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INTRODUCCIO

1. Sistema respiratori
La funcio principal del sistema respiratori és I'intercanvi de gasos entre I'atmosfera
i la sang (1,2); essent també responsable d’altres funcions com la proteccid contra

els patogens, la vocalitzacié o la regulacid del pH corporal (3).

Les vies respiratories es divideix en superiors, formades pel nas, la boca, la faringe,
la laringe i la traquea; i inferiors, formades pels pulmons, els bronquis, els
bronquiols i els alveols (1,3). En aquesta tesi ens centrarem en I'estudi de la via

respiratoria superior.

1.1. Mucosa nasal
La mucosa respiratoria és una estructura comuna que segrega moc i recobreix tota

la via respiratoria, tant superior com inferior (4,5).

La mucosa respiratoria que recobreix les cavitats nasal, incloent-hi septe nasal i els
cornets nasals, s"anomena mucosa nasal (MN); mentre que la que recobreix els sins
paranasals rep el nom de mucosa sinusal. Aquesta mucosa nasal és clau en el
desenvolupament de diferents funcions, com la filtracid, escalfament i
humidificacié de l'aire inspirat aixi com la proteccid envers patogens (2,6-8).
Gracies a les secrecions mucoses amb substancies antibiotiques de defensa innata
(2,8), el moviment mucociliar (2,6-9), la resisténcia al flux d’aire (2) i la filtracié (2,7)

la mucosa nasal és capag de dur a terme les funcions previament anomenades.

La mucosa nasal es divideix en tres seccions principals: I'epiteli, que adopta
diferents conformacions segons la seva localitzacié per tal d’adaptar-se i facilitar les
diverses funcions que desenvolupa, la membrana basal encarregada de separar
I’epiteli de la submucosa, i la submucosa (2,5). Pel que fa a I'epiteli, la conformacid

més estesa a la fosa nasal és la d’epiteli pseudoestratificat (2,7,10) [Figura 1].
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EPITELI

MEMBRANA
BASAL

SUBMUCOSA

Figura 1: Estructura de la mucosa nasal.

L'epiteli pseudo-estratificat esta format per cel-lules ciliades (CIL), cél-lules caliciformes (CAL) i
cél-lules basals (BAS), i esta cobert d’'una capa de moc . La membrana basal separa I'epitelii la
submucosa. La submucosa conté capil-lars sanguinis (C.S.), glandules de Bowman (G.B.), arterioles
(ART) i cel-lules del sistema immunitari com eosinofils (EOS), macrofags (MAC) i limfocits (LIM).

Adaptada de Dkhar et al. 2018.
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2. Malalties de la via respiratoria superiors
Pel que fa a la via respiratoria superior, dues malalties inflamatories rellevants sén
la rinitis al-lérgica (RA) i la rinosinusitis cronica (RSC) i tenen en comu que sén
malalties inflamatories croniques que solen presentar nivells elevats de mediadors
proinflamatoris i de cel-lules inflamatories amb un predomini d’infiltracio

eosinofilica (11).

En un procés inflamatori es desencadenen un seguit de reaccions que donen lloc a
la pérdua de les condicions fisiologiques (12,13) amb I'objectiu final d’eliminar la
causa de la inflamacid i recuperar |'estructura, condicions i funcionament originals
(12). Hi ha diversos tipus de resposta inflamatoria. La resposta inflamatoria de tipus
1 es dirigeix predominantment envers els virus (14-16) i es caracteritza per la
presencia dels mediadors TNF-a i IFN-y i de les cel-lules Th1, ILC-1 i NK (15-20). La
resposta inflamatoria de tipus 2 esta dirigida predominantment contra parasits i
al-lergens (14-16,21) i les citocines caracteristiques son les alarmines produides per
I'’epiteli respiratori IL-25 i IL-33 i TSLP, aixi com IL-4, la IL-5 i la IL-13 (15,16,18-24).
Aquesta resposta inflamatoria es caracteritza també per la preséncia de les cel-lules
Th2, ILC-2, eosinofils i mastocits (15,17,18,20,22,23). La resposta inflamatoria de
tipus 3 actua predominantment contra bacteris i fongs (14-16) i esta marcada per
la preséncia tant de les citocines IL-17, IL-22 i IL-3, com de les cél-lules Th17, ILC-3 i
neutrofils (14-20,25). En aquesta tesi ens centrarem en la resposta inflamatoria de

tipus 2.

Quan un procés inflamatori perdura, en lloc de resoldre’s i recuperar les condicions
fisiologiques, genera una inflamacid persistent i un remodelat tissular, esdevenint
una malaltia inflamatoria cronica (26,27). Aixd mateix és el que succeeix en el cas

de laRAila RSC.
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Aquestes dues malalties, la RA i la RSC, es presenten de forma molt freqient,
afectant del 20% al 40% (28) i del 5% al 13% (22,29,30) de la poblacié general,
respectivament. La seva creixent importancia es veu reflectida en I'augment de
publicacions i guies referents a la epidemiologia, al diagnostic i al tractament, i de

programes especifics de prevencid i actuacié (22,28,29,31-35).

Tant la RA com la RSC tenen un gran impacte en la qualitat de vida de les persones
que les pateixen ja que afecta, no només a nivell clinic, sind també a I’entorn social,
laboral, escolar i de descans (22,23,29,31,36,37). De fet, diversos estudis
estableixen que la qualitat de vida d’aquests pacients es veu inclis més afectada

gue en malalties com la diabetis tipus 2 o la hipertensié (31,38,39).

Aquestes patologies s’associen també amb costos elevats, tant directes en el
sistema sanitari, incloent-hi visites, hospitalitzacions, tractament i procediments
quirargics; com indirectes en la societat general, essent principalment I'absentisme
laboral (31,35,40-42). En aquestes patologies, els costos indirectes sén molt més
elevats que els directes (40,42-44). Per exemple, la RA a Espanya s’associa amb

costos indirectes tres cops superiors als costos directes (40).

2.1. Rinitis Al-lergica
La RA consisteix en una inflamacid de tipus 2 de la mucosa nasal mediada per
immunoglobulina E (IgE) com a resultat de I'exposicié a al-lergens (31,45,46) que

desenvolupa simptomes nasals i oculars (31).

2.1.1. Epidemiologia
Es tracta d’'una malaltia amb una prevalenca a I'alca des dels anys 60 (37,47—-49)
que en les dues Ultimes décades ha augmentat un 50% la seva prevalenga (50). Més
concretament, es calcula que la prevalenca a la poblacié general occidental és del

10% al 30% (47,51,52), a Europa del 17% al 30% (50) i a Espanya del 21,5% (28).
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2.1.2. Caracteristiques cliniques
Els simptomes associats a la RA afecten al nas i als ulls principalment. Els nasals
inclouen rinorrea o secrecio de moc (31,32,39,53), congestid/obstruccid/bloqueig
nasal (31,32,39,53), picor nasal (31,32,39), esternuts (31,32,39,53) i, en casos greus,
pérdua parcial d’olfacte (39). Els oculars poden ser picor ocular, vermellor i

llagrimeig (31,32,39,53).

Pel que fa a la classificacio de la RA, es basa actualment en la durada dels simptomes

i la gravetat de la malaltia [Figura 2].

CLASSIFICACIO DE LA RA

SEGONS LA DURADA

Intermitent Persistent
Simptomes Simptomes
< 4 dies / setmana ifo > 4 dies / setmana i
< 4 setmanes consecutives > 4 setmanes consecutives

SEGONS LA GRAVETAT | L’AFECTACIO DE LA QUALITAT DE VIDA

Lleu
Cap d’aquests aspectes: Moderada Greu
- LIBIEE 6l [ SRl 1,2 0 3 del 1 Tots els aspectes
- Afectacio en el dia a dia ’ .O _eslaspec es . . P
anteriors hi sén presents anteriors hi son presents

- Afectacio escolar o laboral
- Simptomes molestos

Figura 2: Classificacié de la rinitis al-lergica (ARIA 2008 i 2016).
La classificacid segons la durada distingeix RA intermitent i RA persistent. La classificacié segons la
gravetat estratifica la malaltia en lleu, moderada o greu.

Adaptada de Bousquet et al. 2008.
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Segons la durada dels simptomes, la RA pot considerar-se intermitent, si és menor
o igual a 4 dies a la setmana i/o menor o igual a 4 setmanes consecutives, o
persistent, si és major a 4 dies a la setmana i major a 4 setmanes consecutives (31).
D’acord amb la gravetat de la malaltia, segons ARIA aquesta pot ser lleu, moderada
o greu en funcid de si es compleixen cap, dels algun o tots els criteris establerts a

les guies (31,32,54).

En referéncia a les principals comorbiditats, trobem la rinosinusitis (38,55), I'asma

(38,55,56) i la dermatitis atopica (55).

2.1.3. Fisiopatologia
La fisiopatologia de la RA es desencadena per una reaccié immune mediada per la
IgE enfront als al-lérgens (31,46). Trobem, per una banda, la fase de sensibilitzacid
en que es produeix el primer contacte amb els al-lergens (sensibilitzacié); i per
I'altra, la fase clinica en que té lloc la reaccié immunitaria i I'aparicié dels

simptomes.

Durant la sensibilitzacid, els al-léergens sén capturats i processats per les cel-lules
dendritiques, que presentaran els al-lergens als limfocits ThO (57) promovent la
seva diferenciacié cap a limfocits Th2 (56,57). A més a més, les cél-lules ILC2 també
afavoreixen aquesta maduracid dels limfocits ThO cap a Th2. Els limfocits Th2,
alliberant IL-4, IL-5 i IL-13, activen limfocits B que es transformaran en cél-lules
plasmatiques capaces de produir IgE especifiques (56,57). Aquestes IgE s’uneixen
als seus receptors especifics d’alta afinitat (FceRl) a la superficie en basofils i

mastocits (56) [Figura 3].

En la fase clinica i quan l'al-lergen esta present, peptids d’aquests al-lergens
s'uneixen a les IgE especifiques localitzades a la superficie de basofils i mastocits,

provocant la desgranulacié d’aquestes cel-lules (57). Aquesta desgranulacié allibera
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mediadors proinflamatoris com la prostaglandina D, (PGD;), el factor activador de
plaguetes (PAF) i la histamina, principal mediador efector de la reaccié al-lergica
(56,57). En la resposta temprana, que té lloc al cap de pocs minuts, aquests
mediadors sén els responsables de |'aparicio d’edema, de mucositat i de simptomes
com la rinorrea, la congestid nasal i els esternuts (56). Més endavant, passades
entre 4 i 6 hores, té lloc la resposta tardana. En aquesta, la produccié d’IL-4, IL-5,
IL-13, factor estimulador de colonies de granulocits i macrofags (GM-CSF),
leucotriens i PAF, entre d’altres, indueix la infiltracid o quimiotaxi de més cel-lules
inflamatories, com eosinofils, neutrofils, basofils, monocits i limfocits, a la mucosa
nasal. Tot aix0 genera unes condicions optimes per al manteniment cronic de la

inflamacid i dels simptomes que havien aparegut a la resposta temprana (56)

[Figura 3].

Fase sensibilitzacio : Fase clinica

' Alliberament
' de mediadors

: o Xs,,....

M )
H RESPOSTA RESPOSTA
E TEMPRANA TARDANA
Al-lergen @ Histamina . ¢ Rmo_r(ea v )
®IL4 ®PGD, ' Edemai Congestio nasal Eosinofils, nutrofils,
IL-5 PAF - ' mucositaf Esternuts “ basofils, mondcits i
®iL13 GM-CSF A : Simptomes oculars, limfocits
A IgE :

Figura 3: Fisiopatologia de la rinitis al-lergica.
La fase de sensibilitzacid s’inicia quan les cel-lules dendritiques entren en contacte amb I'al-lergen i

provoqguen la diferenciacié de limfocits Th0 a Th2. En aquesta diferenciacié també intervenen les
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cel-lules ILC2. Els limfocits Th2 estimulen, gracies a IL-4, IL-5 i IL-13, la maduracié de limfocits B cap a
cel-lules plasmatiques productores d’IgE que s’unira a mastocits i basofils.

La fase clinica es dona quan es torna a estar en contacte amb I’al-lergen, que provoca la
desgranulacié de basofils i mastocits i I'alliberament d’histamina, PGD; i PAF, entre molts altres
mediadors. Aquests mediadors sén responsables de la resposta temprana i es dona en qliestio de
minuts. Al cap d’unes hores s’allibera també IL-4, IL-5, IL-13, GM-CSF i PAF, i d’altres mediadors, que
donen lloc a la resposta tardana. Tot plegat dona lloc als simptomes de la RA.

CD: cél-lula dendritica; Limfo.: limfocit; CP: cel-lula plasmatica.

Adaptada de Nur Husna et al. 2022.

2.1.4. Tractament
El tractament de la RA pot seguir diferents estrategies. Per una banda hi ha mesures
ambientals que es basen en I'evitacié de I'exposicié als al-lergens (31). Per I'altra
banda trobem les intervencions mediques, ja sigui amb tractament farmacologic
com antihistaminics (AH), corticoides (GC), antileucotriens, cromones o formulacié
intranasal de GC+AH, o bé sigui amb immunoterapia al-lergenica o inclus, en casos
molt especifics i greus, I'Us de biologics (1,31,32). Pel que fa al tractament
farmacologic, dos dels grups importants de farmacs emprats en aquesta patologia

son els AH i els GC (31) o la seva formulacié intranasal (58,59).

2.2. Rinosinusitis cronica

La rinosinusitis cronica és una malaltia inflamatoria multifactorial, majoritariament
de tipus 2 en paisos occidentals, que consisteix en un procés inflamatori de la
mucosa nasal (rinitis) i dels sins paranasals (rinosinusitis) amb una durada superior

a 12 setmanes (7,18,28,29,46).

2.2.1. Epidemiologia
A diferencia de la rinitis al-lergica, la rinosinusitis cronica presenta una prevalenga
amb tendéncia estable (47). La seva prevalenca en la poblacié general és d’entre un
5% i un 28% segons simptomatologia, pero després de la confirmacié clinica es

troba entre el 3% iel 12% (18,22,28,29,47). En termes generals, a nivell mundial se
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situa en el 10% (23), a nivell europeu en el 10.9% (30) i a Espanya entre el 5% i el
10% (28,60).

2.2.2. Caracteristiques cliniques
La simptomatologia es caracteritza per la congestidé/obstruccidé/bloqueig nasal
(21,22,35,36,61-65), larinorrea anterior o posterior (21,22,35,36,61-65), la pressié
o dolor facial (21,22,35,36,61-65) i la reduccié (hiposmia) o péerdua (andsmia)
d’olfacte (6,21,22,36,61-66) com els 4 simptomes centrals.
Pel que fa a la classificacié de la RSC, trobem principalment tres classificacions que

son complementaries [Figura 4].

CLASSIFICACIO DE LA RSC

SEGONS LA GRAVETAT | L’AFECTACIO DE LA QUALITAT DE VIDA
Lleu Moderada Greu
Valor EVA: Ocm a 3cm Valor EVA: >3cm a 7¢cm Valor EVA: >7cm a 10cm
SNOT-22: 8 a 20 punts SNOT-22: 21 a 50 punts SNOT-22: 51 a 110 punts

SEGONS EL FENOTIP

RSCsPN RSCaPN
Abséncia de PN Preséncia de PN

SEGONS L’ENDOTIP

T1 T2 T3
Expressié IFN-y Expressio IL-4, IL-5i IL-13 Expressié IL-17A i IL-17F
Preséncia d'ILC-1, Th1 Preséncia d'ILC-2, Th2 i Preséncia d’'ILC-3, Th17 i
i NK eosinofils neutrofils

Figura 4: Classificacio de la rinosinusitis cronica.

La classificacid segons la gravetat estratifica la malaltia en lleu, moderada i greu. La classificacio
segons el fenotip diferencia entre RSCsPN i RSCaPN. La classificacié segons I'endotip estableix que
potserTl,T20 T3.

Adaptada de Fokkens et al. 2020.
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La gravetat de la malaltia pot classificar-se en lleu, moderada o greu (22,31,35,61)
segons el test de resultat sinonasal 22 (SNOT-22) (29,67) o mitjancant I’escala visual
analogica (EVA) (29,68). També es fa una classificacid segons en el fenotip, una
caracteristica observable o presentacié de la malaltia, i distingeix segons la
presencia (RSCaPN) o I’abséncia (RSCsPN) de polips nasals
(6,7,11,13,21,22,36,61,64,65,69,70). Actualment, s’ha incorporat un nou criteri de
classificacid que es basa en I'endotip, els patrons inflamatoris de la malaltia, i
estableix els seglients 3 subtipus de RSC: T1, T2 i T3 en funcié de si predomina un
patré inflamatori de tipus 1, 2 o 3 respectivament (16,18,19,22,25). No obstant,
encara no hi ha un ampli consens en relacid amb aquests endotips ja que també
existeixen patrons cel-lulars mixtes (15,18). Alguns autors descriuen també un
endotip eosinofilic i no eosinofilic d’acord amb la presencia o no d’eosinofils
(71,72), havent-hi encara discussié quan als punts de tall de la eosinofilia sanguinia
o tissular als polips nasals. Alguns treballs han definit que als paisos occidentals, hi
ha una certa relacié entre I’endotip T2 i I'’eosinofilic (72,73) i entre els endotips T1 i

T3 i el no eosinofilic (72).

Les principals comorbiditats vinculades a la RSC sén I'lasma (29,60,74), la RA
(29,47,66), la dermatitis atopica (60,75) i la malaltia respiratoria exacerbada per

antiinflamatoris no esteroidals (22,60).

