxics en ’'MPOC es desconeix, malgrat la seva
capacitat de danyar el teixit pulmonar. Aixi, les cél-lules CD8" tenen la capacitat de causar
de granzim-B i de TNF-o (Hashimoto i cols, 2000; Chrysofakis i cols, 2004). A més, s’ha
descrit una associacio entre els limfocits T CDS8" i I’apoptosi de cél-lules alveolars en
I’emfisema (Majo i cols, 2001). Paral-lelament, les cél-lules apoptotiques constitueixen una font
d’antigens susceptibles de ser captats per les cel-lules dendritiques, les quals perpetuarien la
resposta limfocitaria. Finalment, els limfocits T citotoxics també poden produir una varietat de
citocines del tipus 1, entre les que s’inclouen el TNF-q, la limfotoxina (o TNF-B) i1 I’interfero
(INF)-y (Barnes 1 Cosio, 2006). Totes aquestes citocines podrien afavorir la resposta

inflamatoria en el pulmo.

Tanmateix, s’ha especulat forga sobre la contribucié dels limfocits T CD8" en la limitacio del
flux aeri, caracteristica basica de la malaltia, i que es dona majorment en els bronquiols. La idea
general apunta que els limfoctis T CD8" i els seus mediadors proinflamatoris poden afavorir el

procés de fibrosi i engruiximent de la capa de musculatura llisa que s’observa en vies acries
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d’individus afectats d’MPOC (O’Shaughnessy i cols, 1997; Saetta i cols, 1997; Baraldo 1 cols,

2004; Hogg i cols, 2004), tot provocant-hi un augment de la resisténcia al flux d’aire.

Quant a la densitat d’aquestes ceél-lules en teixit pulmonar de malalts d’MPOC, en alguns
estudis s’ha observat un increment en el nombre de limfocits T CD8" tant en bronquis
(O’Shaugnessy i cols, 1997; Lams i cols, 2000; Turato i cols, 2002) com en bronquiols (Lams i
cols, 1998; Saetta i cols, 1998; Baraldo i cols, 2004; Hogg i cols, 2004) i paret alveolar (Saetta
i cols, 1998; Majod i cols, 2001; Retamales i cols, 2001) d’individus malalts comparats amb
individus sense I’'MPOC. Alguns autors, a més, han observat una correlacio significativa entre
’augment de limfocits CDS" i la disminucié del FEV; (O’Shaughnessy i cols, 1997; Saetta i
cols, 1998; Lams i cols, 2000; Di Stefano i cols, 2001; Hogg i cols, 2004). Aquestes troballes
fan que, actualment, els limfocits T citotoxics siguin considerats com un dels tipus cel-lulars

més rellevants en la patogénesi de ’'MPOC.

9.5.1.2 Els limfocits T col-laboradors (limfocits T CD4")

Els limfocits T CD4" sén cél-lules essencials en la regulacié de ’activitat d’altres cél-lules
immunitaries. Gracies a la seva capacitat de secretar un ampli ventall de citocines (com I’'TFN-y
o 'IL-9, entre moltes altres) els limfocits T CD4" modulen el reclutament, 1’activacié o la
proliferacié de cél-lules immunocompetents com son els limfocits B, els limfocits T CD8" o els

macrofags (Janeway i Travers, 2001; Baraldo i cols, 2007).

Es desconeix el paper que podrien jugar els limfocits T CD4" en 'MPOC, malgrat que esta clar
que la funcié d’aquestes cel-lules és necessaria per a I’activacié de la resposta citotoxica dels
limfocits T CDS8", aixi com per mantenir-ne la memoria i supervivéncia. Aixi, s’especula que
un cop els limfocits T (CD4" i CD8") son activats i atrets cap als pulmons, estimularien una
migracio leucocitaria molt més important (que esdevindria una reacci6 inflamatoria) mitjangant
la produccid6 de TNF-a, quimiocines, lligands per molecules d’adhesio leucocitaries,
vasodilatadors (VEGF, prostaciclina) i factors de coagulaci6 que facilitarien 1’arribada dels

leucocits al lloc de lesio (Barnes 1 Cosio, 2006).

A diferéncia del que s’observa en els limfocits T citotoxics, no s’ha detectat un increment
significatiu en el nombre de limfocits T CD4" en les vies aéries de malalts d’MPOC quan se’ls

compara amb individus sans (Saetta i cols, 1997, 1998, 1999; Di Stefano 1 cols, 1998, 2001;
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Lams 1 cols, 1998, 2000; Rutgers i cols, 2000; Baraldo i cols, 2004; Hogg i cols, 2004;
Willemse i cols, 2005; Gamble i cols, 2007; Snoeck-Strombland i1 cols, 2008) i de fet, el
quocient limfocits T CD4/limfocits T CD8" es troba disminuit en I"’MPOC (Barnes i Cosio,
2000).

Pel que fa a la densitat de limfocits T CD4" en paret alveolar, les dades disponibles son escases.
Retamales 1 cols (2001) van detectar un augment d’aquestes cel-lules en parets alveolars de
fumadors amb emfisema greu, en comparar-los amb individus fumadors que presentaven
emfisema lleu o manca d’emfisema. Aoshiba i cols (2004) van observar que el nombre de
limfocits T CD4" era més elevat en les zones amb lesions emfisematoses més greus, mentre que
els CD8" predominaven en zones amb un grau d’emfisema moderat. A més, Majé i cols (2001)
van trobar una correlacio significativa entre la quantitat de limfocits T CD4" i els paquets-any

consumits.

9.5.2 Els limfocits B

Els limfocits B son cel'lules que es caracteritzen per la seva capacitat de produir
immunoglobulines (Ig’s), moleécules capaces d’unir-se a antigens especifics. Aquestes Ig’s
poden trobar-se circulant a la sang, en teixits extravasculars o bé actuant com a receptors
d’antigens a la mateixa membrana dels limfocits B. D’aquesta manera, quan un antigen ¢és
reconegut per una Ig que es troba a la membrana del limfocit, la cél-lula s’activara i generara un
clon de limfocits B capagos de sintetitzar anticossos amb la mateixa especificitat antigenica.
Addicionalment, per tal d’assolir aquesta activacid, ¢s també necessaria I’acci6 mediadora d’un

limfocit T CD4 especific del mateix antigen (Janeway i Travers, 2001).

Els limfocits B constitueixen la subpoblacié limfocitaria menys estudiada en ’'MPOC, 1 els
resultats que hi ha al respecte sén contradictoris. Alguns autors afirmen que no hi ha diferéncies
significatives en la quantitat de limfocits B que s’infiltren en les vies acries de malalts d’MPOC
respecte de fumadors control (O’Shaughnessy i cols, 1997; Willemse i1 cols, 2005). Altres
estudis sostenen, d’una banda, que la infiltraci6 de limfocits B és més important en vies
d’individus afectats per la malaltia, i de I’altra, que aquesta infiltracié es fa més important a
mesura que I’'MPOC progressa (Bosken i cols, 1992; Hogg i cols, 2004; Gosman i cols, 2006).
Alguns d’aquests autors, a més, han observat que I’increment d’aquestes cel-lules es

correlaciona significativament amb una davallada del FEV, Pel que fa al compartiment del
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parénquima pulmonar, els pocs estudis que s’hi han realitzat coincideixen en afirmar que no
existeixen diferéncies significatives en la carrega de limfocits B infiltrats en parets alveolars

d’individus amb i sense MPOC (Finkelstein i cols, 1995; Retamales i cols, 2001).

Tot 1 que no es coneix el paper que podrien jugar els limfocits B en la patogénesi de ’'MPOC,
s’ha especulat que una acumulacié d’aquestes cel-lules podria ser el resultat d’una reaccio
contra algun antigen especific, el qual podria provenir de patogens de 1’aparell respiratori
(Hogg i cols, 2004) o fins i tot d’algun component del fum del tabac (Gosman i cols, 2006). En
aquest ultim cas, la importancia de la resposta inflamatoria estaria sotmesa a la predisposicio
genetica que tindrien alguns fumadors a reaccionar davant d’aquests components antigenics del
tabac (Gosman i cols, 2006). En relacid a aquesta hipotesi, s’ha desenvolupat el que es coneix
com “la hipotesi autoimmunitaria”, la qual postula que un dels mecanismes implicats en la
patogénesi de ’'MPOC és una reaccié immunitaria contra algun o alguns constituents del teixit
pulmonar (per exemple, molécules de la matriu extracel-lular) que s’han vist modificats a
conseqiiencia de 1’exposicié prolongada al fum del tabac (Agusti i cols, 2003). Aquestes
estructures alterades, podrien actuar com autoantigens i perpetuar un estat inflamatori cronic en

que es veurien implicats els diferents tipus de limfocits.

10. LA INFLAMACIO CRONICA EN L’MPOC: ELS ORGANS LIMFOIDES
TERCIARIS

Els organs limfoides terciaris (OL3), també anomenats fol-licles limfoides o teixit limfoide
terciari, sobn acumulacions ectopiques de cel-lules immunologiques que apareixen en condicions
d’inflamacio cronica, gracies a un procés que es coneix com a neogenesi limfoide (Kratz i cols,
1996). Aquestes estructures han estat descrites en malalties autoimmunitaries (com [’artritis
reumatoide, la malaltia de Crohn, la tiroiditis de Hashimoto, la sindrome de Sjogren i I’esclerosi
multiple), en infeccions microbianes multiples (Helicobacter pylori, I’hepatitis C o la malaltia

de Lyme) o en el rebuig post-trasplantament (Pabst, 2007; Brusselle i cols, 2009).