2.2.3. Fisiopatologia
2.2.3.1. RSC sense polips nasals (RSCsPN)
Als paisos occidentals, aquest fenotip generalment s’associa a una inflamacid
persistent de tipus 1 0 3 (13,16,21,76) i es caracteritza per una elevada neutrofilia i

la preséncia d’IL-8, TNF-a i IFN-y (20,36,69,72).
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Més concretament, el procés inflamatori de la RSCsPN es desencadena per part de
les cel-lules dendritiques, que intervenen en la sensibilitzacio a al-lergica,
reconeixent i presentant antigens als limfocits ThO promovent la seva diferenciacié.
En el cas de la RSC de tipus 1, aquestes cel-lules dendritiques indueixen les cel-lules
ILC-1iTh1, que produeixen TNF-a i IFN-y, responsables de la infiltracid de cel-lules
inflamatories com neutrofils (20,22). A més a més, també es produeix la maduracié
de limfocits B cap a cél-lules plasmatiques per produir IgE i IgA (20). En canvi, en la
RSC de tipus 3, les cel-lules dendritiques activen les cel-lules ILC-3 i Thl7, que
produeixen IL-17, IL-22 i IL-8, induint la infiltracié de cél-lules inflamatories i el dany
i remodelacio de I'epiteli respiratori (20,22). Aquests processos inflamatoris donen
lloc a un engruiximent de la membrana basal, hiperplasia de cel-lules caliciformes i

edema (13).

2.2.3.2. RSC amb polips nasals (RSCaPN)
Als paisos occidentals, aquest fenotip es caracteritza per una inflamacio de tipus 2
(13,16,19,21,70,76) associada a major eosinofilia en el teixit dels polips nasals i sang

periférica i a un augment d’IgE total, IL-4, IL-5i IL-13 (20,36,69,70,72).

El procés inflamatori tipus 2 a la RSC es déna com a resposta contra patogens o
altres factors nocius i s’inicia amb la induccié de TSLP, IL-25 i IL-33 que actuen sobre
cél-lules dendritiques i ILC-2 (20,23,47,77,78). Les cel-lules dendritiques capturen i
presenten els antigens als limfocits ThO induint la seva diferenciacié cap a limfocits
Th2 que produeixen IL-13, IL-5 i IL-4 (20,23,47,78). Les segones, les ILC-2, també
produeixen IL-13, IL-5i IL-4 (20,47,78). Aquestes citocines indueixen la quimiotaxi
de cél-lules inflamatories com ara eosinofils, basofils, macrofags i monocits (20,23).
D’altra banda, els limfocits Th2 promouen la diferenciacié de les cel-lules B a
cel-lules plasmatiques capaces de produir IgE que pot provocar la desgranulacio

dels mastocits i basofils (23,47,77). Tot aquest procés inflamatori genera
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remodelacié del teixit, moc, congestié nasal, edema, rinorrea i reduccié/pérdua

d’olfacte (13,20,65) [Figura 5].
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Figura 5: Fisiopatologia de la rinosinusitis cronica amb polips nasals.

Les alarmines (TSLP, IL-25 i IL-33) actuen en les cel-lules dendritiques i ILC-2. Mentre les cel-lules
dendritiques presenten els antigens promovent la diferenciacié de limfocits ThO a Th2 productors
d’'IL-4, IL-5 i IL-13; les cél-lules ILC-2 també produeixen aquestes citocines que atreuen (quimiotaxi) a
d’altres cel-lules inflamatories. A més a més, els limfocits Th2 provoquen la maduracioé de limfocits B
cap a cél-lules plasmatiques productores d’IgE, produint la desgranulacié de mastocits i basofils. Tot
aquest procés, mediat per cel-lules i mediadors inflamatoris, déna lloc a I'aparicié dels principals
simptomes de la RSCaPN.

CD: cél-lula dendritica; Limfo.: limfocit; CP: cel-lula plasmatica.

Adaptada de Laidlaw et al. 2021.
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2.2.4. Tractament
El tractament de primera linia compren rentats nasals amb serum sali, corticoides
intranasals i cicles curts de corticoides orals (22,28,29). Quan el tractament
farmacologic no ofereix milloria ni control de la malaltia, es recomana la cirurgia
endoscopica nasosinusal (CENS) (7,22,28,29). Recentment també s’estan emprant
farmacs biologics que consisteixen en anticossos monoclonals que bloquegen
diferents dianes d’inflamacid tipus 2 com sén el dupilumab, un anti-IL-4Rq,
I"'omalizumab, un anti-IgE lliure, i el mepolizumab, un anti-IL-5 lliure, en pacients

greus i no controlats malgrat el tractament meédic i/o quirurgic (34).
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3. Tractament farmacologic de la RA i la RSC
El tractament d’aquestes patologies, tant la RA com la RSCaPN, cerca el control de
la malaltia associat a una reduccié dels simptomes i una millora de la qualitat de
vida dels pacients que la pateixen (22,35,38,49,61,62). En funcié de I'assoliment
d’aquest control, els pacients es poden trobar ben controlats, parcialment

controlats o no controlats tant a la RSCaPN (22) com a la RA (79).

Malgrat que hi ha un gran ventall d’estratégies terapéutiques
(22,31,34,36,37,47,64), el tractament farmacologic és I'eina més emprada per al
control de la RSC (22,36,64) i la RA (31,45,50), i especialment els GC i els AH
(11,22,31). Mentre que ambdues medicacions estan indicades per a la RA (31), en
la RSC se solen emprar els GC pero els AH només hi estan indicats quan hi ha una

RA comorbida (Fokkens et al. 2020).

3.1. Corticoides
Els GC son el tractament de referencia per a malalties inflamatories respiratories

com ara la RSC (22,29,35,61,80) i la RA (31,32,45,50,59,80,81).

Els GC intranasals, com la fluticasona, la mometasona, la budesonida o la
triamcinolona (45,64), sén efectius per a simptomes nasals i oculars tant de la RA
(31,50) com de la RSCaPN (13,22,29), incloent-hi el sentit de I'olfacte. A més a més,
ofereixen una elevada concentracié localment sense efectes adversos sistemics
degut a la seva baixa biodisponibilitat, sobretot la fluticasona i la mometasona (50)

i poden ser emprats a llarg termini tant en RA (31,50) com en RSC (22,29).

Els corticoides orals o sistémics, com la prednisona i la prednisolona (13,36,64)
solen emprar-se en cicles curts, de 5 a 30 dies, en pacients no controlats o
parcialment controlats, en la RA (31) pero principalment en la RSCaPN (22,64,70).

Els implants de corticoides en els sins etmoidal s’Than comencgat a fer servir en
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pacients postquirurgics en la recurréncia de la RSCaPN ja que redueixen la

inflamacid nasal i la necessitat d’altres cirurgies (13,22,29).

3.1.1. Accions fisiologiques
Els corticoides tenen una accid antiinflamatoria potent (80,82) que redueix la
supervivencia d’eosinofils (11,82,83) i inhibeix la secreci6 de mediadors
proinflamatoris com IL-6 (11,84), IL-8 (11,84), GM-CSF (11,84), ciclooxigenasa 2
(COX-2) (84,85) i prostaglandina E; (PGE2) (85). En la RSCaPN, aquest efecte
antiinflamatori es tradueix en la reduccié de la obstruccié nasal (29,74,86), la
millora del flux d’aire (87), la reduccid de les secrecions nasals (86) i de la mida dels
polips nasals (29,74,86,87). Tot plegat proporcionant una millor qualitat de vida per
als pacients (29,74,86,87). En el cas de la RA, aquest efecte antiinflamatori es
trasllada principalment en la reduccié dels simptomes nasals i oculars i la millora de

la qualitat de vida dels pacients (88,89).

3.1.2. Mecanisme d’accio
La majoria dels corticoides actuen mitjancant la unié al seu receptor especific
anomenat receptor de glucocorticoides (RG) (90-94) i la seva isoforma a (RGa) es
troba al citoplasma en forma de complex proteic (70,80,81,83,92,94,95). Un cop el
corticoide ha travessat la membrana cel-lular, s’"uneix al RGa provocant-ne un canvi
conformacional amb I'alliberament del complex GC-RGa, que sera translocat cap al

nucli (70,80,81,83,91-96) [Figura 6].

Un cop al nucli, el RGa, en forma de dimer, s’uneix als elements de resposta als
glucocorticoides (ERG) de I’ADN situats a les regions promotores activant la
transcripcio de gens antiinflamatoris com ara glucocorticoid-induced leucine zipper
(GILZ), proteina quinasa fosfatasa activada per mitogens 1 (MKP-1) i tristetraprolina
(TTP) (13,81,83,90-98). Quan s’uneix als ERG negatius es reprimeix la transcripcié

de gens proinflamatoris com COX-2, IL-6 i IL-8 i d’altres citocines
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(13,81,83,90,94,95,97,98). El RGa pot interaccionar també amb alguns factors de
transcripcié potenciant la transcripcié de gens antiinflamatoris (94), o inhibint la
transcripcio de gens pro-inflamatoris com COX-2, IL-6 i IL-8 i d’altres citocines
(81,83,90,91,93-98). El complex GC-RGa pot actuar també al citoplasma produint
una reduccio de proteines i ARNm de mediadors inflamatoris com IL-5, IL-6, IL-8
(80,83,91,93,97) [Figura 6]. Un cop finalitzada I'accié del GC, el RGa queda lliure i
sera degradat (12,83,90).

..Corticoides

.. saaee® *ony.
n.:_ .""-0.0.-.,
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%
x
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,—»GILZ, MKP-1, TTP —1COX-2, IL-6, IL-8
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—>antiinflamatoris @@ —iC0X-2, IL-6, IL-8

Figura 6: Mecanisme d’accid dels corticoides.

Quan el corticoide s’uneix al seu receptor en el citoplasma es déna un canvi conformacional,
s’allibera de les hsp i el complex GC-RGa es transloca al nucli. Un cop al nucli, unint-se als ERG pot A)
induir la transcripcié de gens antiinflamatoris o B) inhibir la de gens proinflamatoris. També pot fer
aquestes accions de forma indirecta C) i D) unint-se a factors de transcripcid. A més a més, pot actuar
al citoplasma E) desestabilitzant proteina o ARNm de mediadors proinflamatoris.

RGa: Receptor de glucocorticoides alfa, hsp: proteina de xoc térmic, ERG: elements de resposta als
glucocorticoides, FT: factors de transcripcid.

Adaptada de Pujols 2015.
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També hi ha uns mecanismes secundaris de I’accié dels corticoides que es donen
per la sobreexpressié de TTP, MKP-1 i GILZ. Per una banda, TTP s’uneix a I’ARNm
diana per a que se’n produeixi una rapida degradacié (94). D’altra banda, lainduccié
d’MKP-1 provoca una inactivacio de la via MAPK involucrada en processos cel-lulars
com l'apoptosi o la mitosi (94). Finalment, I'expressio induida de GILZ bloqueja la

expressio i transcripcié de mediadors proinflamatoris com COX-2 o IL-6 (82,93).

3.1.3. Evidencies d’estudis anteriors
Els corticoides han estat ampliament examinats tant en estudis in vivo en pacients
com en estudis in vitro al laboratori en relacié a les malalties inflamatories de la via
respiratoria superior, ja sigui RA (99-102) o RSC (103,104). De la gran quantitat de
dades que hi ha disponibles es podria destacar que els corticoides redueixen el
nimero d’eosinofils (99,102,104) i la secrecié d’IL-6 (99,103), IL-8 (99), GM-CSF
(101) i PGE; (100) en mostres nasals.

Tots aquests mediadors tenen un paper rellevant en aquestes malalties
inflamatories. La IL-6 intervé en la produccié d’'immunoglobulines i en I'estimulacié
de limfocits T (105), la IL-8 atrau i promou la desgranulacid principalment dels
neutrofils perdo també dels mastocits i els basofils (106), el GM-CSF afavoreix la
infiltracid i supervivéncia d’eosinofils (107) i la PGE; participa en el manteniment de

la inflamacié de tipus 2.

3.2. Antihistaminics H;

Els AH de primera generacid, com la clorfeniramina i la hidroxicina, es caracteritzen
pels seus efectes adversos amb propietats sedants i anticolinérgiques (31). En canvi,
els antihistaminics de segona generacid, ja siguin intranasals com l'azelastina i la
olopatadina, o bé orals com la loratadina, la desloratadina, la cetiricina, la
levocetiricina, I'ebastina, la rupatadina o la bilastina, mantenen una alta eficacia

sense efectes sedants, anticolinérgics o d’increment de pes (31,48,108).
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Els antihistaminics de segona generacid solen emprar-se actualment per al
tractament de malalties amb un component al-lergic com la rinitis al-lérgica (31),
tot i que poden tenir també un cert efecte antiinflamatori (11,31), incloent I'efecte

anti-PAF (109)

Pel que fa a les vies d’administracid, en trobem de dos tipus, els orals i els topics,
gue poden ser intranasals o oculars. Els AH orals sén efectius de forma rapida per
a la millora dels simptomes nasals, oculars i la qualitat de vida
(31,48,50,53,110,111). Els topics, ja siguin intranasals o oculars, tenen una accid
molt més rapida que els orals (31,55), actuant de forma localitzada (31,38,53,110),

essent ben tolerats i induint molt pocs efectes adversos (31).

3.2.1. Accions fisiologiques
Els AH redueixen els nivells de mediadors proinflamatoris com la PGE>, la IL-6, la
PGD2 o la COX-2 i bloquegen la infiltracid de cel-lules inflamatories com ells
eosinofils. Tot aixd provoca una reduccié de la congestié nasal, la rinorrea, els
esternuts i la picor nassal i ocular (88) i inclus una millora de la pérdua de I’olfacte
(112). Els AH estan indicats en malalties al-lergiques com la RA; pero també per al
tractament de la RSCaPN quan els pacients tenen associada una rinitis al-lergica

(18,22).

3.2.2. Mecanisme d’accio
Existeixen quatre tipus de receptor de la histamina, pero el principal implicat en les

malalties respiratories al-lérgiques és el receptor H; (108,113,114).

La histamina actua com a modulador de la inflamacié i de la reaccié al-lérgica (114).
Quan la histamina és alliberada pels mastocits i basofils (48,108,114) s’uneix al

receptor Hi de la membrana cel-lular (108) provocant-ne un canvi de conformacié,
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d’inactiva a activa, i desencadena una cascada de senyals intracel-lulars (113).
Aquest procés acaba provocant una resposta inflamatoria amb I'alliberament de
mediadors proinflamatoris, la secrecid de moc, la generacié de prostaglandines,
I’estimulacio de la tos i el reclutament o quimiotaxi de cel-lules proinflamatories

(48,108,114) [Figura 7].

Els antihistaminics bloquegen I’accié de la histamina canviant la conformacié del
seu receptor especific H1 (115), d’estat actiu a estat inactiu (116) [Figura 7]. Aquest
blogueig impedeix la cascada de senyals intracel-lulars i bloqueja la resposta

inflamatoria.

mediadors proinflamatoris :
secreci6 de moc
prostaglandines :

tos :

quimiotaxi :

Rediadors proinflamatoris
acrecio de moe

cascada
de : C Citoplasma
senyals : y

@histamina
@antihistaminics

Figura 7: Mecanisme d’accié dels antihistaminics.
Els antihistaminics bloquegen la unié de la histamina al seu receptor H1, impedint la cascada de
senyals que desencadenaria en l'alliberament de mediadors proinflamatoris.

Adaptada de Simons and Simons 2009.
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Malgrat que l'efecte antial-lergic dels AH ha estat ampliament estudiat, el
component antiinflamatori descrit per a alguns d’aquests farmacs no s’ha investigat
extensament llevat les propietats anti-PAF d’alguns com la rupatadina (109). La
recerca de quins mediadors o gens son responsables d’aquest efecte clinic

antiinflamatori pot ser molt rellevant.

3.2.3. Evidencies d’estudis anteriors
De forma similar als corticoides, els AH també fa molts anys que susciten interes en
la recerca de les malalties al-lérgiques com la RA. Aixi doncs, existeixen molts
estudis que com a objectiu de la seva recerca tenen |'efecte dels AH en mediadors
proinflamatoris com IL-6, IL-8, GM-CSF o COX-2 ja que tots ells participen

activament de la inflamacié de tipus 2.

Alguns d’aquests estudis han determinat que els AH en pacients amb RA redueixen
el nimero d’eosinofils en mucosa nasal (117), els nivells d’IL-6 en serum (118) i d’IL-
8 en rentats nasals (119), I'expressié de productes intermedis de la via de I'acid

araquidonic en teixit de PN (120) i I'efecte del PAF (109).

3.3. Altres estrategies
Entre les diferents estrategies que existeixen per al tractament de les malalties
inflamatories croniques de la via respiratoria superior, en destaquen les terapies

farmacologiques combinades (31,32,121).

3.3.1. Descripcié
Aquestes terapies farmacologiques combinades consisteixen en I'Us de dos 0 més
farmacs diferents; com per exemple corticoides i antihistaminics (11) o
antileucotriens i antihistaminics (122). Cada cop hi ha més estudis sobre el seu Us
en la malaltia al-lergica o de tipus 2 en els casos que la terapia classica sigui

insuficient (31). La combinacié de corticoides amb antihistaminics proporciona,

52



INTRODUCCIO

habitualment de forma més rapida i potent, una millora augmentada dels
simptomes respecte a la monoterapia aixi com una millora de la qualitat de vida
dels pacients (32,53,110,123-125). No obstant, alguns estudis no han pogut
determinar aquesta major eficacia clinica de la terapia combinada en associacions
de propionat de fluticasona com a corticoide amb levocetricina (126) o cetiricina

(127) com a antihistaminic.

S’han realitzat multitud d’estudis i assajos clinics sobre la combinacid de corticoides
i antihistaminics en pacients amb RA. Actualment, les dues més testades i emprades
sén la combinacié del propionat de fluticasona (PF) i el clorhidrat d’azelastina (AZE)
(39,49,51-53,55,59,110,111,125,128) i la del furoat de mometasona i clorhidrat
d’olopatadina (123,124,129-132). Ambdues formulacions presenten una rapida
millora dels simptomes i una bona tolerancia en els pacients amb RA
(49,55,110,123-125,131). Malgrat tots aquests assajos clinics i estudis en pacients,
el mecanisme d’accié d’aquest efecte clinic superior de la combinacié sobre el
tractament en monoterapia, incloent el de la combinacié de fluticasona i azelastina,
no ha estat ampliament estudia, apart d’'un estudi in vitro de la combinacié de

furoat de mometasona amb desloratadina (11).