A diferéncia dels organs limfoides secundaris, que son programats gencticament i s’ubiquen en
llocs especifics, els OL3 no tenen capsula fibrosa, apareixen en individus adults de manera
atzarosa 1 no es localitzen en arees subepitelials, com ¢és el cas del teixit limfoide associat a

mucoses (MALT) (Drayton i cols, 2006; Carragher i cols, 2008). Malgrat que la majoria de
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senyals moleculars 1 cel-lulars que regeixen el desenvolupament dels organs limfoides
secundaris han estat identificats en el desenvolupament dels OL3, encara no es coneix de quina

manera es dirigeix el seu procés de formacio (Nasr i cols, 2007).

10.1 Els organs limfoides terciaris en ’'MPOC

Donada la seva exposicid a I’ambient extern, els pulmons s6n una important porta d’entrada
d’antigens 1 és per aixo que I’arquitectura pulmonar inclou una gran xarxa de vasos limfatics
associats a estructures limfoides, com els ganglis limfatics o el teixit limfoide associat als
bronquis (BALT) (Wardlaw i cols, 2005). A diferéncia d’aquests tipus de teixits limfoides que
es poden trobar de manera habitual als pulmons, la formaci6 d’OL3 s’ha relacionat amb
processos infecciosos i inflamatoris de caracter cronic, com la fibrosi pulmonar idiopatica, la

granulomatosi de Wegener i ’'MPOC (Marchal-Sommé i cols, 2006; Carragher i cols, 2008).

Malgrat que només s’han realitzat cinc estudis que analitzin el desenvolupament d’aquest teixit
ectopic en I’MPOC, els resultats obtinguts apunten a una correlacié entre la preséncia
d’aquestes estructures i la gravetat de la malaltia (Bosken i cols, 1992; Hogg i cols, 2004; van

der Strate i cols, 2006; Kelsen 1 cols, 2009; Plumb i cols, 2009).

Pel que fa a la composicid cellular, s’ha descrit que els OL3 associats a ’'MPOC estan
compostos de limfocits T CD4" i CD8", aixi com de limfocits B, de cél-lules dendritiques
fol-liculars (FDC) i1 de macrofags (Bosken i cols, 1992; Hogg i cols, 2004; van der Strate i cols,
2006; Kelsen i cols, 2009; Plumb i cols, 2009). Els OL3 madurs, a més, contenen venules
d’endoteli alt (HEV) que expressen quimiocines i molécules d’adhesié encarregades del

reclutament de limfocits i de cel-lules dendritiques (Brusselle i cols, 2009).

Els limfocits B constitueixen el tipus cel-lular majoritari i s’ubiquen fonamentalment al centre
de I’OL3. Les cel-lules dendritiques s’intercalen entre els limfocits B per tal de facilitar la
presentacio d’antigens, mentre que els limfocits T CD4" i CD8" es situen a la periféria (van der
Strate i cols, 2006) (Figura 9). Aquesta composicio i estructura dels OL3 coincideix en humans
1 en models murins, en el quals, a més, s’ha determinat mitjancant analisis semiquantitatives
que tant el nombre de cel-lules com el diametre dels OL3 incrementen davant d’una exposicio

prolongada al fum del tabac (van der Strate i cols, 2006).
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Figura 9. Estructura i composicio cel-lular dels OL3
(adaptat de Brusselle i cols, 2010)

D’altra banda, estudis recents han demostrat que els pacients amb MPOC moderada presenten
una major densitat de limfocits T CD4 als OL3 (Plumb 1 cols, 2009), i que el nombre de
limfocits que expressen el receptor per a quimiocines CXCR3 esta incrementat en els OL3
d’individus amb la malaltia (Kelsen i cols, 2009). Aquest fet suggereix un paper clau per a
aquest receptor en el reclutament de limfocits cap als OL3 de malalts d’MPOC (Kelsen i cols,

2009).

En referéncia a la distribucié dels OL3 en el teixit pulmonar, se’ls ha descrit tant en vies acries
com en parénquima pulmonar (Bosken i cols, 1992; Hogg i cols, 2004; van der Strate i cols,

2006; Kelsen 1 cols, 2009; Plumb 1 cols, 2009). A més, s’ha determinat que el 80% dels OL3 es
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localitzen al parénquima pulmonar, mentre que tan sols un 20% es troben a vies aeries (van der

Strate 1 cols, 2006).

Els diferents estudis que s’han dut a terme amb 1’objectiu de determinar la funcié d’aquestes
estructures suggereixen que els OL3 participen en la resposta immunitaria adquirida (Brusselle 1
cols, 2009). Aixi, tant I’expressid del marcador de proliferaci6é Ki-67, com de la molécula co-
estimuladora CD40L o de la IgM a la superficie dels limfocits B, revelen la preséncia de centres
germinatius funcionals associats a aquestes estructures (van der Strate i cols, 2006). Tanmateix,
la immunolocalitzacié de limfocits B de memoria i la de cél-lules plasmatiques van confirmar
I’activacio 1 expansio clonal d’aquestes cel-lules (van der Strate i cols, 2006). Tot i que no es
coneix quin podria ser I’antigen o antigens que engegarien aquest tipus de resposta, s’han
proposat tres possibles fonts antigéniques: microorganismes, components del fum del tabac o
dels seus derivats i productes de la degradaci6 de la matriu extracel-lular (Hogg i cols, 2004;

van der Strate i cols, 2006; Brusselle i cols, 2009).
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Les hipotesis actuals sobre els mecanismes patogenics de I’MPOC consideren I’existencia d’un
component inflamatori (Shapiro i Ingenito, 2005), tot i que es desconeix la manera en qué els
principals efectors cel-lulars implicats contribueixen als canvis en I’estructura pulmonar
caracteristics d’aquesta malaltia. A més, la majoria d’estudis s’han centrat en la resposta que es
produeix en els bronquis, mentre que el que succeeix en els bronquiols i en el parénquima
pulmonar, els dos compartiments afectats principalment per I’'MPOC, ha estat molt menys
estudiat (Di Stefano i cols, 2004).

D’altra banda, existeixen algunes evidéncies que no afavoreixen la resposta inflamatoria com a
un mecanisme rellevant en el desenvolupament de I’MPOC. Aixi, per exemple, una hipotesi
basada en la inflamaci6 no podria explicar completament per qué els pacients d’MPOC
presenten resisténcia als tractaments amb corticosteroides (Beeh i Glaab, 2009). Donades
aquestes discrepancies, i tot considerant I’escassetat de dades disponibles sobre I’associacio de
determinats tipus cel-lulars inflamatoris amb I’MPOC, I’0BJECTIU GENERAL d’aquest estudi ha
estat caracteritzar les diferents poblacions d’efectors cel-lulars de la inflamacié aguda i de
la cronica implicats en la histopatologia de I’MPOC, mitjancant tecniques

immunohistoquimiques en microscopia optica.

Alguns estudis previs (Cosio i Guerassimov, 1999; Baraldo i cols, 2007) suggerien que els
limfocits podrien jugar un paper important en la resposta inflamatoria que es desenvolupa tant
en les vies aéries com en el parénquima pulmonar dels malalts d’MPOC. No obstant aixo,
mentre que I’alteracio tissular més rellevant en els bronquiols d’aquests malalts és la fibrosi, la
lesié histopatologica predominant en el parénquima és la destruccié emfisematosa (Hogg,
2008). Davant d’aquest fet, el nostre PRIMER OBJECTIU va ser determinar si existeixen
diferéncies en les poblacions limfocitaries o en les seves densitats entre els bronquiols i
I’interstici parenquimatic dels malalts d’MPOC que permetin explicar I’efecte d’aquestes
cél-lules en les alteracions tissulars caracteristiques de la malaltia (Capitol I: *““Differential
lymphocyte infiltration in small airways and lung parenchyma in COPD patients™). A més,
tenint en compte la possible implicacié dels limfocits T CD8" en la formacié de I’emfisema
merces a la seva capacitat citolitica (Majo i cols, 2001) i la correlacié que s’ha descrit entre la
densitat parenquimatica de limfocits B i el grau d’emfisema (Retamales i cols, 2001), el SEGON
OBJECTIU va ser analitzar I’associacio topografica dels limfocits T CD8" i dels limfocits B
amb les lesions emfisematoses (Capitol 1: “Differential lymphocyte infiltration in small

airways and lung parenchyma in COPD patients™).
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Un cop caracteritzada la infiltracié limfocitaria en els compartiments pulmonars afectats en
I’MPOC, el nostre estudi es va dirigir cap a d’altres tipus cel-lulars amb un paper clau en la
resposta inflamatoria, ja fos pel seu paper com a detectors (mastocits i macrofags) o com a
efectors (macrofags i cél-lules CD57%) de la inflamacid als OL3, estructures caracteristiques
dels processos inflamatoris cronics (Drayton i cols, 2006). Tot i que s’ha descrit una correlacid
entre I’aparicié d’OL3 pulmonars i la progressio de I’MPOC (Brusselle i cols, 2009), no hi ha
dades sobre les densitats dels principals efectors cel-lulars inflamatoris en aquestes estructures,
ni tampoc sobre la vascularitzacid i I’expressié d’adrecines en OL3 pulmonars de malalts
d’MPOC. Per aquesta rad, el nostre TERCER OBJECTIU va ser caracteritzar els OL3
pulmonars en I’'MPOC, mitjancant I’estudi de la seva organitzacié cel-lular i vascular
(Capitol 11: “*Significant increase of CD57" cells in pulmonary lymphoid follicles of COPD
patients™).
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RESUM

Els principals trets anatomopatologics de I’MPOC sén I’engruiximent de la paret i el
remodelatge tissular dels bronquiols i la destruccié emfisematosa del parénquima pulmonar.
Malgrat que aquestes lesions histologiques son diferents, les cel-lules inflamatories implicades
en ambdds processos son les mateixes. Davant d’aquest fet, I’objectiu que planteja el nostre
estudi és determinar si aquests dos fenotips histopatologics estan relacionats amb dos perfils

limfocitaris diferents.

Per tal d’assolir aquest objectiu, es va estimar la distribucio i la densitat cel-lular dels limfocits
T CD3", dels CD4" i dels CD8", aixi com dels limfocits B, als bronquiols i al parénquima
pulmonar de 59 individus amb i sense I'MPOC, mitjangant tecniques immunohistoquimiques en
microscopia optica. Concretament, la poblacié mostral va constar de 9 individus no fumadors,
de 18 fumadors sense I’'MPOC, de 16 fumadors amb MPOC moderada i de 16 pacients
sotmesos a doble trasplantament pulmonar per MPOC molt greu. Paral-lelament, també es va

analitzar la distribucio espacial dels limfocits al parénquima periemfisematos.



34 Capitol |

Els resultats obtinguts demostren que els individus amb MPOC molt greu tenen una densitat de
limfocits T CD3" i de limfocits B significativament major als bronquiols en comparacié amb el
parénquima pulmonar. A més, els malalts d’MPOC presenten una densitat de limfocits T CD8"
a I’epiteli bronquiolar significativament incrementada en comparacié amb els individus no
fumadors. Finalment, malgrat que la densitat parenquimatica de limfocits T CD8" també es
troba incrementada en els malalts d’MPOC, les densitats tant de limfocits T CD8" com de
limfocits B s6n similars en comparar el parenquima periemfisematés amb aquelles zones de

parenquima no afectades per I’emfisema.

D’aquesta manera, els resultats d’aquest estudi corroboren I’existencia d’un patré inflamatori
bronquiolar en I’'MPOC, que es caracteritza per la presencia d’infiltracions mononuclears i de
remodelatge tissular. No obstant aix0, el teixit parenquimatic mostra una infiltracié de limfocits
T CD8" més lleu, la qual, a més, no es relaciona espacialment amb les zones de destruccid

emfisematosa.
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RESUM

Malgrat que la progressio de I’'MPOC s’ha associat amb la preséncia de fol:licles limfoides
pulmonars, no hi ha dades disponibles sobre la densitat de les cel-lules inflamatories que formen
aquestes estructures en I’ambit de la malaltia. A banda d’aix0, també es desconeixen tant el
patré de vascularitzacio com I’expressio d’adrecines dels fol:licles limfoides pulmonars en
I’MPOC.

En el present estudi, es va analitzar la prevalenca, I’estructura, la localitzacio, la vascularitzacid
i la proliferacié/apoptosi cel-lulars dels follicles limfoides pulmonars en I’'MPOC.
Paral-lelament, també es van estimar les densitats fol-liculars dels limfocits B i T, aixi com dels
macrofags, de les cél-lules dendritiques i de les cél-lules CD57" en teixit pulmonar de 9 pacients
no fumadors, de 18 fumadors sense I’'MPOC, de 16 fumadors amb MPOC moderada i de 16
pacients amb MPOC molt greu.
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Els nostres resultats mostren una densitat fol-licular de cél-lules CD57" significativament major
en els pacients d’MPOC quan se’ls compara amb els individus no fumadors i amb els fumadors
sense I’'MPOC (p < 0,05). A més, el percentatge de perfils fol-liculars que presenten apoptosi
també és significativament major en els malalts d’MPOC (p = 0,03). D’altra banda, no
s’observen diferencies significatives entre grups quant a les densitats fol-liculars de la resta de
cél-lules inflamatories, ni tampoc quant a la distribucié de vasos sanguinis o limfatics en

aquestes estructures.

Donat que les cél-lules CD57" sén uns efectors importants de la resposta citotoxica i de la
regulacié immunitaria, I’increment de la densitat fol-licular d’aquestes cel-lules dona suport a la

hipotesi que postula I’existéncia d’una disfuncié immunitaria local en I’'MPOC.
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1. ELS PARAMETRES CLINICS PERMETEN DISCRIMINAR ELS GRUPS
ESTUDIATS

L analisi estadistica de les dades cliniques i histopatologiques recolzen la distribuci6 inicial dels
pacients seguint els criteris de la GOLD (2007). Per un costat, tant el FEV; com el quocient
FEV1/FVC han diferenciat els pacients amb i sense I’MPOC, mentre que les diferéncies
existents entre els malalts amb MPOC moderada i els malalts amb MPOC molt greu han estat
corroborades per d’altres indicadors de gravetat, com el RV, la TLC i el GEM. El fet de no
trobar diferencies significatives en la quantitat de paquets-any consumits entre els fumadors
amb i sense I’MPQOC, és indicatiu que les diferéncies trobades en els patrons inflamatoris entre
aquests grups no depenen tant de la quantitat de tabac que s’ha fumat sind de la predisposicid
individual i del propi desenvolupament de la malaltia.

2. LA RESPOSTA INFLAMATORIA BRONQUIOLAR EN L’MPOC

La resposta inflamatoria que es déna a les vies aeries centrals en ’'MPOC ha estat ben
caracteritzada gracies a estudis fets tant sobre mostres de teixit procedent de biopsies bronquials
com a partir de la rentada bronquialveolar o I’esput d’individus afectats per la malaltia
(Tsoumakidou i cols, 2003; Di Stefano i cols, 2004). Ara be, tenint en compte que son els
bronquiols els que més contribueixen en I’obstruccié del flux aeri en I’MPOC (Hogg, 2004), les
mostres procedents de biopsies bronquials o de secrecions de I’arbre respiratori superior no sén
del tot apropiades per valorar el procés inflamatori que es déna als llocs principals d’obstruccid
del flux. Aixi, per exemple, el paper que poden tenir les cel-lules observades en mostres d’esput
no es pot comparar amb el que tindrien aquestes cel-lules quan es troben infiltrades en els
compartiments tissulars implicats en la malaltia (Martin i cols, 1985). A més, les biopsies
bronquials no permeten analitzar les respostes que es donen en les parets alveolars. Es per aixo,
que els estudis duts a terme sobre teixit pulmonar procedent de reseccions quirdrgiques semblen
més apropiats, malgrat que sén meés escassos a causa de la dificultat que comporta aconseguir
aquest tipus de mostres. En aquest sentit, les nostres mostres ens ofereixen una bona oportunitat
per estudiar el perfil inflamatori que es ddéna en els diferents compartiments afectats en
I’MPOC.
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Malgrat que alguns estudis han estimat les densitats de cél-lules inflamatories al compartiment
epitelial o muscular de les vies aeries centrals (Fournier i cols, 1989; Saetta i cols, 1993, 1997,
2000; Pilette i cols, 2001; Turato i cols, 2002; Baraldo i cols, 2004; Ekberg-Jansson i cols,
2005) i periferiques (Grasshoff i cols, 1997) en ’'MPOC, la majoria de treballs publicats es
refereixen al nombre de cél-lules infiltrades en vies aeries a partir dels recomptes realitzats a la
zona subepitelial o a la mucosa de bronquis i bronquiols. A diferéncia d’aquests treballs previs,
el nostre estudi permet afegir dades sobre la quantitat de cel-lules inflamatories presents en
cadascun dels diferents compartiments bronquiolars per separat, a banda de fer una estimacié de
les densitats cel-lulars per unitat de superficie de teixit bronquiolar total. Aixo ens ha permes no
només estudiar les diferencies en la densitat de cel-lules inflamatories entre els grups clinics,
sind també detectar si el focus inflamatori és més important en algun compartiment bronquiolar
concret (Capitol I). Bosken i cols (1992) van fer una aproximacio similar en el seu treball, pero
només van disposar de mostres procedents de pacients amb i sense obstruccid del flux aeri, tots
ells fumadors. Per tant, no van poder valorar el grau d’infiltracio de cel-lules inflamatories en la

progressid de la malaltia, ni establir comparacions amb individus que no haguessin fumat mai.

Tanmateix, la majoria d’estudis realitzats sobre biopsies bronquials s’han centrat en
caracteritzar el procés inflamatori i les alteracions estructurals que es donen en estadis lleus i
moderats de I’MPOC (Di Stefano, 2004), mentre que els estadis molt greus de la malaltia
(estadi IV de la GOLD) han estat molt menys estudiats (Di Stefano i cols, 1998, 2001; Hogg i
cols, 2004; Andersson i cols, 2010). Aixi, les nostres séries aporten a la literatura dades sobre el
grup format pels malalts molt greus d’MPOC (estadi IV de la GOLD) que han estat sotmesos a
un doble trasplantament pulmonar. Aixo ens ha facilitat I’estudi del perfil inflamatori que es
dona en les fases de maxima gravetat de la malaltia (Capitols I i 11). Com a valor afegit, cal
tenir en compte que cap dels nostres pacients havia estat tractat amb quimioterapia ni amb
corticosteroides orals, cosa que podria haver distorsionat la resposta inflamatoria caracteristica
de I’'MPOC.

2.1 Els limfocits T citotoxics i els limfocits B constitueixen les principals subpoblacions
limfocitaries implicades en la resposta inflamatoria que es desenvolupa en els bronquiols
dels malalts d’MPOC

Pel que fa a les estimacions de la densitat limfocitaria en les vies aéries perifériques (Capitol 1),

els resultats mostren un augment de limfocits T CD8" i de limfocits B en els bronquiols dels
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malalts d’MPOC respecte als de pacients no afectats per la malaltia. D’altra banda, no s’han
detectat diferencies significatives entre els grups clinics quant a la densitat bronquiolar de
limfocits T CD3" ni de CD4". D’aquesta manera, les dades obtingudes amplien les d’estudis
anteriors que suggereixen I’existéncia d’un paper important per als limfocits T CD8" i per als
limfocits B en la resposta inflamatoria bronquiolar dels malalts d’MPOC (Bosken i cols, 1992;
Saetta i cols, 1998; Baraldo i cols, 2004; Hogg i cols, 2004).