3.3.2. Mecanisme d’accio
D’una banda, la combinacié de corticoide i antihistaminic podria combinar
sinergicament el mecanisme d’accid dels corticoides i els antihistaminics (55). Aixi
doncs, es donaria un efecte sinérgic en el que el corticoide induiria una potent
activitat antiinflamatoria amb |'expressié de molécules antiinflamatories i la
inhibicié de marcadors proinflamatoris, sumant-hi els beneficis del bloqueig de la
reaccié al-lergica per part de |"antihistaminic (38). També reduiria la infiltracid

d’eosinofils a les vies aeries de forma més potent.
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Un estudi del nostre grup suggereix que la reduccié de la secrecié d’IL-6 i de la
supervivencia dels eosinofils podria ser un dels mecanismes responsables
d’aquesta eficacia clinica superior (11). No obstant, cal poder definir millor i més
precisament quin és el mecanisme o mecanismes que condueixen a aquest superior

efecte clinic, tant a nivell molecular com cel-lular.
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4. MP-AzeFlu
4.1. Descripcid
MP-AzeFlu és una formulacié intranasal comercialitzada (38,53) i indicada per al
tractament de rinitis al-lérgica moderada-greu (39,53,55,58,59,125). Aquesta
formulacié intranasal conté, a dosis fixes i en un sol esprai, PF i AZE (38,49,51—

53,55,58,59,110,111,125,128).

S’ha demostrat que I'MP-AzeFlu és més efectiu que el corticoides intranasal (PF)
per al tractament de la RA, proporcionant un alleugeriment superior dels
simptomes nasals i oculars (49,51) i millorant la qualitat de vida dels pacients (39),
tant en assajos clinics (59,128) com en estudis de vida real
(39,49,51,53,110,111,125). També hi ha meta-analisis d’aquests i altres assajos

clinics que consoliden aquesta eficacia clinica superior (55,58).

Els efectes adversos de I‘MP-AzeFlu coincideixen amb els reportats pels seus
components de forma individual, PF o AZE, que solen ser lleus i ben tolerats, essent
baixa la seva incidéncia a llarg termini (52,59). No obstant aixd, la preséencia

d’azelastina sol deixar un regust amargant en els pacients tractats (134,135).

MP-AzeFlu és una combinacié que compleix les necessitats i expectatives dels
pacients ja que presenta una accid rapida, efectes tant en simptomatologia nasal
com ocular, un major control de la malaltia (38), una millora de la gravetat i una
reduccié de la pérdua d'olfacte (136). Aquestes caracteristiques podrien millorar
I’adherencia al tractament, la gestié de la malaltia i, en global, la qualitat de vida

dels pacients (38,50).

Ara bé, aquesta formulacié esta només indicada per al tractament de la RA

moderada-greu perd no pas per a la RSC. Aixi doncs, caldria determinar si MP-
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AzeFlu també presenta un major efecte antiinflamatori per a altres patologies, com

ara la RSC.

4.2. Mecanisme d’accié

Per una banda, tal i com s’ha comentat anteriorment, MP-AzeFlu podria estar
exercint el seu efecte clinic superior degut a la sinérgia de I'efecte antiinflamatori
del PF i I'efecte antial-lergic i antiinflamatori de I’AZE (38,55). D’altra banda, les
propietats fisiques (viscositat, pH i mida de les gotes) de I'MP-AzeFlu permeten una
millor distribucid i una major permanencia que podrien explicar també aquesta

eficacia clinica superior (38,51).

4.3. Evidéncies prévies

En la darrera decada, s’han destinat molts esforcos en estudiar els aspectes clinics
de I'MP-AzeFlu; tractant-se principalment d’assajos clinics en diferents fases per
comprovar la seva seguretat i eficacia aixi com estudis vida real en pacients. No
obstant, els estudis de recerca translacional sobre el seu mecanisme d’accié han

estat molt escassos.

4.3.1. Estudis clinics
Molts assajos clinics i estudis en pacients a Europa i els Estats Units han provat
I’efecte clinic de I'MP-AzeFlu en pacients amb RA moderada-greu. S’ha comprovat
que I’'MP-AzeFlu millora els simptomes nasals, tant de forma global emprant el
questionari TNSS (58,59,128) o I'EVA (39,49,51,53,110,111,125,128) com
individualment (58,59). De forma similar, s’ha provat que I'MP-AzeFlu redueix la
simptomatologia ocular mesurada amb el qliestionari TOSS (58,59). No només aixo,
alguns d’aquests estudis reporten millors puntuacions en els tests d’olfacte i
gravetat de la RA (136), millores en I'estat de la mucosa nasal (53) i un clar impacte

positiu en la qualitat de vida, en la son i en les activitats diaries (39,53,110,125).
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A més a més, aquest efecte es dona de forma més rapida (49,51,53,59,111,125),
amb major rellevancia clinica (59,111) i més sostingut en el temps
(49,51,53,53,59,125) que amb I'ds del corticoide en monoterapia. També en
comparacio amb I'Us del corticoide, I'MP-AzeFlu proporciona el control de la
malaltia mesurat per EVA a un major numero de pacients i I'absencia de

simptomatologia durant més dies (49,51,53,59,111,125).

Finalment, i pel que fa a la tolerancia, tots els estudis que la van valorar determinen
que [I'MP-AzeFlu té wuna bona tolerancia i pocs efectes adversos
(39,49,51,110,111,125), essent els més destacats |'alteracié del gust o disgeusia
(39,55,110,111), el sagnat del nas o epistaxi (39,55,110,111) i la dificultat per

respirar o dispnea (39,110).

Degut a que I'MP-AzeFlu no esta indicat per al tractament de la RSC i no se n’han
fet estudis, es desconeix I’efecte que podria tenir en la simptomatologia, la qualitat

de vida i control d’aquesta malaltia.

4.3.2. Recerca basica/translacional sobre el mecanisme d’accié
El nostre grup ha estudiat préviament I'efecte de la combinacié de corticoides i
antihistaminics en models in vitro per tal d’elucidar els mecanismes moleculars i
cel-lulars que hi participen (11). Fins al moment, s’ha demostrat que I’"MP-AzeFlu
inhibeix significativament la supervivencia d’eosinofils induida pel medi condicionat
per cel-lules epitelials humanes i que ho fa de forma superior a la monoterapia amb
I’azelastina o la fluticasona (137). No obstant, aquest efecte no seria suficient per a

explicar la major eficacia clinica de I'MP-AzeFlu.
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5. Pregunta cientifica
La recerca basica i translacional esdevé doncs una estrategia essencial per tal de
poder coneixer quins son els mecanismes responsables de |'efecte clinic superior
gue I'MP-AzeFlu presenta sobre els farmacs en monoterapia (PF i AZE) en pacients
amb RA moderada-greu. A més a més, aprofundir en els mecanismes d’accio
d’aquesta formulacié permetra determinar les vies implicades en la seva accid i si
aquestes hi participen en altres patologies inflamatories de la mucosa respiratoria

nasosinusal com ara la RSCaPN.
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Estudis previs realitzats en pacients amb rinitis al-lergica moderada-greu mostren una
eficacia clinica superior i un millor control dels simptomes per part de la formulacié
intranasal MP-AzeFlu en comparacid amb els seus components en monoterapia,
propionat de fluticasona i clorhidrat d’azelastina. No obstant, encara no es coneixen
completament els mecanismes d’accio responsables d’aquesta superior eficacia clinica

en la simptomatologia i qualitat de vida.

D’altra banda, I'MP-AzeFlu no disposa d’indicacid per al tractament de la rinosinusitis
cronica amb o sense polips nasals. Donat que la RSC i la RA comparteixen part de la
fisiopatologia, presentant ambdues inflamacid tipus 2; podria existir la possibilitat que
I'MP-AzeFlu també fos capac¢ d’actuar sobre els mecanismes involucrats en la

patogenia de la RSC, predominantment en la RSCaPN.

Degut a que estudiar mecanismes d’accié de farmacs en pacients sol tenir limitacions
importants tant per la quantitat de la mostra com per les condicions experimentals,
aquesta tesi analitza alguns dels potencials mecanismes d’accid responsables
d’aquesta eficacia clinica superior de I'MP-AzeFlu en models in vitro d’inflamacié de

vies respiratories superiors.

La hipotesi d’aquesta tesi és que, en models humans in vitro d’inflamacio eosinofilica i
d’inflamacié en fibroblasts de vies respiratories superiors, 'MP-AzeFlu presenta uns
efectes antiinflamatoris superiors sobre la inflamacié eosinofilica, les citocines
proinflamatories, els gens antiinflamatoris i els eicosanoides en comparacioé als farmacs

de la formulacié emprats en monoterapia.
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1. Determinar l'efecte antiinflamatori de I'MP-AzeFlu, en comparacié amb els
farmacs en monoterapia, en un model in vitro d’inflamacioé eosinofilica sobre:

e La secrecido d’interleucina 6, interleucina-8 i factor estimulador de
colonies de granulocits i macrofags per part de les cel-lules epitelials.

e Lasupervivencia dels eosinofils induida per secrecions epitelials.

2. Estudiar I'efecte inhibidor de I’'MP-AzeFlu sobre els mediadors proinflamatoris, en
comparaciéo amb els farmacs en monoterapia, en un model in vitro de fibroblasts
de mucosa nasal i de polips nasals sobre:

e L’expressid genica i la secrecid d’interleucina 6, interleucina-8 i factor
estimulador de colonies de granulocits i macrofags.

e L’expressio genica i la secrecid d’altres citocines proinflamatories.

3. Valorar I'efecte inductor de I'MP-AzeFlu sobre I'expressié de gens antiinflamatoris,
en comparacié amb els farmacs en monoterapia, en un model in vitro de
fibroblasts de mucosa nasal i de polips nasals sobre:

e L’expressio genica i proteica del glucocorticoid-induced leucine-zipper.
e L’expressio génicaiproteica de la proteina quinasa fosfatasa activada per
mitogens 1.

e Expressid genica i proteica de tristetraprolina.

4. Establir I'efecte de I'MP-AzeFlu en el metabolisme de I'acid araquidonic en un
model in vitro de fibroblasts de mucosa nasal i de polips nasals sobre:
e Expressid genica i proteica de les isoformes de ciclooxigenasa, 1i 2.
e Secrecid de prostaglandines, D, i E».

e Expressid genica i proteica dels receptors de PGE», 2i 3.
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ESTUDI 1: Efecte superior de 'MP-AzeFlu al de I'azelastina o el propionat de fluticasona

en monoterapia en la reduccié de marcadors inflamatoris.

Jordi Roca-Ferrer, Laura Pujols, Maria Pérez-Gonzalez, Isam Alobid, Borja Callejas,
Sonia Vicens-Artés, Mireya Fuentes, Antonio Valero, César Picado, Dennis Castor,
DucTung Nguyen, Joaquim Mullol.

Allergy Asthma Clin Immunol. 2018 Dec;18:14:86.

DOI: 10.1186/s13223-018-0311-4.

Antecedents: L’'MP-AzeFlu, una formulacié intranasal de clorhidrat d’azelastina (AZE) i
propionat de fluticasona (PF), és superior a la monoterapia amb AZE o PF per al
tractament de la rinitis al-lergica moderada-greu. Tanmateix, no s’ha caracteritzat el
mecanisme d’accié antiinflamatori precis darrere aquesta eficacia clinica superior de

‘MP-AzeFlu.

Objectiu: Investigar els efectes antiinflamatoris de I’'MP-AzeFlu, en comparaciéo amb

AZE i PF en monoterapia, en un model in vitro establert d'inflamacié eosinofilica.

Metodes: Es van obtenir cél-lules epitelials de mucosa nasal i eosinofils de sang
periférica de voluntaris humans sotmesos a cirurgia correctiva nasal. Les cel-lules
epitelials es van estimular amb serum bovi fetal (SBF) al 10% en presencia d’MP-AzeFlu,
AZE o PF (dilucié 1:10? a 1:10°). Les concentracions d’IL-6, IL-8 i GM-CSF es van mesurar
mitjancant ELISA. Els eosinofils es van incubar en un 10% de medi condicionat per
cél-lules epitelials humanes (hECM) i es va avaluar la supervivencia mitjancant
I'exclusié del colorant blau de tripa. Els resultats s'expressen com a mitjana + error
estandard de la mitjana del percentatge de secrecid/supervivéncia, en comparacioé

amb SBF/hECM, respectivament.
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Resultats: Es va detectar una reduccid significativa, en comparaciéo amb els controls
positius, FBS i hECM, de la secrecié d’IL-6 i de la supervivencia dels eosinofils per part
del PF i 'MP-AzeFlu a totes les dilucions (1:102 a 1:10°) i per part d’AZE a una sola
dilucio (1:102%). A la dilucié 1:102, la secrecié d'IL-6 va ser significativament menor amb
I’'MP-AzeFlu (38,3 %, en comparacié amb SBF = 100 %) que amb AZE (76,1 %) o PF (53,0
%). A la dilucié 1:102, la supervivéncia dels eosindfils va ser significativament menor
amb I"'MP-AzeFlu al dia 3 (17,5 %) i al dia 4 (2,4 %) respecte al hECM (100%) que amb
AZE (dia 3: 75,2 %; dia 4: 44,0 %) o PF (dia 3: 38,5 %; dia 4: 14,6 %).

Conclusio: La superior reduccio de la secrecié d’IL-6 i de la supervivencia dels eosinofils
observades amb I’'MP-AzeFlu en aquest model in vitro podria ser un dels mecanismes
associats a aquesta eficacia clinica superior de I'MP-AzeFlu enfront de la monoterapia

amb AZE o PF observada en pacients amb rinitis al-lergica moderada-greu.
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Roca-Ferrer et al.
Allergy Asthma Clin Immunol (2018) 14:86
https://doi.org/10.1186/513223-018-0311-4

Allergy, Asthma & Clinical Immunology

RESEARCH Open Access

Superior effect of MP-AzeFlu
than azelastine or fluticasone propionate alone
on reducing inflammatory markers

Jordi Roca-Ferrer', Laura Pujols'?, Maria Pérez-Gonzalez', Isam Alobid'*3, Borja Callejas',
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Abstract

Background: MP-AzeFlu, intranasal formulation of azelastine hydrochloride (AZE) and fluticasone propionate (FP), is
superior to AZE or FP alone for treatment of allergic rhinitis (AR). However, the precise anti-inflammatory mechanism
of action of MP-AzeFlu has not been characterized.

Objective: To investigate the anti-inflammatory effects of MP-AzeFlu compared with AZE or FP alone in an
established in vitro model of eosinophilic inflammation.

Methods: Nasal mucosal epithelial cells and peripheral blood eosinophils were obtained from human volunteers.
Epithelial cells were stimulated with 10% fetal bovine serum (FBS) in the presence of MP-AzeFlu, AZE, or FP (1:10°
to 1:10° dilution). Concentrations of interleukin (IL)-6, I-8, and granulocyte—macrophage colony-stimulating factor
(GM-CSF) were measured by ELISA. Eosinophils were incubated in 10% human epithelial cell-conditioned medium
(HECM) and survival assessed by trypan blue dye exclusion. Results are expressed as mean &= SEM percentage
secretion/survival compared with FBS/HECM (respectively).

Results: FP and MP-AzeFlu (all dilutions) and AZE (1:10%) significantly reduced IL-6 secretion and eosinophil survival
compared with positive controls. At 1:10° dilution, IL-6 secretion was significantly lower with MP-AzeFlu (38.3 +4.2%,
compared with FBS = 100%) than with AZE (76.1 4.9%) or FP (53.0 £ 4.9%). At 1:10° dilution, eosinophil survival was
significantly lower with MP-AzeFlu at day 3 (17.5 =3.0%) and day 4 (2.4 4= 1.4%, compared with HECM = 100%) than
with AZE (day 3:75.2 £ 7.2%; day 4: 44.0 +9.7%) or FP (day 3: 38.5+3.5%; day 4: 14.6 =4.0%).

Conclusion: Greater reductions in cytokine secretion and eosinophil survival observed with MP-AzeFlu in vitro may
underlie MP-AzeFlu's superior clinical efficacy vs. AZE or FP alone observed in AR patients.

Keywords: Cytokines, Eosinophil survival, Nasal mucosa, Epithelial cells, MP-AzeFlu, Azelastine, Fluticasone
propionate, Allergic rhinitis, In vitro model

Background

Allergic rhinitis (AR) is one of the most common
chronic diseases, impairing quality of life and causing
billions of dollars of lost productivity annually [1].
AR is characterized by upper airway inflammation,
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sneezing, and nasal congestion, drainage, and itching
[1]. Inflammatory mediators and cells in AR include
elevated levels of proinflammatory cytokines and
eosinophil infiltration [2-5].

Current guidelines recommend intranasal
corticosteroids for treatment of AR and, in some
cases, the use of oral or intranasal antihistamines [1,
6, 7]. Unfortunately, many patients do not achieve
full control of their symptoms and are not satisfied
with their treatment [8]. Combination therapy may

© The Author(s) 2018.This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0 International License
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium,
provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons license,
and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver (http://creativecommons.org/

publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.
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be considered for patients with inadequate response
to monotherapy [1] or when a prompt response to
initial therapy is desired [6]. In particular, combined
intranasal azelastine hydrochloride (AZE) and
intranasal fluticasone propionate (FP) in a single
intranasal formulation (MP-AzeFlu) is recommended
as more effective than monotherapy [8] and as a first-
line option for moderate-to-severe AR [7, 8].

In randomized studies, MP-AzeFlu was more effective
among patients with seasonal AR and perennial AR
than AZE or FP alone, [9-13] and was more effective
among patients with non-AR than FP alone [14]. In
addition, studies in real-world settings in Europe
found significant improvements in AR symptoms with
MP-AzeFlu therapy, [15, 16] and a l-year study of
MP-AzeFlu vs. FP alone provided support for the long-
term efficacy and safety of MP-AzeFlu in persistent
rhinitis [17]. A retrospective US claim database study
of AR patients with comorbid asthma has shown, that
the AR and asthma related therapy costs were lower
when the patients have been treated with MP-AzeFlu
than with a free combination of intranasal steroid and
intranasal antihistamine [18].

Mechanistic studies have examined the effect of
FP (alone and in combination with the antihistamine
loratadine) on the expression of inflammatory mediators,
including proinflammatory cytokines and eosinophils
[19-24]. Typicallyy, FP downregulated cytokine
expression and reduced eosinophil survival in these
studies, although findings are mixed. In addition, AZE—
alone or in combination with other agents—was found
to suppress inflammatory markers in several in vitro
studies [25-27]. However, the mechanism of action of
combined AZE and FP, specifically MP-AzeFlu’s effects
on inflammatory mediators, has not been characterized.
In particular, it is unknown whether there may be an
enhanced anti-inflammatory effect of the two drugs in
combination, compared with the individual components,
which might underlie the superior clinical efficacy [9-14]
of the combination compared with monotherapy.

To study the role of inflammatory mediators in upper
airway diseases and the mechanism of action of anti-
inflammatory drugs in these diseases, an in vitro model
was developed utilizing cultured primary isolated nasal
mucosal epithelial cell cultures and peripheral blood
eosinophils [28-31]. This in vitro model has been used
previously to compare the anti-inflammatory effects of a
number of drugs including corticosteroids, chromones,
anti-leukotrienes, and second generation antihistamines,
[24, 28-34] demonstrating that it is a good model to
study the mechanisms of action of these classes of
drugs. In a previous study using this in vitro model, the
combination of the corticosteroid mometasone furoate

Page 2 of 9

and the antihistamine desloratadine reduced interleukin
(IL)-6 and (sICAM)-1 secretion and inhibited eosinophil
survival induced by epithelial secretions compared with
either agent alone [29].

The objective of the current study was to investigate
the anti-inflammatory effects of MP-AzeFlu compared
with AZE or FP alone in an established in vitro model of
eosinophilic inflammation.

Materials and methods

Materials

AZE and FP were provided by MEDA Pharma (Bad
Homburg, Germany). Other materials were purchased
from commercial sources (see Additional file 1).

Study population

Nasal mucosa specimens were obtained from 12 patients
(nine men, three women), ranging in age from 34 to
73 years (meanz+standard deviation, 58.2+3.5 years),
who underwent nasal corrective surgery for septal
dysmorphy, turbinate hypertrophy, or both. The diagnosis
of septal dysmorphy and turbinate hypertrophy was based
on the clinical history and nasal endoscopic exploration.
Skin-prick test was positive (allergen sensitization) in
three patients (25.0%). None of the patients in this study
had clinical AR, chronic rhinosinusitis (CRS), nasal
polyps (NP), and/or asthma. Patients were excluded
from this study if they were receiving topical or systemic
glucocorticoids or antihistamine treatment 4 weeks prior
to the surgery or had an upper or lower airway infection
2 weeks prior to the surgery. All patients gave informed
consent to participate in the study at the time of surgery.
Tissues used in this study were obtained from the Biobank
BTIRCE—R100311-016 at Institut d'Investigacions
Biomeédiques August Pi i Sunyer (IDIBAPS). Scientific and
Ethics Committee of Hospital Clinic de Barcelona gave
the ethical clearance for this process.

Normodense eosinophils were obtained from nine
volunteers (seven women, two men), ranging in age
from 39 to 74 vyears (meanzstandard deviation,
59.1+13.6 years) with>3% peripheral blood eosinophils
(mean+standard  deviation, 7.74+1.4%). Patients
were excluded if they received topical or systemic
glucocorticoid or antihistamine treatment 4 weeks prior
to blood extraction or if they had an upper or lower airway
infection two weeks prior to blood extraction. Skin-prick
test was positive (allergen sensitization) in four patients
(44%). Two of the patients had AR (22%), four patients
had CRS with NP (44%), and three patients had CRS with
NP and asthma (33%). All patients gave informed consent
to participate in the study prior to the venipuncture.
Scientific and Ethics Committee of Hospital Clinic de
Barcelona gave the ethical clearance for this process.
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Epithelial cell isolation, characterization, and culture

Nasal mucosa specimens were placed in Ham’s F-12
medium supplemented with 100 UI/mL penicillin,
100 pg/mL streptomycin, and 2 pg/mL amphotericin
B (Ham’s PS) and immediately transported to the
laboratory. Epithelial cells from nasal mucosa were
isolated by protease digestion using a technique reported
previously [23, 24, 28-35] and described briefly in
Additional file 1. Culture of epithelial cells is also
described in Additional file 1.

Dilution of MP-AzeFlu

Both azelastine hydrochloride and fluticasone propionate
were diluted with dimethyl sulfoxide (DMSO) up
to 239x1072 M and 7.29x 1072 M, respectively.
These dilutions from each drug (tenfold concentrated
compared with MP-AzeFlu) were diluted with culture
medium to 2.39 x 1073 M (azelastine) and 7.29 x 10™* M
(fluticasone), i.e., the concentration of azelastine
hydrochloride and fluticasone propionate present in
MP-AzeFlu. Further dilutions (from dilution 1:10% to
1:10%) were prepared with culture medium.

Generation of human epithelial cell-conditioned media
When epithelial cell cultures reached 80% confluence,
the hormonally defined serum-free media were switched
to RPMI-1640 media supplemented with antibiotics
(penicillin 100 UI/mL and streptomycin 100 pg/mL),
amphotericin B (2 pg/mL), glutamine (150 ug/mL), and
HEPES buffer (25 nM). Because previous studies have
shown that non-stimulated epithelial cells produce low
levels of cytokines, [23, 24, 28—35] human epithelial cell-
conditioned media (HECM) was generated by incubating
cells with fetal bovine serum (FBS) at 10% for 24 h. The
culture supernatant (HECM) was harvested from wells,
centrifuged at 400 g (10 min, 25 °C), sterilized through
0.22 um filters, and stored at — 80 °C. In order to reduce
the variability, the conditioned media of nasal mucosa
(N=12) was mixed before being used in eosinophil
experimental protocols.

To study the effect of MP-AzeFlu on cytokine
production, Ham’s HD was switched to RPMI (1 mL) in
the presence or absence of MP-AzeFlu (dilution 1:10?
to 1:10% as described in Additional file 1) or equivalent
dilutions of AZE (from 2.39x107° M to 10~% M) or
EP (from 7.29 x107% M to 10™° M) for 1 h before the
addition of 10% FBS. After 24 h, the supernatant was
harvested from cultures, centrifuged at 400 g for 10 min
at room temperature, sterilized through 0.22 um filters,
and stored at -80 °C until used. Because both AZE and
FP were diluted in dimethyl sulfoxide (DMSO) when
preparing the MP-AzeFlu formulation, we investigated
the effect of DMSO at the highest final concentration
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present in the culture medium on epithelial cell viability
and cytokine secretion.

Epithelial cell viability

Cell viability after treatment was analyzed by incubation
of cells with the tetrazolium salt XTT (Cell Proliferation
Kit II) for 3 h, following the manufacturer’s instructions.
Absorbance was measured in duplicate at 490 nM.

Enzyme-linked immunoassays of cytokines and sICAM-1
Concentrations of granulocyte—macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF), IL-6, IL-8, and sICAM-1
were measured in HECM using commercial enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) kits. Cytokines
selected for analysis were those found at detectable
levels in previous studies in which this model was used.
The assay detection ranges were 15.6—1000 pg/mL for
GM-CSF, 9.38-600 pg/mL for IL-6, and 31.2-2000 pg/
mL for both IL-8 and sICAM-1. To verify that the
substances used in the different experiments (AZE, FBS,
FP) did not affect the ELISA results, wells containing
either culture media alone or media with the highest
drug concentration used in the different protocols were
compared (N=3). None of the substances showed any
intrinsic effect on the ELISA final values. In order to
avoid variability in cytokine concentration caused by
differences in the number of cells present in each culture
well, cytokine production was normalized by optical
density value obtained by the cell proliferation assay.

Isolation of peripheral blood eosinophils
Isolation of eosinophils from peripheral blood samples is
described in Additional file 1.

Assessment of eosinophil survival

Eosinophils (2.5 x 10° cells/well) were incubated on
24-well tissue culture plates with RPMI (2 mL) in the
presence or absence of MP-AzeFlu (dilution 1:10? to
1:10%) or equivalent dilutions of AZE (from 2.39 x 107> M
to 1078M) or FP (from 7.29 x 10™°M to 10°M) for 1 h
before the addition of epithelial cell secretions at 10%.
Eosinophil survival index was assessed at 24 h (day 1),
48 h (day 2), 72 h (day 3), and 96 h (day 4) of incubation
by trypan blue dye exclusion. Because dead eosinophils
become lysed and, consequently, the number of cells
present in the culture wells decreases, the results were
calculated using the eosinophil survival index instead of
the percentage of surviving cells. The eosinophil survival
index was calculated as follows: number of eosinophils
recovered multiplied by percentage of eosinophil viability
divided by number of eosinophils delivered on day 0.
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To reduce the variability caused by the incubation of
eosinophils with HECM obtained from different nasal
mucosa, a mixture of HECM was created with the
cell supernatants from all nasal mucosal epithelial cell
cultures, and this HECM was used in all eosinophil
experimental protocols. Because FP was diluted in
DMSO and the HECM added to the eosinophil cultures
contained 10% FBS, we investigated the effect of DMSO
and FBS on eosinophil survival. Neither DMSO nor FBS
at the higher final concentration had a significant effect
on eosinophil survival (data not shown).

Statistical analysis

Statistical procedures were performed using SPSS 16.0
software (IBM, Armonk, NY, USA). Results are expressed
as mean £ standard error of the mean normalized by the
optical density value obtained by the cell proliferation
assay. A non-parametric test, the Wilcoxon signed rank
test, was used in cytokine secretion experiments, and
analysis of variance (ANOVA) with the Dunnett multiple
comparisons test was used for statistical comparisons in
eosinophil survival experiments. P <0.05 was considered
statistically significant.

Results

Effect of FBS on cytokine and sICAM-1 secretion

In nasal mucosal epithelial cell cultures, FBS increased
the secretion of IL-6, IL-8, GM-CSF, and sICAM-1
compared with control medium (Table 1).

Dose response of MP-AzeFlu, AZE, and FP on cytokine

and sICAM-1 secretion induced by FBS in nasal mucosal
epithelial cells

AZE at 1:10? dilution significantly inhibited FBS-induced
IL-6 release and increased FBS-induced GM-CSF secretion
from nasal mucosal epithelial cells compared with FBS
alone (Table 2). FP showed a dose-dependent inhibitory

Table 1 Effect of FBS on cytokine secretion from epithelial
cells

pg/mL normalized by tetrazolium XTT P N
Control 10% FBS
IL-6 679.94189.2 2448.0+539.7 <0.001 9
IL-8 4119.0+£987.3 12,685.0+1624.0 <0.001 9
GM-CSF 163.1+£40.7 820242578 <0.001 9
SICAM-1 287.7+634 4396+101.6 <0.05 9

Results are expressed as mean 4= SEM. The Wilcoxon signed-rank test was used
for analysis
FBS fetal bovine serum, GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating

factor, IL interleukin, SEM standard error of the mean, sICAM-1 soluble
intercellular adhesion molecule-1
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effect on FBS-induced secretion of IL-6, IL-8, and GM-CSF
at 1:10? to 1:10° dilutions. MP-AzeFlu, at dilutions 1:10% to
1:10%, showed a dose-dependent inhibitory effect on FBS-
induced secretion of IL-6 and IL-8. GM-CSF secretion
was inhibited by MP-AzeFlu from 1:10° to 1:10° dilutions,
with no effect at 1:10 dilution. AZE, FP, and MP-AzeFlu
showed no effect on FBS-induced sICAM-1 secretion.

Comparison of MP-AzeFlu, AZE, and FP effects

on FBS-induced cytokine secretion at the same drug
dilutions

When comparing the effect of FP with MP-AzeFlu
(from dilutions 1:10* to 1:10°), there were no significant
differences on the inhibition of GM-CSF or IL-8 secretion.
However, with each drug at dilution 1:10% the inhibitory
effect of MP-AzeFlu on IL-6 secretion was significantly
greater than that of AZE or FP, as shown by the lower levels
of IL-6 secretion with MP-AzeFlu (Fig. 1; see Table 2 for
underlying findings at dilution 1:10?). In addition, the effect
of FP was significantly greater than the effect of AZE. At
higher dilutions (1:10° to 1:10°) of FP and MP-AzeFly,
there were no significant differences between drugs in the
inhibition of IL-6 secretion.

Time course of MP-AzeFlu (dilution 1:10?) effects

on HECM-induced eosinophil survival from days 1 to 4
HECM at 10% from nasal mucosal epithelial cells
significantly increased eosinophil survival when compared
with control medium from days 1 to 4 (Fig. 2). MP-AzeFlu
at 1:10% dilution showed a time-dependent inhibitory effect
on HECM-induced eosinophil survival from days 2 to 4.

Dose response and time course of MP-AzeFlu, AZE, and FP
on HECM-induced eosinophil survival at days 3 and 4

At days 3 and 4, MP-AzeFlu and FP (dilution 1:10? to
1:10%) significantly inhibited HECM-induced eosinophil
survival (Table 3). However, AZE showed an inhibitory
effect only at dilution 1:10% At days 3 and 4, the inhibitory
effect of MP-AzeFlu at dilution 1:10> was significantly
greater than either AZE or FP at the same dilution, as
shown by the lower levels of eosinophil survival with
MP-AzeFlu (Fig. 3, see Table 3 for underlying findings
at dilution 1:10%). In addition, the effect of FP at dilution
1:10% was significantly greater than the effect of AZE
at the same dilution. No differences were found when
comparing the inhibitory effect of FP with that of
MP-AzeFlu from dilutions 1:10° to 1:10°.

Discussion

This report shows clear mechanistic effects that are
consistent with and may underlie the superior clinical
efficacy of MP-AzeFlu compared with corticosteroid or
antihistamine alone.
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Table 2 Effect of AZE, FP, and MP-AzeFlu on cytokine
and sICAM-1 secretion from nasal mucosal epithelial cells

Agent/dilution Secretion, compared with FBS (%) N
IL-6 IL-8 GM-CSF sICAM-1
Control media  15342.1% 180£27* 443+47* 659+51% 9
10% FBS 100 100 100 100 9
AZE
1:10% 76.14+49% 90.1+£58 2235+£349% 952423 9
1:10° 887+43 870+£59 938+60 928+46 9
1:10* 846+83 933+£33 89.7+58 969+18 9
1:10° 90.14+38 91.0+53 87.6+38 989+1.1 9
FP
1:10 53.0+49* 585+£23* 582459% 852435 9
1:10° 59.14£54*% 620+£57* 602+58* 818+£54 9
1:10* 57.7+£66* 604+£3.6% 562+65% 870+34 9
1:10° 753+69% 654+59*% 650+7.2% 849+73 9
MP-AzeFlu
1:10% 383+42*% 553£34% 1269498 840+48 9
1:10° 550+65*% 608+46* 61.7+57* 863+£60 9
1:10* 529431% 608+£32* 5794+53* 927432 9
1:10° 724+£75% 651+£52% 69.7+£75% 889+23 9

Results are expressed as mean =+ SEM. The Wilcoxon signed-rank test was used
for analysis. *P < 0.05 compared with 10% FBS-induced secretion

AZE azelastine hydrochloride, FBS fetal bovine serum, FP fluticasone propionate,
GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, IL interleukin, MP-
AzeFlu intranasal AZE and intranasal FP in a single device, SEM standard error of
the mean, sICAM-1 soluble intercellular adhesion molecule-1

125 P<0.001
12} P<0.001
< 2 1001
2 €
0 O 751
[s) Y-
3%
Q? % 501
- <
= 0O 254
N
0
10% FBS

AZE dilution
FP dilution
MP- AzeFlu dilution - - - - 102

Fig. 1 Comparison of AZE, FF, and MP-AzeFlu effects on FBS-induced
secretion of IL-6 from nasal mucosal epithelial cells. Epithelial cells
were incubated for 24 h with culture medium (white column), 10%
FBS (black), or 10% FBS plus AZE (diagonally striped), FP (horizontally
striped), or MP-AzeFlu (grey) at dilution 1:10% Results are expressed
as mean =+ SEM percentage of IL-6 secretion compared with FBS.

The Wilcoxon signed-rank test was used for analysis (N=9). *P <0.05
compared with 10% FBS. AZE azelastine hydrochloride, FBS fetal
bovine serum, FP fluticasone propionate, IL interleukin, MP-Azeflu
intranasal AZE and intranasal FP in a single device. SEM standard error
of the mean
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Key findings of this study include: (1) FP and
MP-AzeFlu at all tested dilutions, and AZE at 1:10?
dilution, significantly reduced secretion of IL-6 compared
with FBS-induced secretion; (2) at 1:10? dilution of each
agent, the reduction of IL-6 secretion by MP-AzeFlu
was significantly greater than with AZE or FP alone; (3)
FP and MP-AzeFlu, at all tested dilutions, and AZE at
dilution 1:102, significantly reduced eosinophil survival at
days 3 and 4 compared with HECM alone; and (4) at 1:10?
dilution of each agent, the decrease of eosinophil survival
induced by MP-AzeFlu at days 3 and 4 was significantly
greater than with AZE or FP alone.

Findings of the current study are largely consistent
with previous research with this in vitro model, further
validating the model. As in earlier studies, we found that
secretion of IL-6, I1L-8, GM-CSF, and sICAM-1 from
nasal mucosa epithelial cells was increased in response to
FBS, [23, 24, 28-31, 35] and HECM increased eosinophil
survival [24, 28-31].

In the present study, the corticosteroid FP and the
formulation MP-AzeFlu reduced IL-6 and GM-CSF
secretions from nasal mucosa epithelial cells relative
to FBS. This is consistent with previous findings for the
intranasal corticosteroids budesonide, beclomethasone
dipropionate, mometasone furoate, FP, and fluticasone
furoate [23, 24, 29, 30, 35]. In this study, MP-AzeFlu
findings for IL-8, GM-CSF, and sICAM-1 differed little
from FP alone. We also found that FP and MP-AzeFlu
reduced eosinophil survival relative to HECM, consistent
with previous findings for intranasal corticosteroids [24,
29, 30].