Com s’observa en el cas dels limfocits B, son els pacients en un estat molt greu de I’MPOC els
qui presenten una major densitat d’aquestes cel-lules infiltrades a les parets bronquiolars,
mentre que els limfocits T citotoxics es troben en major nombre als bronquiols dels malalts amb
MPOC moderada, especialment en el compartiment epitelial (Capitol I). El fet que els pacients
molt greus tinguin una menor proporcié de limfocits T CD8" bronquiolars que els pacients de
menor gravetat, fa extensiu als bronquiols allo que Di Stefano i cols (2001) van descriure en
bronquis. Els autors atribuien aquest fet a que els limfocits dels pacients en estadis més greus de
I’MPOC tenen disminuida I’expressio del receptor per a les quimiocines CCR5, el qual esta
involucrat en processos de migracié i activacié limfocitaries. Aixi mateix, el fet que no
s’observi el nombre més elevat de limfocits T CD8" en els pacients molt greus també
s’explicaria tenint en compte que aquests individus fa anys que s’han vist obligats a abandonar
I’habit de fumar, fet que s’ha associat amb una disminucié del nimero de limfocits T CD8" en
vies aeries (Laperre i cols, 2006). D’altra banda, I’alta proporcié de pacients amb MPOC molt
greu que han estat tractats amb corticosteroides inhalats (14/16) podria haver influit tot reduint
la densitat bronquiolar dels limfocits T CD8" en aquest grup, donat que els esteroides

disminueixen la quantitat de limfocits T CD8" en les vies aéries (Reid i cols, 2008).

2.2 El fum del tabac modifica el perfil limfocitari a I’epiteli bronquiolar, tot incrementant
la poblacié de limfocits T CD8"

L analisi de les densitats limfocitaries en els diferents compartiments bronquiolars dels grups
clinics estudiats (Capitol 1), ha revelat per primer cop que els malalts amb MPOC moderada
tenen una densitat significativament més alta de limfocits T CD8" a I’epiteli que els individus
no fumadors, tal i com s’havia descrit en bronquis de fumadors amb bronquitis cronica i
limitacio del flux aeri (Fournier i cols, 1989). El fet que aquest increment significatiu no hagi
estat observat també en els malalts amb MPOC molt greu s’ha discutit en I’apartat anterior
(2.2).
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D’altra banda, els resultats mostren una relacio6 CD4"/CD8" < 1 en I’epiteli dels individus
fumadors (amb I’MPOC o sense), i que difereix significativament d’aquella que s’observa en
individus no fumadors. Aquesta inversio del quocient CD4"/CD8" indica que en I’epiteli
bronquiolar dels individus fumadors és predominant un patrd inflamatori del tipus cel-lular, en
comptes d’un patr6 més humoral. A més, el fet que la infiltracié de limfocits T CD8" a I’epiteli
dels individus fumadors hagi mostrat una correlacié significativa amb la xifra de paquets-any
consumits, evidencia que el fum del tabac indueix la infiltracié de limfocits T citotoxics en el
compartiment epitelial dels bronquiols, tal i com havia estat descrit en els bronquis (Lams i
cols, 2000).

2.3 La infiltracié bronquiolar de limfocits B es correlaciona amb la gravetat de ’'MPOC

L’estudi de les densitats bronquiolars dels limfocits B ha mostrat que en I’estadi més greu de
I’MPOC es ddna un increment significatiu d’aquestes cél-lules. A més, la densitat bronquiolar
dels limfocits B ha mostrat una correlacio significativa amb la davallada del FEV; (Capitols | i
I1), parametre indicador de la gravetat de I’'MPOC. Correlacions similars només havien estat
descrites en estudis fets sobre biopsies bronquials (O’Shaughnessy i cols, 1997; Gosman i cols,
2006), excepte en el treball de Hogg i cols (2004), on es documenta una correlacio entre el

volum acumulat total de limfocits B als bronquiols i el FEV;.

S’ha descrit que la infiltracid de cél-lules proinflamatories a les vies aéries esta lligada
necessariament a processos de dany, de reparacio i de remodelatge tissular, que poden
engruixir-ne les parets i provocar-ne I’estrenyiment de la llum (Cosio i Guerassimov, 1999;
Hogg i Pierce, 2008). En aquest sentit, els resultats que hem obtingut suggereixen que tant
I’increment del nombre de limfocits B, com la seva correlacié inversa amb el FEV;, poden ser
essencials pel desenvolupament i la progressio de la malaltia. La major infiltracio d’aquestes
cél-lules podria explicar-se com una resposta davant d’infeccions pulmonars viriques o
bacterianes, tret que és caracteristic dels malalts amb I’MPOC greu o molt greu (Sethi i
Murphy, 2009).
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3. LA RESPOSTA INFLAMATORIA PARENQUIMATICA EN L’MPOC

Els resultats del nostre estudi (Capitol 1) revelen que no existeixen diferéncies significatives en
la densitat parenquimatica de limfocits T CD3", de limfocits T CD4", ni de limfocits B entre els
quatre grups clinics. Aixi, de tots els efectors cel-lulars estudiats, només els limfocits T CD8"
han mostrat un increment significatiu en la seva densitat parenquimatica en malats d’MPOC
(Capitol I).

3.1 La densitat parenquimatica de limfocits T CD8" augmenta en malalts d’MPOC, pero

aquestes cél-lules no es troben associades a I’emfisema

Els nostres resultats corroboren aquells d’estudis previs on es descrivia un augment significatiu
de la densitat parenquimatica de limfocits T CD8" en malalts d’MPOC (Saetta i cols, 1999;
Majo i cols, 2001; Retamales i cols, 2001). A més, de la mateixa manera que s’havia observat
en els bronquiols, hem detectat una correlacio significativa entre la quantitat dels limfocits T
CD8" al parénquima i els paquets-any consumits, coincidint amb els resultats de Majo i cols
(2001). Malgrat aixo0, no s’ha trobat cap correlacid significativa entre la densitat d’aquestes
ceél-lules i el grau d’emfisema macroscopic (GEM), ni tampoc amb el decrement del FEV;.
Aquests resultats indiquen, d’una banda, que el fum del tabac indueix a la infiltraci6 de
limfocits T CD8" en les parets alveolars dels malalts d’MPOC, i de I’altra, que aquest fet no
permet explicar la formaci6 de I’emfisema ni té per qué estar relacionat amb I’obstruccio del

flux aeri en I’ambit parenquimatic.

Tanmateix, la comparacié del grau d’infiltraci6 limfocitaria entre zones del parenquima
properes a I’emfisema amb zones del parenquima no afectades ha aportat noves evidéncies que
desvinculen els limfocits T CD8" de la formacio de I’emfisema. Aixi, quan s’ha comparat la
proporcié tant de limfocits T CD8" com de limfocits B en zones de parénquima
periemfisematos amb les regions de parénquima normal en individus amb MPOC moderada i
molt greu, no s’han observat diferéncies significatives. Aquest resultat sembla estar en
discordanca amb les correlacions que Retamales i cols (2001) van detectar entre les zones
parenquimatiques més afectades per I’emfisema, valorades amb Tomografia Computada (TC), i
les quantitats de limfocits T citotoxics i limfocits B infiltrats. Nogensmenys, les valoracions
obtingudes amb TC son dificils de comparar amb les que s’han realitzat en el nostre estudi, que

han constituit una estimacio directa del grau d’emfisema sobre el propi teixit.
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Diversos autors han especulat sobre el possible paper dels limfocits T CD8" en I’emfisema
(O’Donnell i cols, 2006) i una de les hipotesis més acceptades és que els limfocits T citotoxics
podrien induir la formacid de lesions emfisematoses tot causant la mort de cél-lules productores
de matriu extracel-lular (Majé i cols, 2001). No obstant aixo, si els limfocits T CD8" fossin
responsables de la destruccié parenquimatica que s’observa en I’MPOC, seria logic trobar un
increment d’aquestes cel-lules en les zones periemfisematoses, cosa que no succeeix, com
demostren els nostres resultats (Capitol 1). Tenint en compte aquest fet, es podria hipotetitzar
que I’increment dels limfocits T citotoxics en parets alveolars de malats d’MPOC és més aviat
una consequencia que no una causa de la malaltia, i podria ser un reflex de la resposta davant
les infeccions que pateixen fregiientment els pacients amb I’MPOC, especialment en els estadis
avancats de la malaltia (Sethi i Murphy, 2009). En aquest sentit, Retamales i cols (2001) van
trobar una associacié entre I’increment dels limfocits T CD8" en parets alveolars de malalts
greus d’MPOC i un augment del nombre de cel-lules epitelials alveolars que expressaven la

proteina adenoviral E1A.

4. LA INFILTRACIO LIMFOCITARIA EN ELS MALALTS D’MPOC ES SUPERIOR
EN ELS BRONQUIOLS QUE EN EL PARENQUIMA PULMONAR

El nostre primer treball (Capitol 1) ha establert una comparacio entre la infiltracio limfocitaria
que es dona en via aéria de petit diametre i la que té Iloc en parenquima pulmonar en I’MPOC.
Els resultats han mostrat que en els no fumadors, la infiltracio superior de la via aéria respecte
del parenquima només es compleix per als limfocits T col-laboradors, mentre que en els
fumadors sense I’MPOC, hi ha un increment també en el nombre de limfocits T CDS8",
probablement causat per I’habit de fumar, fenomen que és ben conegut i que ja fou descrit per
Miller i cols (1982). D’altra banda, els malalts amb MPOC moderada presenten una densitat
superior de limfocits T totals (CD3") infiltrats en via aéria quan es compara amb el parénquima.
Aquesta proporcio es manté en els malalts molt greus que a més, tenen també una densitat

significativament major de limfocits B en bronquiols que en parets alveolars.