In the present study, the antihistamine AZE reduced
IL-6 and GM-CSF secretion and eosinophil survival only
at 1:10% dilution. These reductions are consistent with
previous findings for the antihistamine desloratadine [29,
31]. Our findings for AZE are also consistent with those
of previous in vitro studies that found AZE decreased
inflammatory markers [25-27]. A possible mechanism
for these effects has been suggested by research showing
that AZE exhibits direct activity on transient receptor
potential vanilloid 1 ion channels in mouse neuronal
cells [36]. We found that AZE did not significantly reduce
ICAM-1 expression, in contrast to an earlier study that
found such a reduction [37].

The stronger effects of MP-AzeFlu on IL-6 secretion
and eosinophil survival in the current study, compared
with either AZE or FP alone, mirror and possibly
underlie the stronger clinical efficacy of the MP-AzeFlu
combination compared with its components [9-14]. The
relative magnitude of in vitro effects for MP-AzeFlu vs.
AZE or FP alone (Figs. 1, 3) appear similar to the relative
magnitude of clinical effects of these agents in treatment
of AR. For example, the reduction in total nasal symptom
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Eosinophil
Survival Index (%)

Days

Fig. 2 Time course of MP-AzeFlu effects on HECM-induced
eosinophil survival. HECM at 10% from nasal mucosa (black circles)
significantly increased eosinophil survival compared with control
medium (white circles) from days 1 to 4. MP-AzeFlu (grey circles) at
dilution 1:10 significantly decreased eosinophil survival induced

by HECM from days 2 to 4. Results are expressed as mean & SEM
percentage of eosinophil survival compared with HECM. ANOVA with
the Dunnett multiple comparison test was used for analysis (N=7).
*P <0.05; ***P <0.001 compared with HECM. ANOVA analysis of
variance, HECM human epithelial cell-conditioned media, MP-Azeflu
intranasal azelastine hydrochloride and intranasal fluticasone
propionate in a single device. SEM standard error of the mean

Table 3 Effect of AZE, FP, and MP-AzeFlu on eosinophil
survival induced by human epithelial cell-conditioned
media

Dilution Eosinophil survival index, compared N

with HECM (%)

Day 3 Day 4
Control media 4340.8* 0.8+£0.5* 7
10% HECM 100 100 7
AZE
1:107 7524£72% 44049.7% 7
1:10° 937435 788465 7
1:10* 931437 742482 7
1:10° 979+14 761467 7
FP
1:10? 385435% 146+£40% 7
1:10° 544+4£73% 18944.1% 7
1:10* 552483% 2654 5.6% 7
1:10° 57.149.0* 29.14+6.1% 7
MP-AzeFlu
1:10% 17.543.0% 24414% 7
1:10° 60.245.5% 226451% 7
1:10* 576+7.0% 216+46% 7
1:10° 577 £64* 30447.6% 7

Results are expressed as mean & SEM. ANOVA with Dunnet multiple comparison
test was used for analysis. *P <0.05 compared with 10% HECM-induced survival

ANOVA analysis of variance, AZE azelastine hydrochloride, HECM human
epithelial cell-conditioned media, FP fluticasone propionate, MP-Azeflu
intranasal AZE and intranasal FP in a single device, SEM standard error of the
mean
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score in 2-week clinical trials was 3.3—4.5 points with
AZE and 3.8-5.1 points with FP, compared with a
reduction of 5.3-5.6 points with MP-AzeFlu [38].

There is good reason to believe our in vitro findings
may elucidate the mechanism of action of MP-AzeFlu
in AR. The inflammatory mediators IL-6, GM-CSF, and
IL-8, as well as eosinophils, play important roles in airway
inflammatory diseases. IL-6 is a proinflammatory cytokine
with pleiotropic expressions consistent with a primary
role in the pathogenesis of local inflammation [39]. IL-6
mediates many biologic functions, acting as an endogenous
pyrogen, stimulating the acute phase response, stimulating
T lymphocytes, inducing terminal differentiation of
B lymphocytes, and stimulating immunoglobulin
production [39]. It is well known that CRS is associated
with elevated levels of IL-6, as upregulation has been
reported in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs),
[40] on sinus mucosa biopsies, [41-43] and in nasal
secretions [44] from patients suffering from CRS. In fact,
increased expression of IL-6 messenger RNA in nasal
mucosa biopsies of patients suffering from persistent AR
has been reported [45], pollen exposure to patients with
AR significantly increased IL-6 in nasal secretions [5],
and nasal secretions were increased in allergic patients
after intranasal administration of IL-6 [39]. In addition, it
has been reported that primary cultures of human nasal
epithelial cells from patients with AR showed significant
upregulation in the release of IL-6 [46, 47].

GM-CSFE plays a pivotal role in the maturation,
chemotaxis, survival and activation of eosinophils [34,
48]. GM-CSF has also been involved in the regulation
of glandular secretion by inducing lactoferrin release in
nasal mucosa [49]. Furthermore, it has been reported
that a significant correlation exists between GM-CSF
concentrations in nasal secretions and in allergen-
specific immunoglobulin E antibodies to house dust
mite Dermatophagoides pteronyssinus in patients with
persistent AR [50].

On the other hand, it has been reported that CRS is
associated with elevated levels of IL-8 in PBMCs, [51]
sinus mucosa biopsies, [43, 45] and nasal secretions [44].
IL-8, in addition to its potent activity on neutrophils,
can cause basophil histamine release and co-induce
chemotactic activity for primed eosinophils [52, 53].
The activation and infiltration of eosinophils in AR and
their release of proinflammatory mediators has also been
described [54, 55]. Furthermore, high levels of IL-8 were
detected in nasal secretions of patients with AR after the
nasal provocation test [4], and upregulation in the release
of IL-8 has been reported in primary cultures of human
nasal epithelial cells from patients with AR [46].

Finally, it has been reported that the levels of SICAM-1
and soluble vascular adhesion molecule-1 of patients
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with AR were significantly higher when compared with
placebo [56, 57]. In addition, it has been shown that
GM-CSF and ICAM-1 are important in determining the
function of eosinophils, since in the presence of GM-CSF
ICAM-1 has been shown to cause significant release of
eosinophil-derived neurotoxin and EOS superoxide
anion (O2-) generation [58].

Conclusion

In conclusion, we found that both MP-AzeFlu and
FP reduce expression of important cytokines and
reduce eosinophil survival. MP-AzeFlu lowers both
nasal epithelial cell cytokine secretion and eosinophil
survival more potently than antihistamine (AZE) or
corticosteroid (FP) administered alone. This translational
study demonstrates a mechanism of action that may
underlie the superior clinical effect of MP-AzeFlu on AR
and non-AR when compared with the component drugs
used as monotherapy.
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ESTUDI 2: Efecte de I'MP-AzeFlu sobre la IL-6 i d’altres citocines proinflamatories

induides per IL-1 beta.

Sonia Vicens-Artés, Jordi Roca-Ferrer, Valeria Tubita, Mireya Fuentes, Isam Alobid,
Antonio Valero, Ferdinand Kopietz, DucTung Nguyen, Joaquim Mullol.

Immunol Res. 2023 Jun;71(3):488-496.

DOI: 10.1007/s12026-022-09341-5.

Antecedents: La rinitis al-lérgica i la rinosinusitis cronica amb polips nasals (RSCaPN)
son dues malalties inflamatories croniques de les vies respiratories superiors. El
tractament de primera linia de la rinitis al-lérgica inclou antihistaminics i corticoides,
mentre que el de la RSCaPN es basa en corticoides intranasals. L'MP-AzeFlu, formulacié
intranasal de propionat de fluticasona (PF) i clorhidrat d’azelastina (AZE), ha demostrat
una superior eficacia clinica en pacients amb rinitis al-lergica moderada-greu, pero no
s'ha estudiat encara el seu efecte potencial sobre la RSCaPN. A més a més, els

mecanismes d’accié de 'MP-AzeFlu no estan clarament establerts.

Objectiu: Determinar els efectes antiinflamatoris superiors de MP-AzeFlu, en
comparacido amb la monoterapia de PF, examinant el seu impacte sobre I'expressio
d’IL-6, IL-8 i GM-CSF en un model cel-lular d'inflamacié de les vies respiratories

superiors.

Metodes: L'estudi va analitzar I'expressié d'ARNm i proteines d'IL-6, IL-8 i GM-CSF en
fibroblasts de pacients sotmesos a cirurgia correctiva nasal. Els cultius de fibroblasts es
van tractar amb I'estimul proinflamatori IL-1B (10 ng/mL) com a estimul proinflamatori
i amb dilucions seriades d’MP-AzeFlu i PF (desde 1:10 fins a 1:10%). L'ARN total es va
aillar dels cultius i es va analitzar mitjangcant RT-qPCR i la secrecidé de proteines es va

mesurar en els sobrenedants dels cultius mitjangant ELISA. Els resultats es van
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expressar com a mitjana = error estandard de la mitjana de canvi per a ’ARNm o de

concentracio per a la secrecio proteica.

Resultats: La IL-1B promou l'expressié d'ARNm i la secrecio de proteines d'IL-6, IL-8 i
GM-CSF en cultius de fibroblasts. Tant el PF com I’'MP-AzeFlu van mostrar efectes
inhibidors sobre I'expressié induida d'ARNm i la secrecié de proteina d'IL-6. L'MP-
AzeFlu i el PF van inhibir I'expressid i secrecio d’IL-8. L'expressio d'ARNm de GM-CSF va
ser inhibida per I’'MP-AzeFlu i el PF. Tant el PF com I'MP-AzeFlu van tenir un efecte

inhibidor sobre la secrecid de proteina de GM-CSF induida per IL-1pB.

Conclusio: La regulacio a la baixa dels marcadors d'inflamacio IL-6, IL-8 i GM-CSF
confirma Il'efecte antiinflamatori de I'MP-AzeFlu en la inflamacié de les vies
respiratories superiors, fet que suggereix alguns dels mecanismes moleculars de I'MP-
AzeFlu tant en la rinitis al-lergica com en la RSC amb polips nasals. Tot i que les dades
mostren tendéncies prometedores en l'efecte de I'MP-AzeFlu sobre la inflamacié
cronica nasal, es necessiten més investigacions per esbrinar millor el mecanisme

d'accio.
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Introduction

Allergic rhinitis (AR) is a T-helper 2 (Th-2) immunoglobulin
E (IgE)-mediated disease characterized by elevated levels
of proinflammatory mediators, eosinophil infiltration of the
nasal mucosa, and mucus hyperproduction [1]. The late-
phase molecular response is most likely mediated via the
production of a host of cytokines, including interleukin 6
(IL-6), interleukin 8 (IL-8), and granulocyte—macrophage
colony-stimulating factor (GM-CSF) by mast cells, Th-2
lymphocytes, or epithelial cells [1]. Chronic rhinosinusitis
(CRS) may present with nasal polyps (CRSwNP) or without
nasal polyps (CRSsNP) and is a chronic inflammatory
disease of the nasal passages characterized by persistent
inflammation and remodeling of the sinonasal mucosa.
It is frequently associated with asthma and nonsteroidal
anti-inflammatory drug (NSAID)-exacerbated respiratory
disease (N-ERD).

First-line therapy for AR includes antihistamines and
intranasal corticosteroids [2]. For CRSwNP and CRSsNP,
intranasal corticosteroids are recommended; treatment
with antihistamines is only indicated for CRS patients with
concomitant AR [3].

MP-AzeFlu has demonstrated efficacy in patients
with AR, including those with perennial and non-allergic
rhinitis [4], but the potential effect of MP-AzeFlu on
CRS has not yet been investigated. Furthermore, the
mechanisms of MP-AzeFlu in IL-1f-induced expression
of IL-6 and other proinflammatory cytokines are not
clearly understood.

Using an in vitro model of eosinophilic inflammation, we
have previously reported an anti-inflammatory effect of MP-
AzeFlu on nasal epithelial cytokines (IL-6, IL-8, and GM-
CSF) [5]. We have also demonstrated a superior efficacy of
MP-AzeFlu compared to its constituent drugs, fluticasone
propionate (FP) and azelastine (AZE), used alone on both
IL-6 release from cultured nasal mucosal epithelial cells and
on eosinophil survival induced by epithelial cell secretions
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[5]. This anti-inflammatory effect could account, at least in
part, for the stronger clinical effect of MP-AzeFlu on moder-
ate to severe AR when compared to FP and AZE used alone.

In this study, we investigated whether MP-AzeFlu has
superior anti-inflammatory effects when compared to FP
monotherapy by examining its effect on expression of the
proinflammatory mediators IL-6, IL-8, and GM-CSF in a
cell model of upper airway inflammation induced by IL-1f.

Methods

Analysis of IL-6, IL-8, and GM-CSF mRNA and protein
expression was conducted on cultured fibroblasts isolated
from nasal mucosa (NM) and nasal polyp (NP) obtained from
patients undergoing nasal corrective surgery for septal devia-
tion/turbinate hypertrophy or endoscopic nasal polypectomy,
respectively. None of the patients had an upper airway infection
2 weeks before surgery or suffered from asthma, N-ERD, or
other nasosinusal diseases (including vasculitis, granuloma-
tosis, and benign or malignant tumors of upper airways). All
patients gave informed consent to participate in the study and
the study was approved by the Scientific and Ethics Committee
at Hospital Clinic Barcelona (Catalonia, Spain).

Fibroblast cultures were performed in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% FBS (growth
medium), 100 IU/mL penicillin, 100 ug/mL streptomycin, and
2 ug/mL amphotericin B. Purity of fibroblast cultures was
confirmed by positive immunostaining of vimentin and negative
immunostaining of cytokeratin 1. Fibroblasts were incubated
in serum-free media for 24 h before starting experimental
protocols.

MP-AzeFlu undiluted solution (364.96 pg/mL of FP and
1000 pg/mL of AZE) or undiluted FP (364.96 pg/mL) was used
to perform the serial dilutions in the different experimental pro-
tocols. Cultures were incubated for 1 to 24 h with MP-AzeFlu
serial dilutions (1: 10% to 1:104) or equivalent dilutions of FP
with or without 10 ng/mL interleukin-1 beta (IL-1p).

To quantify IL-6, IL-8, and GM-CSF mRNA expression,
total RNA was isolated from fibroblast cultures using the TRI-
zol™ reagent (Thermo Fisher Scientific®). RNA was reverse
transcribed to cDNA using the high-capacity cDNA reverse
transcription kit (Thermo Fisher Scientific). GM-CSF, IL-6, and
IL-8 mRNA expressions were analyzed by RT-PCR (TagMan™
Gene Expression Assays, Thermo Fisher Scientific) in the 7900
Real-Time PCR system (Thermo Fisher Scientific) following
manufacturer’s guidelines. Target gene expression was normal-
ized to B-glucuronidase and analysis of results was performed
using QuantStudio™ Real-Time PCR software.

Analysis of protein secretion was performed by cytokine
enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA). The con-
centrations of GM-CSF, IL-6, and IL-8 were measured in
supernatants from cell cultures using commercial ELISA
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kits (DuoSet® ELISA, R&D Systems®). The assay ranges
were 15.6 to 1000 pg/mL for GM-CSF, 9.4 to 600 pg/mL for
IL-6, and 31.2 to 2000 pg/mL for IL-8.

All study results are expressed as mean =+ standard error
of the mean (SEM). Non-parametric paired comparisons
were performed using Wilcoxon signed rank tests. Statistical
analyses were performed using GraphPad Prism (version
8.4.0) with an alpha level set at p <0.05.

Results

In both NM and NP fibroblast cultures, mRNA expression and
protein secretion of IL-6 (Figs. 1A and 2A), IL-8 (Figs. 3A and
4A), and GM-CSF (Figs. 5A and 6A) were induced by IL-1p
(10 ng/mL) at 6 and 24 h of incubation.

IL-6

Both FP and MP-AzeFlu showed inhibitory effect on IL-1p-
induced mRNA expression and protein secretion of IL-6. In
NM fibroblast cultures, FP at 1:10° dilution inhibited IL-1
B-induced IL-6 mRNA expression at 6 and 24 h, while in
NP fibroblast cultures the inhibitory effect was present only
at 24 h. MP-AzeFlu inhibited IL-1B-induced /L-6 mRNA
expression at dilution 1:10% at 6 h in NM and NP fibroblast
cultures (Fig. 1B). At 24 h of incubation, both FP and
MP-AzeFlu had an inhibitory effect on IL-1p-induced IL-6
protein secretion (Fig. 2B).

IL-8

Both FP and MP-AzeFlu showed inhibitory effect on IL-1p-
induced mRNA expression and protein secretion of IL-8. In NM
fibroblast cultures, FP at 1:10° dilution inhibited IL-1 p-induced
IL-8 mRNA expression at 6 and 24 h, while in NP fibroblast cul-
tures the inhibitory effect was present only at 24 h. MP-AzeFlu
inhibited IL-1p-induced IL-8 mRNA expression at dilution 1:10?
at 24 h in NM (p=0.0625) and at 6 h in NP fibroblast cultures
(Fig. 3B). At 24 h of incubation, both FP and MP-AzeFlu had
an inhibitory effect on IL-1f-induced IL-8 protein secretion
(Fig. 4B).