Tenint en compte aquests resultats, podriem hipotetitzar que les diferencies en les densitats
limfocitaries entre els dos compartiments principalment afectats en I’MPOC podrien reflectir
dos processos inflamatoris diferents i que conduirien a dos patrons histopatologics diferenciats

en els bronquiols i en el parenquima. Aixi, en els bronquiols dels malalts d’MPOC es detecta
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una major densitat tant de limfocits T com de limfocits B que podrien actuar perpetuant un estat
inflamatori cronic. La inflamacié en aquest compartiment portaria associats fenomens de
remodelatge i engruiximent de les parets de les vies aeries, que contribuirien a la genesi de
I’obstruccio del flux aeri caracteristica de la malaltia, tal i com s’ha discutit previament (apartat
2). D’altra banda, el grau d’infiltracio limfocitaria que s’observa en el parénquima pulmonar és
molt menor que aquell que s’ha detectat en bronquiols i podria entendre’s no tant com a una
causa sind com a una consequencia d’un procés inflamatori més lleu que prové de la destruccid

emfisematosa del teixit parenquimatic.

5. CARACTERITZACIO DELS OL3 EN L’MPOC

Malgrat que la presencia d’OL3 en pulmons de malalts d’MPOC va ser descrita fa gairebé dues
decades (Bosken i cols, 1992), no va ser fins que Hogg i cols (2004) van relacionar aquestes
estructures amb la progressio de la malaltia que es van comencar a estudiar els patrons cel-lulars
i moleculars dels OL3 en malalts d’MPOC (van der Strate i cols, 2006; Kelsen i cols, 2009;
Plumb i cols, 2009). Tot i aix0, els pocs treballs disponibles sobre aquestes estructures deixen
forca incognites quant a la prevalenca, la vascularitzacio, la composicio cel-lular i la
proliferacio/apoptosi dels OL3 en I’'MPOC. Davant d’aixo, els resultats de I’estudi integral dels
OL3 dut a terme en el nostre treball (Capitol I11) descarten que aquestes estructures siguin
especifiques de I’'MPOC i han permes caracteritzar-les tant en mostres de malats d’MPOC com

d’individus no afectats per la malaltia (fumadors i no fumadors).

5.1 La distribucié¢ i la prevalenca dels OL3 pulmonars és independent de I’MPOC

Un dels objectius principals del nostre estudi va ser analitzar la localitzacio i la prevalenca dels
OL3 per tal de dilucidar si hi ha o no diferéncies entre malalts d’MPOC i pacients no afectats
(Capitol I11). Aixi, varem observar que aquestes estructures es trobaven tant en I’adventicia de
vies aéries com al parénquima pulmonar de tots els grups clinics estudiats, tal i com s’havia
descrit anteriorment (Bosken i cols, 1992; Elliot i cols, 2004; Hogg i cols, 2004; van der Strate i
cols, 2006; Kelsen i cols, 2009; Plumb i cols, 2009). A més, també vam observar la preséncia
d’OL3 en el teixit conjuntiu dels septes lobulars, aixi com a I’adventicia arteriolar, essent aquest
darrer compartiment el més freqiientment ocupat per OL3 en malalts d’MPOC. Malgrat aixo,

no es van trobar diferencies significatives en la distribucié dels OL3 entre els quatre grups
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clinics (Capitol I1). Aquests resultats suggereixen que els OL3 pulmonars s’organitzen i es
distribueixen en qualsevol dels compartiments conjuntius del pulmé periferic, amb
independencia de I’'MPOC.

D’altra banda, el nostre estudi ha revelat una alta prevalenca dels OL3 (del 83,3% al 100%) en
els quatre grups clinics estudiats, sense diferéncies significatives entre ells (Capitol I1II).
Aquests resultats, doncs, contrasten amb els d’altres estudis que descriuen una associacié entre
I’aparicié d’OL3 i I'MPOC (Hogg i cols, 2004; Kelsen i cols, 2009).

5.2 Els OL3 dels malalts d’MPOC presenten una major densitat de cél-lules CD57" i una
major taxa d’apoptosi

Alguns estudis previs (Bosken i cols, 1992; Hogg i cols, 2004; van der Strate i cols, 2006;
Kelsen i cols, 2009; Plumb i cols, 2009) han descrit la composicio i I’organitzacio cel-lular dels
OL3 dels malalts d’MPOC com a agregacions estructurades de limfocits B envoltats d’un
menor numero de limfocits T, i amb alguns macrofags i cel-lules dendritiques distribuits de
manera difusa. El nostre treball ha aportat dades quantitatives sobre diverses cel-lules
inflamatories dels OL3 (com els macrofags, les principals subpoblacions de limfocits, les
cél-lules dendritiques madures o les cél-lules CD57") i ens ha permés comparar-les entre
individus amb i sense I’MPOC. Plumb i cols (2009) van dur a terme una analisi similar, pero
centrada en una subpoblacio especifica de limfocits T CD4" (els limfocits T reguladors), la qual
van trobar incrementada en OL3 de malalts d’MPOC comparats amb individus sense la

malaltia.

Els resultats del nostre treball revelen que els OL3 dels malalts d’MPOC presenten una densitat
de cél-lules CD57" significativament més alta que els dels no fumadors i els dels fumadors
sense la malaltia (Capitol I11). Paral-lelament, també hem observat un increment significatiu del
percentatge de perfils d’OL3 amb cel-lules apoptotiques en els malalts d’MPOC, fet que es
podria explicar tenint en compte I’alt potencial citolitic de les cél-lules CD57" (Vernooy i cols,
2007; Chattopadhyay i cols, 2009). A banda de la seva citotoxicitat, pero, les cél-lules CD57"
també podrien desenvolupar una tasca immunoreguladora dins dels OL3. Aixi, per exemple,
Kim i cols (2005) van demostrar que una subpoblacio de cél-lules CD57" presents als centres
germinals dels teixits limfoides humans induien la diferenciacio i la produccié d’lg per part dels

limfocits B.
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Tenint en compte que I’antigen CD57 ha esdevingut un bon marcador d’inflamacié pulmonar
(Palmer i cols, 2007), aquest increment de cél-lules CD57* en OL3 de malalts d’MPOC avala el
caracter infamatori de la malaltia. D’altra banda, s’ha suggerit (Brusselle i cols, 2009) que els
OL3 dels malalts d’MPOC podrien apareixer com a resposta davant d’una infecci6 cronica o,
fins i tot, davant d’antigens o d’autoantigens derivats del fum del tabac o de la destruccié del
teixit pulmonar. En aquest sentit, I’increment de cél-lules CD57" en els OL3 de malalts
d’MPOC és notable, ja que I’antigen CD57 és expressat per moltes cél-lules en processos
cronics d’activacio immunitaria (Tarazona i cols, 2000) o fins i tot en condicions cliniques
especifiques com son les infeccions o les disfuncions immunitaries (Focosi i Petrini, 2007;
Focosi i cols, 2010).

5.3 Els OL3 pulmonars presenten una vascularitzacié sanguinia propia, pero els manca

un drenatge limfatic equivalent

La immunolocalitzacié de la molécula d’adhesié de plaquetes i de cél-lules endotelials
(PECAM) ha revelat que els OL3 de malalts i no malalts d’MPOC tenen un patré definit de
vascularitzacio, fet que indica que la irrigacid sanguinia és un factor essencial en el
desenvolupament d’aquestes estructures (Capitol I11). La distribucié dels vasos sanguinis tant a
I’interior dels OL3 com al teixit conjuntiu circumdant, ens permet inferir que aquestes
estructures indueixen un procés de neogeénesi que condueix a l’organitzacié d’una xarxa
vascular propia. Resultats similars havien estat descrits préviament en OL3 de fumadors
(Richmond i cols, 1993), de pacients amb asma (Elliot i cols, 2004) i de pacients amb fibrosi

pulmonar idiopatica (Marchal-Sommé i cols, 2006).

D’altra banda, la immunolocalitzacié de la podoplanina ha mostrat que el patré de
vascularitzacio limfatica dels OL3 és fonamentalment periféric (Capitol Il1). En estudis
anteriors fets sobre mostres de pacients amb malalties autoimmunitaries també es va descriure
la preséncia de vasos limfatics envoltant el teixit limfoide terciari, pero no es va aclarir la seva
funcio ni es va determinar si aquests vasos eren aferents o eferents (Drayton i cols, 2006; Pabst,
2007; Carragher i cols, 2008). Els nostres resultats tampoc no permeten discernir si els vasos
observats son aferents o eferents, i tan sols la seva localitzacié permet hipotetitzar que formen
part del propi drenatge limfatic del teixit conjuntiu on es desenvolupen els OL3 (Capitol IlI).
Aquesta aparent falta de vascularitzacié limfatica propia podria estar relacionada amb

I’absencia d’una capsula fibrosa, tret que és caracteristic del teixit limfoide terciari i que podria
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facilitar el contacte dels antigens locals amb les cel-lules que constitueixen aquestes estructures
(Carragher i cols, 2008).

5.4 Els OL3 dels malalts d’MPOC expressen I’adrecina de noduls periferics (PNAd) pero
no I’adrecina d’adhesio cel-lular de mucoses (MAdCAM)- 1

Les adrecines PNAd i MAdCAM s’expressen en les HEVs dels ganglis limfatics i de les
plaques de Peyer, respectivament, i tenen un paper fonamental en el reclutament dels limfocits

circulants cap a aquestes estructures (Richmond i cols, 1993).

Els resultats del nostre tercer treball (Capitol 111) han revelat que el 35% dels perfils d’OL3
observats presentaven un marcatge positiu per a PNAd. La preséncia d’aquestes sialomucines
es va observar tant en la periféria dels OL3 com en el seu interior, essent els malalts amb
MPOC molt greu el grup que va presentar un major nombre d’OL3 amb una marca central.
Quant a la morfologia vascular, els OL3 pulmonars observats presentaven tant HEVs com vasos
amb un endoteli de fenotip aplanat. L expressié de PNAd es va localitzar en ambdds tipus de
vasos, tal i com s’havia descrit en un model d’ovella asmatica (Rosen i cols, 2005). No obstant
aixo, en cap de les mostres estudiades es va trobar un marcatge positiu per a MAdCAM-1, tot
coincidint amb les troballes d’altres estudis que, mitjancant la mateixa estratégia experimental,
van demostrar I’abséncia de MAdCAM-1 en el BALT (Xu i cols, 2003) i en el teixit limfoide
associat a la mucosa nasal (NALT) de ratolins (Csencsits i cols, 1999). Aixi, els nostres
resultats mostren que els OL3 del teixit pulmonar, ja sigui afectat o no per I’MPOC, no
expressen MAdCAM-1, i que I’expressié especifica de PNAd en aquestes estructures
coincideix amb aquella que és caracteristica del teixit limfoide terciari d’algunes malalties
inflamatories croniques (Uchimura i cols, 2006; Suzawa i cols, 2007) (Capitol I11).
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Primera

Els limfocits T CD8" i els limfocits B son alguns dels principals efectors cel-lulars de la

resposta inflamatoria bronquiolar en I’'MPOC.

Segona

Malgrat que el parenquima pulmonar dels malalts d’MPOC es caracteritza per un increment en
la densitat de limfocits T CD8", les lesions emfisematoses no es correlacionen topograficament
amb una major infiltracié de cél-lules amb activitat citolitica.

Tercera

La presencia de fol-licles limfoides pulmonars no es un tret especific de I’'MPOC, pero

I’increment de la densitat fol-licular de cél-lules CD57" si que és caracteristic de la malaltia.
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1. PACIENTS

El nostre estudi s’ha realitzat a partir de teixit pulmonar procedent de 59 pacients de 1’Hospital
General Universitari Vall d’Hebron sotmesos a lobectomia o pneumectomia per tumors
pulmonars no obstructius, i de malalts d’MPOC acollits a un programa de trasplantament
pulmonar. El Comité Etic de 1’Hospital Vall d’Hebron va aprovar el protocol i tots els pacients
van signar un full de consentiment informat en qué s’hi detallaven els objectius de 1’estudi i les

implicacions de la seva participacio.

Els pacients van ser sotmesos a una entrevista i exploracio fisica per tal d’obtenir les dades
demografiques i cliniques pertinents (edat, habits tabaquics, simptomes actuals, etc.) aixi com a
proves de funcié pulmonar, entre les quals s’inclogueren el volum espirat forgat en el primer
segon (FEV)) i1 la capacitat vital forgada (FVC) (ambdues realitzades postbroncodilatacio), el
volum residual (RV), la capacitat pulmonar total (TLC) 1 la capacitat de transferéncia del
monoxid de carboni (DLco). Cap individu va rebre quimioterapia ni corticosteroides orals de

forma continua abans de ’estudi.

Finalment, la poblacié mostral es va classificar en 4 grups, segons 1’estatus tabaquic (fumadors

1 no fumadors) i els criteris de la GOLD (2007):

1) Non-smokers (A): 9 pacients no fumadors i amb funci6é pulmonar normal.

2) Smokers without COPD (B): 18 fumadors que no havien desenvolupat I’MPOC.

3) Moderate COPD (C): 16 fumadors que mostraven signes clinics moderats de
I’MPOC (estadi II de la GOLD).

4) Very severe COPD (D): 16 pacients sotmesos a un doble trasplantament pulmonar
per trobar-se en un estat molt greu de ’'MPOC (estadi IV de la GOLD).

A la Taula 3 s’especifiquen les dades demografiques i cliniques més rellevants dels

pacients estudiats.
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Taula 3. Dades demografiques i cliniques de la poblacié mostral.

: Pzt RV | TLC | DL
Pacient | Grup | Sexe (Egyast) (piiﬁi‘?;.‘;ﬁy) (%Fpl)zr\e/éit) FE\g/{))Fvc s (o/oc)o G(;l)vl
0 D Home 58 23 20,0 20,0 297,0(147,0| 39,0 50
1 B Home 57 75 79,1 78,3 99,2 | 87,2 78,7 10
2 C Home 69 47 100,1 67,0 70,0 | 101,7 65,6 50
3 B Home 72 85 96,9 80,3 97,7 | 95,7 84,3 5
4 C Home 78 47 60,9 449 145,0 | 123,5 47,3 35
5 B Home 69 90 81,8 71,1 108,6 | 97,0 74,7 30
6 B Dona 39 48 106,8 81,4 53,6 | 95,5 86,6 0
7 B Home 59 31 81,6 77,3 75,6 | 79,4 75,7 45
8 A Dona 67 0 59,1 67,0 137,6 | 90,5 56,0 0
9 D Dona 59 75 25,7 42,0 251,8 (134,3| 42,0 80
10 D Home 42 20 22,5 30,0 222,0(107,0| 11,0 75
11 C Home 71 85 43,8 58,9 216,0 [ 121,0 53,0 35
12 D Home 60 65 19,2 20,7 331,1|160,1 11,1 70
13 B Home 75 42 76,0 76,3 101,6 | 90,1 76,0 0
14 C Home 62 69 48,4 48,0 173,7 {121,2| 45,0 60
15 A Dona 80 0 114,9 80,6 103,6 | 102,6 | 79,6 10
16 D Home 62 40 24,8 39,7 229,1(118,4 43,2 50
17 D Home 54 65 22,8 35,3 470,0 | 220,0| 50,0 65
18 B Dona 63 33 60,6 79,1 56,0 | 56,2 50,0 0
19 A Dona 57 0 69,1 96,3 107,5 | 101,0 48,5
20 D Home 63 75 16,0 39,3 230,2 | 105,7| 37,0 55
21 C Home 62 100 70,7 63,8 141,0 | 109,0 74,0 25
22 A Home 33 0 96,0 81,6 125,0 | 99,0 113,0 0
23 D Dona 57 70 24,6 44,0 282,7(1135,2| 34,8 85
24 C Home 60 60 87,0 69,6 151,0 | 118,0| 64,0 35
26 A Dona 61 0 103,0 74,0 122,0 ({ 112,0| 102,0 0
27 B Home 75 20 90,0 75,0 90,0 | 82,0 95,0 15
28 D Dona 50 30 12,0 47,1 371,0|148,0 34,0 75
29 A Dona 59 0 107,0 85,8 107,6 | 101,0| 76,0 0
30 B Home 55 61 87,0 83,0 108,0 | 93,0 51,0 35
31 D Home 57 60 30,3 44,8 109,0 | 91,0 43,0 55
32 C Home 73 75 42,0 54,0 144,0 | 102,0 71,0 20
33 C Home 57 64 81,0 69,0 96,0 | 91,0 67,0 25
35 B Home 44 30 87,3 74,7 112,0 { 102,0| 70,0 0
36 B Home 49 40 96,0 99,9 98,1 | 90,5 71,6
37 A Dona 69 0 98,0 82,4 107,6 | 101,0 82,1
39 C Home 59 40 66,0 60,0 158,0 | 112,0 48,0 15
40 C Home 70 65 67,0 62,0 146,1 | 113,8 63,0 5
41 B Home 60 100 82,0 96,0 92,0 | 74,0 78,0 0
43 D Home 50 30 18,3 31,2 401,0 | 157,0| 26,2 100
44 A Dona 54 0 104,0 74,0 78,0 | 102,0 84,0 2,5
45 B Home 74 60 81,0 72,0 99,0 | 90,5 72,1 2,5
46 C Home 53 70 71,0 61,0 146,1 | 114,0 57,6 5
47 A Dona 76 0 143,0 79,0 79,0 {100,0| 98,0 2,5
48 B Home 74 46 74,0 71,0 206,0 | 120,0 76,0 17,5
49 B Home 65 63 75,0 75,0 74,0 | 77,0 27,0 50
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: Historial RV | TLC | DL
Pacient | Grup | Sexe (E:;t) (p;{;gg?: ;(r:]y) (%Frl)zr\e/z:jlit) FEV(%/S:VC oo | o9 : %c)o G(tl)il)\/l
50 B | Home | 51 28 85,5 76,4 930 | 950 | 86,0 | 20
53 B | Dona | 56 16 88,0 720  [1290] 1110 | 630 | 10
54 C | Home| 52 30 88,0 690 [1430] 1170 | 660 | 60
55 B | Dona | 60 30 101,0 83,0 730 | 930 | 740 | 10
56 D |Home| 58 35 20,0 325 (2390|1210 | 420 | 75
57 D |Home| 56 80 17,2 273  [2827]1352 | 348 | 80
58 C | Home| 74 65 47,6 460 |1463| 1137 | 380 | 25
59 C | Home| 58 96 96,0 610 [169,0 1350 | 560 | 15
60 D |Home| 51 13 14,0 390 (21301130 | 350 | 60
61 D |Home| 60 60 17,0 330 (3970|1630 | 220 | 70
62 C | Home| 61 32 65,0 540 [146,0| 1138 | 39,0 | 25
63 D |Home| 58 25 27,0 370 [196,0] 1070 | 51,0 | 35
64 C | Home| 55 38 75,0 582  |146,1| 1138 | 66,6 | 10

FEV;: volum espirat forcat en el primer segon. FVC: capacitat vital forcada. RV: volum residual. TLC: capacitat

pulmonar total. DLco: capacitat de transferencia del monoxid de carboni. GEM: grau d’emfisema macroscopic.