GM-CSF

IL-1 B (10 ng/mL) induced expression of GM-CSF mRNA at
6 and 24 h, but the levels did not reach statistical significance
in NM fibroblast cultures (Fig. SA). IL-1 f (10 ng/mL)
induced GM-CSF protein expression in NM and NP
(Fig. 6A). In NM fibroblast cultures, FP at 1:10? dilution
inhibited IL-1 B-induced GM-CSF mRNA expression at
6 and 24 h, while in NP fibroblast cultures the inhibitory
effect was present only at 24 h. In NM and NP fibroblast
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Fig. 1 Effect of MP-AzeFlu compared to FP on mRNA expression
(PCR) of IL-6 induced by IL-1p in fibroblasts from nasal mucosa
(NM, n=6) and nasal polyps (NP, n=6). A IL-1p (10 ng/mL)-
induced IL-6mRNA expression (6 and 24 h). B FP and MP-AzeFlu

cultures, MP-AzeFlu inhibited IL-1p-induced GM-CSF
mRNA expression at dilution 1:10% at 6 h(Fig. 5B). At 24 h
of incubation, both FP and MP-AzeFlu had an inhibitory
effect on IL-1B-induced GM-CSF protein secretion (Fig. 6B).
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inhibitory effect on IL-1p-induced IL-6 mRNA expression (6 and
24 h). Results are expressed as mean+SEM of fold change (FC).
Comparisons were performed using Wilcoxon test. *P <0.05 com-
pared to negative control; "P <0.05 and P =0.06 compared to IL-1p

Discussion

In this study, we examined the effects of MP-AzeFlu and FP on
the gene and protein expression of proinflammatory markers
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Fig.2 Effect of MP-AzeFlu compared to FP on protein secretion of
IL-6 induced by IL-1p in fibroblasts from nasal mucosa (NM, n=6)
and nasal polyps (NP, n=6). A IL-1p-induced IL-6 protein secre-
tion in NM and NP. B FP and MP-AzeFlu inhibitory effect on IL-1f-

IL-6, IL-8, and GM-CSF in cultured fibroblasts from both healthy
and inflamed upper airway mucosa. We demonstrated that both
MP-AzeFlu and FP inhibited the IL-1p-induced IL-6, IL-8, and
GM-CSF mRNA and protein expression in NM and NP.
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induced IL-6 protein secretion in NM and NP. Results are expressed
as mean + SEM of concentration. Comparisons were performed using
Wilcoxon test. *P<0.05 compared to negative control; P <0.05
compared to IL-1p

Our findings suggest some of the molecular mechanisms of
action for MP-AzeFlu’s therapeutic clinical benefits in treating
upper airway inflammation present in both AR and CRS. The
study results are in line with previous results demonstrating
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Fig.3 Effect of MP-AzeFlu compared to FP on mRNA expression
(PCR) of IL-8 induced by IL-1f in fibroblasts from nasal mucosa
(NM, n=6) and nasal polyps (NP, n=6). A IL-1f-induced IL-8
mRNA expression at 6 and 24 h of incubation in NM and NP. B

that MP-AzeFlu showed inhibitory effects on IL-6 protein
secretion from human nasal mucosa epithelial cells as well as
on isolated human peripheral blood eosinophils [5].

@ Springer

FP and MP-AzeFlu inhibitory effect on IL-1f-induced IL-8 mRNA
expression. Results are expressed as mean+SEM of FC. Compari-
sons were performed using Wilcoxon test. *P<0.05 compared to
negative control; P <0.05 and (VP =0.0625 compared to IL-1p

IL-6 is a proinflammatory cytokine with a relevant role in
the pathogenesis of CRS. Upregulation of IL-6 mRNA has
been found in nasal mucosa biopsies of patients with persistent
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Fig.4 Effect of MP-AzeFlu compared to FP on protein secretion of
IL-8 induced by IL-1 in fibroblasts from nasal mucosa (NM, n=6)
and nasal polyps (NP, n=6). A IL-1p (10 ng/mL)-induced protein
IL-8 secretion in both NM and NP. B FP and MP-AzeFlu inhibitory

AR as well as in patients with AR after pollen exposure [6].
GM-CSF is involved in the maturation, chemotaxis, survival,
and activation of eosinophils. In patients with AR, exposure
to house dust mites is associated with a correlation between

Nasal Polyp
50 000
*
40 000
n
£ 30000
=)
=
; 20000
10 000
IL1B (10ng/mL) - +
Nasal Mucosa
50 000
40 000
*%
E‘ 30 000 T
>
=
; 20 000
tt T t
10 000 T 1 ’l‘
IL18 (10ng/mL) - + + + +
MP-AzeFlu - - 1:10? 1:10° 1:10*
Nasal Polyp
50 000~
40 0001 *
- 1
£ 30000
=)
&
G 200009 + -
T L
10 000
IL18 (10ng/mL) - + + + +
MP-AzeFlu - - 1102 1:10°  1:10*

effect on IL-1p-induced IL-6 protein secretion in NM and NP. Results
are expressed as mean+SEM of concentration. Comparisons were
performed using Wilcoxon test. *P<0.05 and **P <0.01 compared
to negative control; 'P <0.05 and TP <0.01 compared to IL-1

GM-CSF in nasal secretions and production of immunoglobulin
E antibodies [7, 8].

Finally, CRS is associated with elevated levels of IL-8 in sinus
mucosa biopsies and nasal secretions. In fact, upregulation of
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Fig.5 Effect of MP-AzeFlu compared to FP on mRNA expres-
sion (PCR) of GM-CSF induced by IL-1p in fibroblasts from nasal
mucosa (NM, n=6) and nasal polyps (NP, n=6). A IL-1p-induced
GM-CSFmRNA expression at 6 and 24 h of incubation in NM and
NP, without reaching statistical significance in NM. B FP and MP-

IL-8 is seen in the nasal epithelial cells of AR patients after nasal
provocation tests [9].

Despite the data demonstrating some of the mechanisms
of MP-AzeFlu in an in vitro model of upper airway
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AzeFlu effect on IL-1p-induced GM-CSF mRNA expression. Results
are expressed as mean+SEM of FC. Comparisons were performed
using Wilcoxon test. *P <0.05 and ““P=0.06 compared to negative
control; "P <0.05 and compared to IL-1p

inflammation, the study has some limitations. We reported the
effect of MP-AzeFlu in a structural cell and the concentrations
used in the in vitro model may not reflect in vivo therapeutic
dosing.
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Fig.6 Effect of MP-AzeFlu compared to FP on protein secretion of
GM-CSF induced by IL-1f in fibroblasts from nasal mucosa (NM,
n=06) and nasal polyps (NP, n=6). A IL-1f (10 ng/mL)-induced pro-
tein IL-8 secretion in both NM and NP. B FP and MP-AzeFlu inhibi-

Conclusion

The downregulation of the inflammation markers IL-6,
IL-8, and GM-CSF confirms the anti-inflammatory effect
of MP-AzeFlu in upper airway inflammation, suggesting
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tory effect on IL-1f-induced IL-6 protein secretion in NM and NP.
Results are expressed as mean +SEM of concentration. Comparisons
were performed using Wilcoxon test. *P <0.05 compared to negative
control; 'P <0.05 compared to IL-1f

some of the molecular mechanisms of MP-AzeFlu in both
AR and CRSwNP. While the data show promising trends
in the effect of MP-AzeFlu on nasal and sinonasal chronic
inflammation, further research is needed to better elucidate
the mechanism of action in patients.
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ESTUDI 3: Efecte superior de I'MP-AzeFlu en comparacié amb el propionat de
fluticasona o I'azelastina en monoterapia sobre |'expressié dels gens antiinflamatoris

GILZ, MKP-1i TTP en mucosa de les via respiratoria superior, tant sana com inflamada.

Sonia Vicens-Artés, Jordi Roca-Ferrer, Valeria Tubita, Mireya Fuentes, Isam Alobid,
Antonio Valero, Ferdinand Kopietz, DucTung Nguyen, Joaquim Mullol.

Clin Exp Allergy. 2022 Jun;52(6):788-791.

DOI: 10.1111/cea.14099.

Antecedents: La rinitis al-lérgica i la rinosinusitis cronica amb polips nasals (RSCaPN)
son malalties Th2 mediades per IgE amb mediadors proinflamatoris elevats i infiltracid
d'eosinofils. Els antihistaminics i els corticoides intranasals, o la seva formulacié
intranasal com I’"MP-AzeFlu, estan indicats en el tractament de la rinitis al-lergica,
mentre que per a la RSCaPN estan només indicats els corticoides intranasals. L'MP-
AzeFlu ha demostrat una elevada eficacia clinica en la rinitis al-lérgica moderada-greu,
amb efectes superiors sobre els simptomes i la qualitat de vida en comparacié amb els
farmacs en monoterapia. Malgrat que es desconeixen els seus mecanismes d’accid,

aquest efecte podria ser degut a I'augment de la induccié de gens antiinflamatoris.

Objectiu: Analitzar I'efecte antiinflamatori de I'MP-AzeFlu, en comparacié amb la
monoterapia amb propionat de fluticasona (PF) o clorhidrat d’azelastina (AZE), sobre
I'expressid de GILZ, MKP-1i TTP en cultius de fibroblasts tant de mucosa nasal com de

polips nasals.

Metodes: Es van aillar fibroblasts de teixits de mucosa nasal i polips nasals de pacients
sotmesos a cirurgia correctiva nasal o nasosinusal, respectivament, mitjangant un medi
de cultiu de creixement especific. Els fibroblasts es van incubar en preséencia de I'MP-

AzeFlu, AZE o PF (dilucions de 1:10% a 1:10%) durant 2-24h. L’expressid génica i proteica
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de GILZ, MKP-1iTTP es va analitzar mitjancant RT-qPCR i western blot, respectivament.

Els resultats es van expressar com a mitjana * error estandard de la mitjana del canvi.

Resultats: L'MP-AzeFlu i el PF van augmentar I'expressié d'ARNm de GILZ i MKP-1 tant
als fibroblasts de mucosa nasal com de polips nasals, mentre que I’AZE provocava una
lleugera induccié a la dilucié 1:10% en algun dels temps d’incubacid. L'MP-AzeFlu va
mostrar un efecte superior en I'expressié d'ARNm de GILZ i parcialment superior per a
MKP-1 en comparacié amb la monoterapia amb PF o AZE. Cap farmac va regular
significativament I'expressié de proteines GILZ o MKP-1. L'MP-AzeFlu i el PF també van
augmentar I'expressié d’ARNm de TTP tant als fibroblasts de mucosa nasal com de
polips nasals. L’AZE, en canvi, no va tenir cap efecte sobre |'expressido d'ARNm de TTP.
MP-AzeFlu va presentar un efecte superior, respecte a la monoterapia (als fibroblasts
de mucosa nasal i amb 2h d’incubacid). L'efecte dels farmacs sobre |'expressid de la

proteina TTP no es va estudiar degut a que I'expressidé genica era molt baixa.

Conclusio: L'efecte clinic superior de 'MP-AzeFlu en comparacié amb els farmacs en
monoterapia (FP i AZE) pot estar, en part, relacionat amb la major regulacié de
I'expressid genica antiinflamatoria de GILZ i, en menor mesura, amb |'expressio de

MKP-1i TTP tant en fibroblasts de mucosa nasal com de polips nasals.
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Superior effect of MP-AzeFlu compared to monotherapy with
fluticasone propionate or azelastine on GILZ, MKP-1 and TTP
anti-inflammatory gene expression in healthy and inflamed

upper airway mucosa

To the Editor,

Allergic rhinitis (AR) is a Th2 IgE-mediated disease with elevated
levels of pro-inflammatory mediators, eosinophil infiltration of the
nasal mucosa, and mucus hypersecretion. Antihistamines and intra-
nasal corticosteroids, including MP-AzeFlu (intranasal fluticasone
and azelastine), are recommended as the first-line therapy for AR
Intranasal corticosteroids are also the first-line treatment for chronic
rhinosinusitis with nasal polyps (CRSWNP) or without (CRSsNP),
while antihistamines are only indicated in chronic rhinosinusitis
(CRS) with concomitant AR.?

MP-AzeFlu has demonstrated efficacy in AR, and a superior ef-
fect compared to these drugs administered individually, on nasal and
ocular symptoms and quality of life; moreover, MP-AzeFlu has shown
earlier and faster AR control in moderate-to-severe AR.% While MP-
AzeFlu is guideline-recommended and its clinical efficacy has been
widely studied, the mechanisms by which this therapy exerts its ef-
fectin AR are largely unknown.

Our laboratory has used an in vitro model of eosinophilic in-
flammation based on the interaction between cultured primary
isolated nasal mucosa epithelial cells and isolated peripheral blood
eosinophils to study the effect and potency of anti-inflammatory
drugs.“’ Using this model, we have previously reported greater
anti-inflammatory effects of the combination of an intranasal corti-
costeroid and an antihistamine, including MP-AzeFlu, in both nasal
mucosa and nasal polyp epithelial cells, compared to the effect of
these drugs administered alone.® We have also demonstrated that
glucocorticoids induce the transcription of anti-inflammatory genes
such as glucocorticoid-induced leucine zipper (GILZ), mitogen-
activated protein kinase (MAPK) phosphatase 1 (MKP-1) and tristet-
raprolin (TTP) in nasal mucosa fibroblasts.®

While detailed insights are lacking regarding the mechanisms of
pathogenesis in CRSWNP, it is now clear that IgE-mediated Th2 in-
flammatory pathways play a critical role in this disease.” H, receptor
antagonists decrease eosinophil survival* and inhibit the release of
pro-inflammatory mediators by mast cells® and the production of pro-
inflammatory cytokines by nasal epithelial cells.*? In addition, azelas-
tine (AZE) has been shown to enhance the anti-inflammatory effect

of budesonide and improve nasal symptoms in AR patients through
the induction of MKP-1 expression.9 As such, it is reasonable to hy-
pothesize that an increased induction of anti-inflammatory genes
could partially explain the superior anti-inflammatory effect of MP-
AzeFlu when compared to fluticasone propionate (FP) or AZE alone.

Inthe present study, we propose to analyse the anti-inflammatory
effect of MP-AzeFlu, compared to monotherapy with FP or AZE,
on GILZ, MKP-1 and TTP gene expression in healthy and inflamed
upper airway mucosa.

1 | MATERIALS AND METHODS

1.1 | Study population

Nasal mucosa (NM) tissues were obtained from patients undergo-
ing nasal-corrective surgery for nasal deviation and/or turbinate
hypertrophy. Patients with current upper respiratory tract infec-
tions were excluded. Nasal polyps (NP) were obtained from patients
undergoing nasal polypectomy and/or endoscopic sinus surgery
for CRSWNP. Patients with asthma, nonsteroidal anti-inflammatory
drug-exacerbated respiratory disease (N-ERD) or other nasal and
nasosinusal diseases (i.e. vasculitis, granulomatosis, benign or malig-
nant tumours) were excluded.

1.2 | Experimental design

Fibroblasts were isolated using a specific and selective growth cul-
ture medium. The purity of fibroblast cultures was confirmed by
positive immunostaining to vimentin (fibroblast marker) and nega-
tive to cytokeratin 1 (epithelial cell marker).® Cells were incubated
with serum-free medium and treated for 2-24 h with MP-AzeFlu
(dilution 1:102—1:104) or equivalent dilutions of FP and AZE. mRNA
and protein expression of GILZ, MKP-1 and TTP (at 2, 6 and/or 24 h)
were assessed by real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) and
western blot, respectively.

This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits use, distribution and reproduction in any medium,

provided the original work is properly cited.
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1.3 | Ethicsissues

Prior to study initiation, the protocol was approved by the HCB
Ethics Committee. Written informed consent was obtained from all
patients prior to their participation.

1.4 | Statistical methods

All results are expressed as mean + standard error of the mean
(SEM). The Wilcoxon tests were used for the non-parametric paired
comparisons. Analyses were performed using GraphPad 8.4.0 with
an alpha level set at p < .05.

2 | RESULTS

21 | GILZ

MP-AzeFlu and FP up-regulated GILZ mRNA expression at
all time-points (from 2 h to 24 h) and dilutions in both NM and
NP. AZE induced a mild up-regulation of GILZ mRNA expres-
sion at dilution 1:10% at some time-points. MP-AzeFlu at dilution
1:10% showed a superior effect in the up-regulation of GILZ mRNA
expression at 2 and 6 h in NM and at 6 and 24 h in NP compared
to monotherapy with FP or AZE (Figure 1). Neither MP-AzeFlu

WILEYM

Key Messages

o MP-AzeFlu has demonstrated efficacy in allergic rhini-
tis, and a superior effect compared with FP and AZE ad-
ministered in monotherapy.

e We analysed the anti-inflammatory effect of MP-
AzeFlu, compared with FP or AZE, on GILZ, MKP-1 and
TTP gene expression in healthy and inflamed upper air-
way mucosa.

e The superior clinical effect of MP-AzeFlu compared to
FP and AZE monotherapy may be related to greater up-
regulation of anti-inflammatory GILZ gene expression
and, to a lesser extent, MKP-1 and TTP.

nor FP significantly up-regulated GILZ protein expression at any

time-point or dilution.

2.2 | MKP-1

MP-AzeFlu and FP up-regulated MKP-1 mRNA expression at all
time-points and dilutions in both NM and NP. AZE at dilution 1:10?
up-regulated MKP-1 mRNA expression at 2 h in both NM and NP.

Nasal Mucosa 2h

Nasal Mucosa 6h

Nasal Mucggo% 24h

p<0.05
60 60 = <0.05 60 '_‘M-L
*
z 40 <0.05 g 40 z 40
o . o p<0.05 o
(&) o008 & 3} * o
W 5 . L) L)
* * *
. *)
ﬂ 3 1 = L~ Il

AZE 1:10? = 2 AZE 1:102 e g AZE 1:102 = s

FP 5 1:10? = FP e 1:102 = FP = 1:102 s

MP-AzeFlu = = 1:10°  MP-AzeFlu - - 1:10°  MP-AzeFlu e = 1:10?
Nasal Polyp 2h Nasal Polyp 6h Nasal Polyp 24h
60 60 <0.05 60
p<0.05 p<0.01
p<0.01

g 40 g 40 * z 40 *k
o o p<0.05 o
2 - 2 . 2

g *k *k 2 ® *k

= . -
: : : .

AZE 1:10? 2 = AZE 1:10° e e AZE 1:10° e e

FP s 1:102 = FP e 1:10? e FP e 1:10? 2

MP-AzeFlu = = 11102  MP-AzeFlu e e 1:10°  MP-AzeFlu e e 1:10°

FIGURE 1 Superior effect of MP-AzeFlu compared to monotherapy with fluticasone propionate (FP) or azelastine (AZE) on GILZ mRNA
expression in nasal mucosa (NM) and nasal polyps (NP) in a time course (2, 6 and 24 h). *p < .05; **p < .01; (*)p = .06 compared to negative

control
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TABLE 1 Superior effect of MP-AzeFlu

MKP-1 mRNA TTP mRNA . . .
m m compared with fluticasone propionate and
NM NP NM NP azelastine monotherapy on MKP-1 and
TTP mRNA expression (2 and 6 h)
2h MP-AzeFlu 59+ 1.1t 5.6 + 1.4 1.7 £0.1% 1.9+0.3
FP 45+0.8 41+1.0 1.3+0.1 1.6 +0.4
AZE 22+04 47 +1.6 1.3+£0.2 14 +0.3
6h MP-AzeFlu 6.9 +2.1% 7.7 £3.2 1.8+ 0.1% 29 +0.21
FP 53+0.8 64+26 1.6 +0.1 21+03
AZE 1.6 +0.5 3.0+ 1.2 1.0+ 0.1 1.0+0.1

Note: Data expressed as fold change (mean + SEM) from untreated cells (control = 1).

Abbreviations: AZE, azelastine; FP, fluticasone propionate; NM, nasal mucosa; NP, nasal polyps.
*p < .05 compared to FP; Tp < .05 compared to AZE; ip < .01 compared to AZE.

MP-AzeFlu at dilution 1:10? showed a partial superior effect in the
up-regulation of MKP-1 mRNA expression compared to monother-
apy with FP in NP (at 2 h) and AZE in NM (at 2 h and 6 h; Table 1).
MKP-1 protein expression was not detected when cells were incu-
bated with MP-AzeFlu and FP.

23 | TTP
MP-AzeFlu and FP at dilution 1:102 increased TTP mRNA expression
in NM (at 2 h and 6 h) and NP (at 6 h).

AZE had no effect on TTP mRNA expression. MP-AzeFlu at di-
lution 1:10? showed a superior effect in the up-regulation of TTP
mRNA expression compared to monotherapy with FP and AZE in
NM (at 2 h) and with AZE in NM and NP (at 6 h; Table 1). The effect
of drugs on TTP protein expression was not studied due to very low

gene expression.

3 | DISCUSSION

In this study, MP-AzeFlu, FP and AZE up-regulated GILZ mRNA
expression, with MP-AzeFlu showing a superior effect compared
with that of monotherapy. MP-AzeFlu, FP and AZE also up-
regulated MKP-1 mRNA expression; however, no significant dif-
ferences were observed between MP-AzeFlu and monotherapy.
MP-AzeFlu and FP up-regulated TTP mRNA expression, while
AZE did not.

Anti-inflammatory genes are activated when glucocorticoids
(GCs) diffuse across the cell membrane to bind to GRa. The ligand-
bound receptor translocates to the nucleus and binds GC-responsive
elements (GRESs) on the promoter region of target genes.'° The anti-
inflammatory effect of MP-AzeFlu has been confirmed by the up-
regulation of anti-inflammatory gene expression of GILZ, MKP-1
and TTP in our in vitro model. These findings suggest some of the
molecular mechanisms of action of MP-AzeFlu in the upper airway
inflammation (both AR and CRSWNP). However, in vitro models have
limitations. In this artificial setting, interactions between cells are
lost. Furthermore, the concentration of drugs used do not correlate

97

with clinical doses used in the patient care setting. Thus, these find-
ings may not translate to clinical outcomes and further studies are
needed to confirm the findings.

In conclusion, the superior clinical effect of MP-AzeFlu on both
NP and NM compared with monotherapy may be partly related to
the greater up-regulation of the anti-inflammatory gene expression
of GILZ and, to a lesser extent, MKP-1 and TTP expression.

KEYWORDS
azelastine, fluticasone, gene expression, GILZ, MKP-1, MP-AzeFlu,
TTP
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ESTUDI 4: Efecte de I'MP-AzeFlu en comparaciéo amb la monoterapia sobre |'expressio

genica de COX-2, PGE; i EP2 a la mucosa de la via respiratoria superior.

Sonia Vicens-Artés, Jordi Roca-Ferrer, Valeria Tubita, Mireya Fuentes, Isam Alobid,
Antonio Valero, Ferdinand Kopietz, DucTung Nguyen, Joaquim Mullol.

Immun Inflamm Dis. 2023 Jan;11(1):e709.

DOI: 10.1002/iid3.709.

Antecedents: L'MP-AzeFlu, formulacié intranasal de propionat de fluticasona (PF) i
clorhidrat d’azelastina (AZE), ha estat ampliament estudiat en la rinitis al-lergica
havent-se demostrat que redueix mediadors inflamatoris i la hiperreactivitat nasal. La
seva eficacia clinica en la rinitis al-lergica moderada-greu és superior a la dels seus
components individuals. Ara bé, els mecanismes pels quals I’'MP-AzeFlu produeix

aquest efecte clinic superior no han estat completament explicats.

Objectiu: Investigar I'efecte de I’'MP-AzeFlu i del PF sobre el metabolisme de I'acid
araquidonic mesurant canvis en I'expressio de les isoformes de la COX, i dels receptors
de la prostaglandina E> (EP2 i EP3); aixi com la secrecio de les prostaglandines PGD; i

PGE;, en un model cel-lular in vitro d’inflamacié nasal.

Metodes: L'expressié d'aquests marcadors d'inflamacid es va avaluar mitjancant un
model in vitro d'inflamacié de les vies respiratories superiors. Els fibroblasts derivats
de mostres de mucosa de les vies respiratories humanes superiors, tant mucosa nasal
com de polips nasals, es van cultivar i tractar amb I'estimul proinflamatori IL-1 (10
ng/mL) i amb MP-AzeFlu o PF (desde 1:10? fins a 1:10%). L’expressid génica, proteica i

la secrecid es van mesurar mitjancant RT-qPCR, western blot i ELISA respectivament.
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Resultats: L'estudi va trobar que la IL-1B indueix I'expressido d'ARNm i proteines de
COX-2 aixi com la secrecié de PGE,. Aquests increments van ser inhibits per I'MP-AzeFlu
i el PF en totes les dilucions i temps estudiats. L'expressié genica d'EP2 va ser induida
per I'MP-AzeFlu i el PF, tot i que no es va detectar un augment en la expressio proteica.

La IL-1B no va induir I'expressié de COX-1i EP3 ni la secrecié de PGD; en fibroblasts.

Conclusié: Aquesta regulaciod a la baixa de COX-2 i PGE; juntament amb |'augment de
I'expressié del receptor EP2 reforga I'efecte antiinflamatori de I’'MP-AzeFlu en la
inflamacié de les vies respiratories superiors, tant en mucosa nasal com en polips

nasals.
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Abstract

MP-AzeFlu (intranasal fluticasone and azelastine) has been widely studied
and has demonstrated efficacy in Allergic rhinitis with a superior effect
compared to these drugs administered individually; however, the mechanism
by which MP-AzeFlu produces this improved clinical effect has not yet been
fully explained. In this study, we investigated the effect of MP-AzeFlu and
fluticasone propionate (FP) on arachidonic acid metabolism as measured by
changes in regulation of cyclooxygenase (COX) isoforms, prostaglandin (PG)
D,, PGE,, PGE, receptor (EP) 2, and EP3. Expression of these key
inflammation markers was assessed through an in vitro model of upper
airway inflammation using fibroblasts derived from both healthy and inflamed
upper airway mucosa. Both MP-AzeFlu and FP inhibited interleukin-13-
induced COX-2 messenger RNA (mRNA) and protein expression and PGE,
secretion in vitro. MP-AzeFlu and FP both upregulated EP2 mRNA
expression, though neither upregulated EP2 protein expression. This down-
regulation of COX-2 and PGE, coupled with upregulation of EP2 receptor
expression reinforces the anti-inflammatory effect of MP-AzeFlu in upper
airway inflammation.

KEYWORDS
COX-2, EP2, fluticasone, MP-AzeFlu, PGE,

hyperreactivity.> Additionally, MP-AzeFlu has demon-

Allergic rhinitis (AR) is a disease caused by IgE-
mediated reactions that increase cell expression of
t-helper 2 (Th2) cytokines (type 2 inflammation) and
lead to infiltration of eosinophils into nasal tissue and
secretion of mucus.! MP-AzeFlu (intranasal fluticasone
and azelastine) has been widely studied and has been
shown to reduce inflammatory mediators and nasal

strated efficacy in AR with a superior effect compared to
its component drugs administered individually.>”> On the
other hand, the mechanisms by which this medication
improves symptoms of AR have not been fully
elucidated.

While the role of epithelial cells on AR patho-
genesis has been widely studied, there is increasing

This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits use, distribution and reproduction in any medium, provided

the original work is properly cited.
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evidence that fibroblasts also play a prominent role in
AR. Several studies have demonstrated that fibro-
blasts release proinflammatory mediators involved in
the molecular mechanisms present in the airways of
patients suffering from AR. For example, primary
nasal fibroblasts isolated from patients with AR
showed higher proliferation and migration abilities
and increased expression of interleukin (IL)-33 and
IL-6 compared to controls.® Furthermore, it has been
demonstrated that human fibroblasts from patients
with AR release thymic stromal lymphopoietin
(TSLP) in response to IL-17A. Since IL-17A has been
implicated in the pathogenesis of AR and TSLP
modifies the immune response toward a Th2 pheno-
type, these results suggest that fibroblasts play a role
in the development of AR.” Finally, human nasal
fibroblasts showed increased expression of IL-6, IL-
18, and TNF-a in response to urban particulate
matter, indicating a relationship between fibroblasts
and AR pathogenesis.® Consequently, upper airway
fibroblasts represent a reliable in vitro model to assess
the mechanism involved in these inflammatory
diseases due to the relevance of these structural cells
in the pathogenesis of AR.’

Our laboratory has previously developed in vitro
models to study the etiology of upper airways inflamma-
tory diseases as well as the effect and potency of
anti-inflammatory drugs.'®'' We have reported that
abnormalities in arachidonic acid (AA) metabolism are
present in structural cells of upper airways inflammatory
diseases.'® In fact, we demonstrated alterations in the
regulation of AA metabolism in cultured fibroblasts
using IL-1p as a proinflammatory stimuli.'**

The objective of this study was to assess the effect of
MP-AzeFlu and fluticasone propionate (FP) on AA
metabolism by measuring the expression of cyclo-
oxygenase (COX) isoforms, prostaglandin (PG) D,,
PGE,, PGE, receptor (EP) 2, and EP3 in cultured
fibroblasts from healthy and inflamed upper airway
mucosa using an in vitro model of inflammation.

Nasal fibroblasts were obtained from nasal mucosa
(NM) and nasal polyp (NP) tissues from patients under-
going endoscopic sinonasal surgery and isolated using a
specific and selective growth culture media. The purity of
fibroblast cultures was confirmed by positive immunos-
taining to vimentin and negative to cytokeratin 1.
Isolated fibroblasts were cultured in a serum-
supplemented medium as previously described.'® Cells
were treated for 1 to 24h with MP-AzeFlu or FP
(dilutions 1:10%, 1:10%,1:10%) with or without 10 ng/ml
IL—1B. COX-2 and EP2 messenger RNA (mRNA) gene
and protein expression were assessed, as well as PGE,
secretion.

FOpen Acces:)

1.1 | COX-2 expression

IL-18 induced COX-2 mRNA expression at 6 (data not
shown) and 24h (Figure 1, Panel A) in NM and NP.
MP-AzeFlu and FP inhibited IL-13-induced COX-2 mRNA
expression at all dilutions at 6 (p < .05; data not shown) and
24h (p < .05; Figure 1, Panel A) in NM and NP. IL-1 also
induced COX-2 protein expression at 24h in NM and NP.
MP-AzeFlu and FP inhibited IL-13-induced COX-2 protein
expression at all dilutions at 24h in NM (p <.05) and NP
(not significant) (Figure 2, Panel A).

1.2 | EP2 expression

MP-AzeFlu and FP upregulated EP2 mRNA expression at
dilution 1:10* at 24h in NM (p <.05) and NP (p <.01;
Figure 1, Panel B). Neither MP-AzeFlu nor FP upregu-
lated EP2 protein expression at dilution 1:10* in NM or
NP (Figure 2, Panel B).

1.3 | PGE, expression

IL-18 induced PGE, secretion at 24h in NM and NP
without reaching statistical significance. MP-AzeFlu and
FP demonstrated inhibition of IL-1f-induced PGE,
secretion at dilution 1:10% at 24 h in NM and NP without
reaching statistical significance (Figure 2, Panel C).

14 | COX-1, EP3, and PGD,

IL-1p8 did not induce mRNA expression of COX-1 or EP3
nor protein secretion of PGD, in fibroblasts (data not
shown).

In this study, we examined the effects of MP-AzeFlu
and FP on the expression of COX isoforms, PGD,, PGE,,
EP2, and EP3 in cultured fibroblasts from both healthy
and inflamed upper airway mucosa. We demonstrated
that both MP-AzeFlu and FP inhibited IL-1B-induced
COX-2 mRNA and protein expression in NM and NP. In
addition, MP-AzeFlu and FP also inhibited IL-1f-
induced PGE, secretion at dilution 1:10% at 24 h in NM
and NP. Finally, MP-AzeFlu and FP both upregulated
EP2 mRNA expression in NM and NP; however, neither
upregulated EP2 protein expression. The root cause of
the discrepancy between message levels and protein
expression is unknown but is likely a result of regulation
events occurring between transcription of the mRNA and
translation of the protein product. This discordance is
frequently described in the literature, as protein products
and RNA are single steps in a complex, multi-step
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FIGURE 1 MP-AzeFlu and fluticasone effects on COX-2 and EP2 mRNA expression at 24 h. (Panel A) MP-AzeFlu and FP effect on
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molecular process involving dynamic production, modi-  between message and product expression levels.'?

fication, and degradation of messages, intermediates, and
products.'* Genome-wide studies of the correspondence
between mRNA and protein have shown poor correlation
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cells is lost; thus, these findings may not translate to
clinical outcomes. In addition, the endotype of chronic
rhinosinusitis with nasal polpys (CRSWNP) can be quite
complex, and the inflammatory profile of the CRSWNP
samples were not obtained. However, because the patient
population included in this study was primarily from
Spain (a Western country), it can be reasonably assumed
that these individuals with CRSWNP would primarily be
characterized as having a T2 endotype.*'* In fact, recent
data (Rhinology, in press) from our research group
indicate that 84% of patients with CRSWNP in Spain
have a T2 endotype. This rate increases to 87% in patients
severely affected by CRSWNP and 91% of those with
airway multimorbidities."®

In summary, the downregulation of COX-2 and PGE,,
together with the upregulation of the EP2 receptor,
reinforces the anti-inflammatory effect of MP-AzeFlu in
upper airway inflammation.

Additional information about study methods and find-
ings are available at https://doi.org/10.5281/zenodo.6038328
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Aquesta tesi presenta uns resultats que podrien explicar alguns dels mecanismes
d’accié que hi ha darrere de |'eficacia clinica superior de I'MP-AzeFlu, respecte a la
monoterapia dels seus propis components (propionat de fluticasona i clorhidrat
d’azelastina), observada en el tractament dels pacients amb rinitis al-lérgica. Les
principals troballes d’aquesta tesi han estat: 1r) L'MP-AzeFlu inhibeix significativament
la supervivencia d’eosinofils en un model in vitro d’inflamacié eosinofilica, i ho fa de
forma superior que la monoterapia; 2n) L'MP-AzeFlu redueix significativament
I’expressié de citocines proinflamatories (IL-6, IL-8, GM-CSF) en els dos models in vitro
de cultiu primari de cél-lules epitelials i de fibroblasts de mucosa nasal (control) i polips
nasals (inflamada) essent, en el cas d’IL-6, superior a I'efecte de la monoterapia; 3r)
L’'MP-AzeFlu indueix significativament I'expressié de gens antiinflamatoris (GILZ, MKP-
1iTTP) en un model in vitro d’inflamacié nasal basat en el cultiu primari de fibroblasts
de mucosa nasal (control) i polips nasals (inflamada), mostrant un efecte superior a la
monoterapia per al GILZ; i 4t) L'MP-AzeFlu augmenta I'expressié d’EP2 i redueix la de
COX-2i PGE;, mediadors de la via de I’acid araquidonic, en aquest mateix model in vitro

d’inflamacié nasal amb fibroblasts.

El nostre grup de recerca té una llarga trajectoria en el camp de I’estudi mecanistic de
farmacs en models in vitro d’inflamacio eosinofilica respiratoria. D’una banda, destaca
el model d’inflamacio eosinofilica generat a partir d’eosinofils aillats de sang periférica
de pacients (11,45,122,138-141) i, de I'altra, els models d’inflamacié de les vies
respiratories emprant cultius primaris de cél-lules epitelials (11,11,45,122,138-143) o
fibroblasts (142—-144) obtinguts de vies aéries superiors (mucosa nasal i polips nasals).
De fet, aquests models d’experimentacié han estat emprats per a I'estudi de I'efecte
antiinflamatori de corticoides tant orals com topics (45,139,145), antihistaminics (138),
cromones (139,140), antileucotriens (122) i d’altres (142,143); aixi com la combinacio
de corticoides i antihistaminics (11). Aquestes investigacions evidencien la consisténcia
dels models emprats en aquesta tesi per a l'estudi mecanistic de farmacs
antiinflamatoris.
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EOSINOFILS

Els eosinofils son cel-lules inflamatories que desenvolupen un paper molt important en
la patogenia de la rinitis al-lergica i la rinosinusitis cronica, sobretot amb polips nasals
(RSCaPN). Diversos estudis en pacients han demostrat que I'exposicié a al-lérgens
augmenta el nimero d’eosinofils en rentats nasals (99,146) i biopsies nasals (101) de
pacients amb rinitis al-lergica. De forma similar, ha estat descrit que la quantitat
d’eosinofils presents en citologies nasals de pacients que pateixen rinitis al-lergica,
RSCaPN amb endotip al-lergic i no al-lergic (104) esta augmentada quan la malaltia esta
activa. De fet, s’ha demostrat la relacié entre I'evolucié de la malaltia i el nUmero
d’eosinofils presents a les vies respiratories, suggerint que els eosinofils tenen un paper

important en les malalties inflamatories de la via respiratoria superior i inferior (147).

Una de les dianes terapeutiques del tractament de les malalties inflamatories de les
vies aéries superiors son els eosinofils. De fet, la disminucié en el seu niumero, és a dir,
la seva apoptosi, és un dels mecanismes d’accid dels corticoides. Estudis en pacients
han establert que el tractament antiinflamatori amb corticoides, com el propionat de
fluticasona (99,101,148,149), el furoat de fluticasona (65,102,104) o el dipropionat de
beclometasona (149), redueix el nimero d’eosinofils presents en rentats nasals
(99,148), biopsies nasals (65,101), citologia nasal (104) i frotis nasals (102,149) de
pacients amb rinitis al-lergica, aixi com en la citologia nasal de pacients amb RSCaPN

(104).