2. OBTENCIO DE MOSTRES

Tot el procés de la presa de mostres es va dur a terme sota la supervisié d’un metge especialista

en anatomia patologica de I’Hospital General Universitari Vall d’Hebron.

2.1 Reseccid i fixacio

Les mostres extretes al quirdfan (Iobuls o pulmo sencer) es van fixar insuflant-hi formol al 4%
(Panreac, Montcada i Reixach, Barcelona) a través de les vies acries i submergint-les en el
fixador durant un periode de 24 h. Després, les peces pulmonars es van seccionar amb 1’ajuda
d’un viscerotom i es van obtenir tots els talls axials seriats d’1 cm de gruix possibles. Sobre
aquestes seccions es va dur a terme 1’estimacié del GEM (expressat en tant per cent de teixit
emfisematds present a la mostra) seguint el me¢tode de Thurlbeck i cols (1970), que consisteix
en valorar I’afinitat de la mostra que s’analitza amb un recull d’imatges de seccions pulmonars

amb diferents graus d’emfisema.

Per tal d’obtenir les mostres de pulmé que s’havien d’incloure en parafina, els talls van ser
col-locats en série, tot girant cadascun d’ells 120° respecte 1’anterior. La seleccio dels blocs
histologics es va basar en un model de mostreig jerarquitzat del tipus sistematic i a I’atzar

(SURS, Systematic Uniform Random Sampling), el qual permet obtenir conjunts de blocs
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representatius del grup experimental i introdueix increments minims a la variabilitat de
I’analisi. Es va collocar una quadricula estandard damunt de cada tall de pulm6 i1 es van
seleccionar uniformement a 1’atzar 5 quadrats de 2 cm x 2 cm x 0,3 cm de la quadricula per

lobul pulmonar.

3. MICROSCOPIA OPTICA

3.1 Inclusi6 en parafina

Tot seguit, les 5 mostres de cada lobul s’introduiren en cassettes d’inclusid per ser
deshidratades 1 incloses en parafina. Un cop finalitzada la inclusio, es van confeccionar els
blocs, tot orientant el teixit en la posicidé més oOptima per a la seva microtomia. Finalment,
s’escolli a I’atzar un Unic bloc representatiu, en el qual s’hi reunien els diferents elements

estructurals caracteristics del teixit pulmonar.

3.2 Microtomia

De cada bloc es van obtenir seccions seriades de 4 um de gruix amb el microtom de rotacio
Microm HM340E (Heidelberg, Alemanya). Els talls es van dipositar en un bany d’aigua a 40°C
1 posteriorment es van recollir en portaobjectes amb carrega positiva Starfrost Plus (Menzel-

Gliser, Braunschweig, Alemanya).

3.3 Tincidé hematoxilina-eosina

Es va realitzar una tinci6 d’hematoxilina-eosina sobre la primera secci6 de cada serie, amb
I’objectiu de revelar-ne la histologia pulmonar. La tincié es va iniciar amb el desparafinat i
posterior hidratacié de les mostres. Un cop fet aixo, les seccions es van tenyir amb hematoxilina
de Friedlander durant 8 min 1 just després es rentaren mitjangant un flux constant d’H,O corrent
durant 10 min per provocar el viratge de ’hematoxilina. En acabat, les seccions es van tenyir
amb eosina durant 8 min i, passat aquest temps, es deshidrataren amb 2 banys d’etanol absolut
de 2 1 5 min cadascun, seguits de 2 banys més de 5 min amb xil¢. Finalment, es va procedir al

muntatge de les preparacions amb un medi no hidrosoluble com I’Eukitt (Fluka, Buchs, Suissa).



Annex I1: Material i métodes 83

4. IMMUNOHISTOQUIMICA EN MICROSCOPIA OPTICA

Per tal de dur a terme la deteccio i localitzacio dels tipus cel-lulars d’interés, es van destinar 18
seccions de cada pacient per a ser immunolocalitzades amb els segiients anticossos primaris, a

les concentracions indicades:

- Anticos policlonal obtingut en conill contra CD3 (1:400, DakoCytomation,
Glostrup, Dinamarca) per localitzar els limfocits T totals.

- Anticos monoclonal obtingut en ratoli contra CD4 (1:50, Novocastra, Wetzlar,
Alemanya) per localitzar els limfocits T col-laboradors.

- Anticos monoclonal obtingut en ratoli contra CD8 (1:100, DakoCytomation) per
localitzar els limfocits T citotoxics.

- Anticos monoclonal obtingut en ratoli contra CD20cy (1:800, DakoCytomation) per
localitzar els limfocits B.

- Anticos monoclonal obtingut en ratoli contra CD57 (1:80; DakoCytomation) per
localitzar les cél-lules CD57".

- Anticos monoclonal obtingut en ratoli contra CD68 (1:50; DakoCytomation) per
localitzar els macrofags.

- Anticos monoclonal obtingut en ratoli contra Elastasa Humana de Neutrofils (1:250;
Calbiochem, San Diego, EUA) per localitzar els neutrofils.

- Anticos monoclonal obtingut en ratoli contra Triptasa Humana de Mastocits (1:800;
DakoCytomation) per localitzar els mastocits.

- Anticos monoclonal obtingut en ratoli contra CD83 (1:30; Santa Cruz Biotechnology
Inc, Santa Cruz, EUA) per localitzar cel-lules dendritiques madures.

- Anticos monoclonal obtingut en ratoli contra cél-lules dendritiques fol-liculars (1:20;
DakoCytomation).

- Anticos monoclonal obtingut en ratoli contra PECAM-1 (1:200; DakoCytomation).

- Anticos monoclonal obtingut en ratoli contra Podoplanina (1:150; Abcam,
Cambridge, Regne Unit).

- Anticos monoclonal obtingut en ratoli contra MAdCAM-1 (1:30; AbD Serotec,
Kidlington, Regne Unit).

- Anticos monoclonal obtingut en ratoli contra PNAd (1:50; BD Biosciences, New

Jersey, EUA).
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- Anticos monoclonal obtingut en ratoli contra Ki-67 (1:150; DakoCytomation), per
localitzar c¢l-lules en proliferacio.

- Anticos monoclonal obtingut en ratoli contra BCL6 (1:60; DakoCytomation), per
localitzar els centres germinals dels OL3.

- Anticos policlonal obtingut en conill contra Caspasa 3 activada (1:200; Cell

Signaling Technology, Danvers, USA) per localitzar cel-lules en apoptosi.

4.1 Immunolocalizacié de CD3, CD4, CD8, CD20cy, CD57, CD68, HNE, Triptasa humana
de mastocits, CD83, Cél-lules dendritiques folliculars, PECAM-1, Podoplanina,
MadCAM-1, PNAd, Ki-67, BCL6 i Caspasa 3 activada

4.1.1 Desparafinat i hidratacio

Abans d’iniciar el procediment immunohistoquimic es van escalfar les seccions en una estufa a
40°C durant 15 min, per tal de reforcar-ne I’adhesi6 als portaobjectes. Seguidament, es va
comengar amb el desparafinat i posterior hidratacié de les seccions, a partir de 3 banys de 10

min amb xil¢ i1 una bateria d’alcohols de graduaci6 decreixent.

4.1.2 Desemmascarament de I’antigen

Durant la fixacié dels teixits amb aldehids que basen el seu mecanisme d’accid en
I’entrecreuament proteic, com ara el formol, pot succeir que 1’/els epitop/s reconeguts per
I’anticos quedin emmascarats. En aquestes ocasions, per tal d’afavorir la unié de 1’anticos a
I’antigen és imprescindible fer, abans de realitzar la incubacié amb els anticossos, un tractament
de les seccions amb calor o enzims proteolitics. Aquest tractament es coneix com a

desemmascarament de 1’antigen.

Després de diverses provatures amb mostres irrellevants, es va determinar el métode de
desemmascarament Optim per a cada combinacié d’antigen-anticos. D’aquesta manera, les
mostres es van submergir en diversos tampons amb un pH apropiat per a cada

desemmascarament:

- Tris-HCI 10 mM-EDTA 0,5 mM, pH 9,0, per als marcadors CD3, CD8, CD20cy i

Cel-lules dendritiques fol-liculars.
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- EDTA-NaOH 1 mM, pH 8,0, per als marcadors CD4, CD57, Triptasa humana de
mastocits, BCL6 i Caspasa 3 activada.

- Citrat 10 mM, pH 6,0, per als marcadors PECAM, Podoplanina, PNAd, MAdCAM i
Ki-67.

Les mostres submergides en aquests tampons es van escalfar en un forn de microones Sanyo
(Osaka, Japd) model EM-S1053 a potencia maxima (800 W), fins arribar a una temperatura de
95°C. Una vegada assolida aquesta temperatura, les seccions van deixar-se refredar fins arribar
a 70°C, abans de tornar-les a escalfar durant 15 min fins a 95°C, tot fent servir en aquesta ocasio
la poténcia minima (80 W) de I’aparell. Finalment, es va deixar que les seccions es refredessin a

temperatura ambient fins assolir els 40°C.

Per dur a terme el desemmascarament dels antigens CD68, CD83 i HNE va ser imprescindible
incubar les seccions amb un enzim proteolitic, la tripsina. Aixi, la incubacié es va fer amb una
solucid de tripsinitzacid que contenia tripsina 0,1%, clorur de calci 0,1% en tamp6 Tris-HCI 20

mM pH 7,6 a 37°C durant 10 min.

4.1.3 Bloqueig de les peroxidases endogenes
Donat que el metode de revelat que vam utilitzar es basa en la peroxidasa, vam inhibir les
possibles peroxidases propies del teixit amb una solucié composta de metanol al 10%, H,O, al
3% 1 PBS 0,1 M durant 15 min a temperatura ambient.

4.1.4 Bloqueig de les unions inespecifiques
Tot seguit, es va procedir a bloquejar les unions inespecifiques, tot incubant les seccions amb
una solucio de bloqueig composada per glicina 0,1 M, ovoalbiimina 2%, sérum de cavall (o de
cabra, en el cas dels marcadors CD3 i Caspasa 3 activada) 2% en PBS 0,1 M, durant 1 h a
temperatura ambient, i mantenint les seccions dins d’una cambra humida.

4.1.5 Incubacié amb I’anticos primari

En tots els casos, les mostres es van incubar amb I’anticos primari a 4°C durant tota la nit en

una cambra humida, fent Gs de cobreobjectes “amb potes”. Aquests cobreobjectes s’obtenen
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afegint una gota d’esmalt d’ungles a cada vértex. Gracies a ells s’evita que la solucio
d’incubacié s’evapori durant les hores en queé transcorre el procés. Quant a la doble
immunolocalitzaci6 de CD3 i de CDS57, aquesta es va dur a terme fent primer la

immunolocalitzaci6 i revelat del CD3 i després la deteccio del CD57.

Tots els anticossos diluits en la solucié de bloqueig abans esmentada es van suplementar amb
NaN3 0,03% per evitar el creixement de microorganismes; en els casos dels anticossos contra
CD3 i contra CD20cy, es va afegir també Tween 20 0,05%, per tal de minimitzar les unions

inespecifiques.

Una vegada finalitzada la incubacié amb 1’anticos corresponent, les seccions van ser rentades 3
cops durant 5 min cada vegada amb Tween 20 0,05% - PBS 0,1 M per als marcadors contra

CD3 i contra CD20cy, i amb PBS 0,1 M per a la resta de marcadors.

4.1.6 Incubacié amb I’anticos secundari

Una vegada rentat I’anticos primari, es va procedir a incubar les seccions amb 1’anticos
secundari corresponent. Mentre que pels anticossos primaris obtinguts en conill contra CD3 1
contra Caspasa 3 activada es va fer servir com a secundari un anticos obtingut en cabra contra
IgG de conill (Vector, Burlingame, EUA), pels anticossos primaris obtinguts en ratoli contra la
resta de marcadors, excepte pel CD57, es va utilitzar un anticos obtingut en cavall contra IgG
de ratoli (Vector). En el cas del marcador CD57, es va utilitzar com a anticos secundari un

anticos obtingut en cavall contra IgM de ratoli (Vector).

Aquests anticossos secundaris estaven biotinilats, donat que el métode de revelat utilitzat es
basa en la técnica de I’ABC (Avidin - Biotin - Complex). La dilucié determinada per 1’anticos
secundari va ser 1:200 en PBS 0,1 M, suplementat amb 1,5% de sérum de cavall (o de cabra, en
el cas dels marcadors CD3 i Caspasa 3 activada). Un cop transcorreguda 1’hora d’incubacié es

van fer 3 rentats amb PBS 0,1 M.

4.1.7 Incubacié amb la solucié ABC

Tot seguit es va procedir a incubar les seccions amb la soluci6 ABC diluida 1:25 en PBS 0,1 M.

La soluci6 ABC emprada ¢és un dels components del Kit VectaStain Elite (Vector). La
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incubacid es va dur a terme durant 30 min a temperatura ambient, novament fent us de

cobreobjectes “amb potes”. Passat aquest temps, es van fer 3 rentats de 5 min amb PBS 0,1 M.

4.1.8 Revelat i tinci6 de contrast

El revelat es fonamenta en 1’oxidacio del cromogen tetraclorur de diaminobenzidina (DAB) en
preséncia de peroxid d’hidrogen, a través d’una reaccid catalitzada per la peroxidasa. El

producte d’aquesta reacci6 és insoluble i pot donar com a resultat un color marr6 o negre.

Les seccions van ser incubades en una soluci6 de revelat formada per DAB 0,05%, H,0, 0,01%
en Tris-HCI 0,1 M, pH 7,6, 1 es va obtenir una marca de color marr6. D’altra banda, per a les
mostres immunolocalitzades amb 1’anticds anti-CD4, es va obtenir un color de revelat negre, tot
afegint a la solucid abans esmentada sulfat amonic de niquel al 0,165%. Pel que fa al revelat de
la doble immunolocalitzaciéo de CD3 i de CD57 es va dur a terme tot revelant primer en negre el
marcador CD3 i després en marr6 el marcador CD57. La intensitat del revelat es va avaluar sota

el microscopi, aturant la reaccié mitjangant diversos rentats amb H,OmQ.

En acabat el procés de revelat, les mostres es van contrastar amb eosina durant 7 s, en el cas de
la immunolicalitzaci6 de CD4 i de BCL6, o amb hematoxilina durant 25 s per a la resta de
marcadors. Per afavorir el contrast, I’hematoxilina va ser virada mitjangant un flux continu

d’H,0 corrent durant 10 min.

4.1.9 Deshidrataci6 i muntatge

Per ultim, les seccions es van deshidratar mitjangant una bateria d’alcohols de graduacio
creixent, després es rentaren en xil¢ 1 rapidament es va procedir a muntar-les amb el medi de

muntatge Eukitt.

4.1.10 Controls

urant el procediment immunohistoquimic es van utilitzar com a controls positius seccions de
D tel d t hist tilit trol t d

gangli limfatic reactiu i d’intesti. Els controls negatius van ser realitzats sobre mostres de teixit
pulmonar que es van incubar tota la nit en solucié de bloqueig, sense addicionar-hi 1’anticos

primari o bé substituint 1’anticds primari per un isotip de control (Dako) apropiat.
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4.1.11 Observacié

Les observacions es van realitzar amb el microscopi optic Olympus BX61 (Olympus, Tokio,

Japo) i les imatges es van prendre amb una camera digital Olympus DP70 (Olympus).

5. ESTIMACIO DE LES DENSITATS DE LES CEL-LULES INFLAMATORIES EN
PARENQUIMA, EN BRONQUIOLS | EN OL3

L’estimacié de la densitat dels efectors inflamatoris estudiats es va dur a terme en tres
compartiments del teixit pulmonar: el parénquima, els bronquiols i els OL3. Els comptatges es
van realitzar mitjangant una quadricula de 5x5 inserida en un dels oculars del microscopi, a un

augment de 100x o 400x. L’analisi es va fer sobre una seccio de cada pacient.

5.1 Densitat cel-lular en el parénquima

El primer pas va ser mostrejar la seccid de manera uniforme i a 1’atzar (SURS), de tal manera
que vam analitzar 12 camps o répliques per secci6. A cada camp, es quantificaren els punts
interceptats pels perfils de 1’espai de referéncia, en aquest cas, de l’interstici alveolar. En
multiplicar els punts d’interstici alveolar pel factor de superficie (superficie d’un punt de la
quadricula calculat per a un augment de 100x i de 400x), vam obtenir I’estimacié dels mm’
d’interstici alveolar analitzats a cada camp. Paral-lelament, es va comptar el nombre de cél-lules
marcades en la superficie delimitada per la quadricula, tot distingint les que circulaven pels
capil-lars (les quals no es van comptar) de les infiltrades en teixit. Fent el promig de tots els

camps, es va obtenir el nombre de cél-lules per mm” d’interstici alveolar de cada pacient.

Per tal de comparar la densitat limfocitaria entre parénquima normal i parénquima emfisematds,
es van comptar les cel-lules marcades de tres camps de parénquima emfisematds (de 100 a 300
um de distancia de I’emfisema) i tres camps més de parénquima normal (entre 300-600 um de
distancia de I’emfisema), tots ells escollits a 1’atzar. Aquest comptatge es va dur a terme

exclusivament sobre les mostres dels malalts d’MPOC.
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5.2 Densitat cel-lular en els bronquiols i en els OL3

El recompte s’ha realitzat sobre tots els perfils de bronquiols no terminals i sobre tots els perfils
d’OL3 presents a cada seccid. En aquest cas, es va col-locar la reticula sobre un minim de 6
camps aleatoris de cada perfil, determinats per coordenades a 1’atzar 1 no solapats, o bé es van
analitzar tots els camps possibles fins a cobrir tot el perfil. Les mesures del nombre de cél-lules
per unitat de superficie es van dur a terme seguint el mateix procediment que s’ha detallat a
I’apartat anterior. En aquest cas, es va estimar el nombre de cél-lules per mm* d’epiteli, de
muscul llis i de teixit conjuntiu de la via, aixi com de tota la paret bronquiolar i d’OL3. El

resultats per pacient es van obtenir amb el promig de tots els camps analitzats.

6. ANALISI ESTADISTICA

Totes les analisis estadistiques es van realitzar amb el programa Statgraphics Centurion XV
(StatPoint Inc., Virginia, EUA). Les analisis corresponents a I’estadistica descriptiva van
incloure mitjanes i errors estandards per a tots els parametres. Les diferéncies significatives
entre els quatre grups pel que fa als parametres demografics i clinics van ser detectades tot
aplicant una analisi de la varianca (ANOVA). En els casos en que el test F va revelar
diferéncies significatives, es van realitzar comparacions posteriors amb el test LSD de Fisher.
D’altra banda, les diferéncies significatives referents als parametres de densitat cel-lular, els
quals no van complir les assumpcions de ’ANOVA, van ser detectades mitjangant el test de
Kruskal-Wallis 1 posteriorment es va aplicar el test U de Mann-Whitney per comparar entre
grups. Les correlacions entre variables es van obtenir amb el test de rangs d’Spearman. En tots

els casos el nivell de significaci6 va ser de p <0,05.
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