En relaci6 amb els antihistaminics, alguns estudis han valorat I'efecte d’aquests
farmacs en els nivells d’eosinofils. Un treball ha descrit que el nombre d’eosinofils,
presents tant en sang com en mucosa nasal, disminueix quan els pacients amb rinitis
al-lergica son tractats amb levocetiricina (117,150), rupatadina (150) o desloratadina
(117). També s’ha establert que I'Gs de desloratadina (151) o levocarcitina (119) en
pacients amb rinitis al-lergica redueix els nivells d’eosinofils en secrecions nasals. Un
altre estudi, malgrat no testar la preséncia o numero d’eosinofils, ha descrit que

I’azelastina redueix els nivells de proteina cationica dels eosinofils, resultant de
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I’activacié dels eosinofils, en les secrecions nasals de pacients amb polips nasals i

al-lergia a la pols (152).

En la cerca de literatura cientifica, no hem trobat estudis en pacients amb rinitis
al-lergica o RSCaPN on s’avalui I'efecte de I'MP-AzeFlu, o qualsevol terapia combinada

de corticoide i antihistaminic, sobre els eosinofils.

Aquestes dades evidencien un augment en el niumero d’eosinofils quan la malaltia esta
activa (99,101,104,146) i I'efecte dels corticoides (65,99,101,102,104,148,149) i
antihistaminics (117,150,151) en la seva reduccid. Tenint aixo en compte, els nostres
resultats serien representatius, en certa forma, amb el que s’observa en pacients. En
primer lloc, I'estimulacié de la inflamacid, ja sigui a través de la exposicid a al-lérgens
en pacients al-lergics o per estimul proinflamatori en el nostre estudi in vitro, a I’estudi
1, augmenta la preséncia i supervivencia dels eosinofils respectivament. En segon lloc,
el tractament amb corticoide i antihistaminic inhibeix aquest efecte, tant en pacients

com en els models cel-lulars emprats en aquesta tesi.

En l'estudi 1 de la tesi s’"ha demostrat que la supervivencia dels eosinofils augmenta
per l'estimul proinflamatori hECM. Aquest efecte ja havia estat demostrat
(11,122,139), pel que Unicament representa una validacié del model in vitro que s’ha

emprat.

D’altra banda, els resultats de I'estudi 1 demostren que el propionat de fluticasona
redueix la supervivéncia dels eosinofils en el model in vitro. Tal i com ja havia estat
préeviament descrit, els corticoides presenten aquest efecte en el model d’inflamacio
eosinofilica in vitro, doncs diversos corticoides topics com ara el propionat de
fluticasona (139), el furoat de fluticasona (45), la budesonida (139), el furoat de
mometasona (11) o el dipropionat de beclometasona (11,139) inhibeixen aquesta
supervivencia induida. Altres grups de recerca també han descrit que el propionat de

fluticasona redueix la supervivencia de cultius primaris d’eosinofils (148). Per tant, les
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nostres dades se sumen a les ja existents i consoliden |'efecte antiinflamatori dels

corticoides.

A l'estudi 1, també demostrem que un antihistaminic com el clorhidrat d’azelastina
presenta un efecte antiinflamatori disminuint la supervivencia dels eosinofils en el
nostre model in vitro. Estudis previs havien demostrat que un altre antihistaminic com
la desloratadina també tenia aquest efecte (11,138); pero no havia estat demostrat
amb el clorhidrat d’azelastina in vitro, tot i que in vivo si que s’ha descrit aquest efecte
antiinflamatori de I'azelastina (152). Aquestes noves dades suggereixen que un
mecanisme d’accié del tractament de la rinitis al-lergica i la RSCaPN amb

antihistaminics es basaria en la reduccié de la supervivencia dels eosinofils.

Finalment, destacar que a I'estudi 1 establim un efecte superior de 'MP-AzeFlu en
comparacio als farmacs individualment sobre la disminucid de la supervivencia dels
eosinofils quan s’aplica als cultius un corticoide, el propionat de fluticasona, i un
antihistaminic, el clorhidrat d’azelastina. Aquest efecte amb aquests dos farmacs no
havia estat préviament demostrat i Unicament existeix un estudi realitzat pel nostre
grup en el mateix model d’inflamacid eosinofilica in vitro en que es demostra que un
altra combinacié d’un corticoide, el furoat de mometasona, i un antihistaminic, la

desloratadina, també presenta un efecte superior als farmacs de forma individual (11).

Aixi doncs, els resultats obtinguts en aquesta tesi podrien explicar un dels mecanismes
de la eficacia clinica superior de I'MP-AzeFlu, en comparacié als farmacs en
monoterapia, ja que hem observat que el tractament amb MP-AzeFlu redueix la
supervivencia dels eosinofils in vitro significativament i de forma superior a la

monoterapia.
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INTERLEUCINA 6

La IL-6 és una citocina proinflamatoria amb un paper rellevant en la patogenesi de la
rinitis al-lergica i la RSC ja que intervé en diferents aspectes de la resposta immunitaria,
com ara estimulant els limfocits T, induint |la diferenciacié terminal dels limfocits B i
estimulant la produccié d'immunoglobulines (105). De fet, s’ha establert que els nivells
d’IL-6 son superiors en biopsies nasals (103,153,154) i PBMCs (155) de pacients amb
RSC (103,153-155), en comparacid6 amb controls. S’ha observat també que IL-6
augmenta significativament en rentats nasals (146) i secrecions nasals (99,156,157)
després de la exposicié als al-lergens clinicament rellevants en pacients amb rinitis

al-lergica.

Considerant la IL-6 com a diana terapeutica s’Tha demostrat ampliament que els
corticoides redueixen I'expressid d’aquesta citocina. Diversos estudis han demostrat
I’efecte inhibidor dels corticoides com el la propionat de fluticasona (99,157) o la
prednisona (103) en I'expressié d’IL-6 en secrecions nasals de pacients amb rinitis

al-lergica (99,157) i biopsies nasals de pacients amb rinosinusitis cronica (103).

A la literatura hi ha molt poques evidéncies d’estudis in vivo en rinitis al-lergica que
valorin l'efecte dels antihistaminics en la secrecid d’IL-6. Per exemple, un estudi
realitzat en pacients amb rinitis al-léergica ha descrit que la desloratadina provoca una

reduccio en els nivells d’IL-6 en el serum d’aquests pacients (118).

A la literatura hi ha estudis que valoren |'efecte de la combinacié d’antihistaminics i
corticoides. Un d’ells va reportar que el tractament amb una combinacié de clorhidrat
d’azelastina i budesonida produia una reduccié d’IL-6 en sérum de pacients amb rinitis
al-lergica (158). Un altre ha observat un descens en els nivells d’IL-6 en sérum de
pacients amb rinitis al-lergica quan s’empra la combinacié d’un antihistaminic i un
corticoide, ja sigui budesonida amb loratadina o furoat de mometasona amb loratadina

(159).

Aquestes dades evidencien un augment en la concentracio d’IL-6 quan la malaltia esta
activa aixi com un efecte inhibidor dels corticoides, antihistaminics i la seva
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combinacid. Tenint aix0 en compte, els nostres resultats dels estudis 1 i 2 podrien ser
representatius de la patogenia de la rinitis al-lergica, doncs I'estimulacié de la
inflamacid, ja sigui a través de la exposicid a al-lergens en pacients al-lergics o per
estimul proinflamatori en els estudis in vitro, augmenta la secrecié d’IL-6 i I'Us dels

farmacs la redueix .

En els estudis 1 i 2 de la tesi es mostra que la secrecid d’IL-6 augmenta sota I'estimul
proinflamatori en cél-lules epitelials i fibroblasts, respectivament. Aquest resultats sén
coherents amb els estudis préviament publicats, doncs hi ha una gran quantitat
d’articles que han estudiat I'efecte d’un estimul proinflamatori en I'expressid i secrecioé
d’IL-6. Més concretament, s’ha establert que I'expressiod i secrecié d’IL-6 augmenta
significativament tant si s’aplica serum bovi fetal (11,45,122,138,141) com antigens
d’acars (160) en cultiu primari de cel-lules epitelials, aixi com IgE en mastocits (161),
TNF-a en la linia cel-lular A549 (162) o IL-17A en cultiu primari de cel-lules epitelials
(163). També, en cultius primaris de fibroblasts, s’ha descrit aquesta induccié d’IL-6 per
part d’un estimul proinflamatori (164). Les nostres dades, juntament amb les d’aquests
estudis, podrien indicar que la IL-6 participa en la inflamacié nasal ja que s’ha vist
augmentada en multitud de models que inclouen una diversitat d’estimuls

proinflamatoris.

En els resultats dels estudis 1 i 2 d’aquesta tesi es demostra que el tractament amb
propionat de fluticasona disminueix la secrecid d’IL-6 per part de dues cel-lules
estructurals nasals com sén les cel-lules epitelials i els fibroblasts. Altres estudis han
descrit I’efecte antiinflamatori del tractament amb corticoides sobre I'expressio d’IL-6.
D’una banda, en cultius primaris de cél-lules epitelials s’"ha inhibit la secrecié d’IL-6 per
part del propionat de fluticasona (165), el furoat de fluticasona (45), el furoat de
mometasona (11), la budesonida (141) i la dexametasona (160). D’altra banda, el

propionat de fluticasona en cultius primaris de fibroblasts nasals inhibeix la secrecié
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d’IL-6 (164). Aquest mateix efecte s’ha descrit per part de la dexametasona a la linia de

cel-lules alveolars A549 (162).

A l'estudi 1 d’aquesta tesi també es presenta un efecte inhibidor per part del clorhidrat
d’azelastina sobre la IL-6 en els cultius de cel-lules epitelials. Alguns estudis han descrit
que la desloratadina (11,138) en cultius primaris de cél-lules epitelials, el clorhidrat
d’azelastina en mastocits (161) i la rupatadina en la linia cel-lular de mastocits HMC-1
(166) redueixen I'expressid d’IL-6. El nostre estudi, a diferéncia dels que trobem a la
literatura, ha testat I'efecte del clorhidrat d’azelastina en el cultiu primari de cél-lules
epitelials nasals; i de forma similar als estudis mencionats, també presenta una

reduccio dels nivells d’IL-6.

En relacié a la terapia combinada, a I'estudi 1 demostrem un efecte antiinflamatori
superior de I‘MP-AzeFlu sobre la secrecidé d’IL-6 en comparacié al propionat de
fluticasona o el clorhidrat d’azelastina en monoterapia, en el cultiu primari d’epitelials.
Aquest efecte amb aquesta combinacid de farmacs no havia estat previament
demostrat i Unicament hi ha un estudi realitzat pel nostre grup en el mateix model in
vitro en el que es detalla que la combinacié d’un corticoide, el furoat de mometasona,
i un antihistaminic, la desloratadina, també presenta un efecte superior al dels farmacs

per separat (11).

Aixi doncs, es podria deduir que aquesta és una de les dianes on actua el tractament,
ja que tant els corticoides com els antihistaminics regulen els nivells d’IL-6. Es més, els
resultats obtinguts en aquesta tesi podrien explicar un dels mecanismes de la major
eficacia clinica de I’'MP-AzeFlu ja que hem demostrat que el tractament amb MP-AzeFlu

redueix la secrecié d’IL-6 significativament i de forma superior a la monoterapia.
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INTERLEUCINA 8

La IL-8 té una potent activitat sobre els neutrofils i pot provocar també ['alliberament
d'histamina de basofils i I'atraccio d’eosinofils (106,167). Diversos grups han estudiat
I’expressié d’IL-8 en les patologies respiratories i han descrit que la IL-8 es troba
augmentada tant en mostres de polips nasals en pacients amb RSCaPN a les regions
europees (55,72) com en secrecions nasals de pacients amb RA després de |'exposicid
a al-lergens (99,156,157,168). En canvi, un estudi no va detectar cap augment

significatiu dels nivells d’IL-8 en rentats nasals de pacients exposats a al-lergen (146).

De forma similar al que succeeix amb la IL-6, la IL-8 és una altra de les dianes
terapeutiques del tractament de la rinitis al-lérgica i la rinosinusitis cronica. Malgrat
gue hi ha multitud d’estudis que han descrit nivells elevats d’IL-8 en les malalties
inflamatories de les vies respiratories superiors, molts pocs estudis han valorat I'efecte
del tractament sobre IL-8 per a aquestes patologies. Existeixen dos estudis que
determinen que el tractament amb propionat de fluticasona proporciona un descens
significatiu dels nivells d’IL-8 en les secrecions nasals de pacients amb rinitis al-lergica

(99,157).

Pel que fa als estudis in vivo sobre I'efecte dels antihistaminics en IL-8, hi ha poca
literatura al respecte. Un estudi realitzat en pacients amb rinitis al-lérgica a Italia ha
pogut determinar que els nivells d’IL-8 en els rentats nasals d’aquests pacients

disminueixen significativament amb I'Us de levocetiricina (119).

La terapia combinada amb un corticoide i un antihistaminic també ha estat estudiada
en relacié amb els nivells d’IL-8. Un estudi ha establert que el tractament amb dues
combinacions, budesonida amb loratadina i mometasona amb loratadina, redueixen
els valors d’IL-8 que es troben en sérum de pacients amb rinitis al-lergica (159). En
aquest cas, no hi ha un grup de pacients amb monoterapia, de manera que no es pot
determinar si I'efecte de la combinacid és superior a la monoterapia amb el corticoide

o I'antihistaminic.
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De forma similar a la IL-6, es detecta un augment d’IL-8 quan la inflamaci6 esta activa,
tant en estudis en pacients com en els nostres experiments in vitro, i una reduccié
d’aquesta expressid per part del tractament amb corticoides, antihistaminics i el
tractament combinat d’ambdds farmacs. Els nostres resultats exemplifiquen el que té

lloc in vivo en pacients amb rinitis al-lergica i RSC.

En dos dels estudis d’aquesta tesi, estudis 1 i 2, s'observa que els nivells d’IL-8
augmenten en presencia d’un estimul proinflamatori en cel-lules epitelials i fibroblasts.
En els estudis in vitro, de forma semblant al que passava amb IL-6, hi ha un gran nimero
d’investigacions que estudien I'expressié d’'IL-8 en models d’inflamacid respiratoria.
L’estimul proinflamatori, ja sigui serum bovi fetal (11,45,122,138,141) en cultius
primaris de cél-lules epitelials o TNF-a en la linia de cel-lules alveolars A549 (162),

estimula la produccié i secrecié d‘IL-8.

Els estudis 1i 2 han establert |'’efecte antiinflamatori del propionat de fluticasona sobre
I’expressié d’IL-8. En cultius primaris de cel-lules epitelials, I'aplicacié de furoat de
fluticasona (45), budesonida (141), dexametasona (160,162) o furoat de mometasona
(11) redueixen la secrecid induida d’IL-8. De la mateixa manera, la dexametasona en
cultius de la linia cel-lular A549 (160,162) aconsegueix el mateix efecte en la IL-8.
Mentre que la majoria dels estudis valoren I'efecte antiinflamatori del tractament en
la secrecid induida d’IL-8, un estudi determina que el propionat de fluticasona redueix
la secrecid basal d’IL-8 sense haver-la induit previament amb cap estimul

proinflamatori (165).

En aquesta tesi, I'estudi 1 valora I'efecte d’un antihistaminic, el clorhidrat d’azelastina,
sobre la IL-8. No només els corticoides tenen un efecte inhibidor en la secrecié d’IL-8,
sind que els antihistaminics, com la desloratadina en cultius primaris de cel-lules
epitelials (11) o la rupatadina en la linia cel-lular de mastocits LAD2 (166), també
presenten aquest efecte inhibidor. No obstant, en un estudi previ del nostre grup, no

es va aconseguir trobar aquest efecte de la desloratadina en la reduccié d’IL-8 (138).
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Tant a I'estudi 1 com a I'estudi 2 hem observat I'efecte antiinflamatori d’'MP-AzeFlu,
perd no hem pogut identificar un efecte superior de la formulacié, en comparacié amb
el propionat de fluticasona o el clorhidrat d’azelastina en monoterapia. Pel que fa a la
terapia combinada, cal destacar que un estudi ha valorat I'efecte de I'dUs combinat d’un
corticoide, el furoat mometasona, i un antihistaminic, la desloratadina, i no s’han
observat diferencies significatives, en comparacié amb la monoterapia, en la reduccié
d’IL-8 (11). Aquestes dades, malgrat tractar-se d’'una combinacié de farmacs diferent a
la que hi ha en I’'MP-AzeFlu, concorden amb I'efecte que nosaltres hem descrit en

aquesta tesi.

Amb tot plegat, es podria interpretar que IL-8 intervé en I'accid del tractament ja que
aquest inhibeix la secrecié induida d’IL-8. En el nostre cas, no nomes en cultiu primari
de cel-lules epitelials siné també en cultiu primari de fibroblasts. Ara bé, les dades
d’aquesta tesi no suggereixen que sigui un dels responsables, almenys per si sol, del

superior efecte antiinflamatori de I’'MP-AzeFlu.

GM-CSF

El GM-CSF esta implicat en la maduracid, la quimiotaxi, la supervivencia i l'activacio
dels eosinofils (107,169); aixi com en la regulacié de la secrecié glandular en mucosa
nasal (145). Alguns dels estudis en pacients citats previament en aquesta discussio
també estudiaven la secrecié de GM-CSF en mostres nasals després de la provocacié
nasal amb al-lergen. Dos d’ells no van detectar cap canvi en els nivells de GM-CSF en
secrecions nasals després de la provocacié (99,146) mentre que els altres tres si que
van observar un augment de GM-CSF en secrecions nasals de pacients després de la

exposicié a 'al-lergen (101,156,157).

Dos estudis han definit I’efecte inhibidor del propionat de fluticasona sobre I'expressid

de GM-CSF (101,157). En un d’ells, el propionat de fluticasona redueix els nivells de
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GM-CSF en secrecions nasals després de I'exposicié a l'al-lergen (157); en canvi, I'altre
va detectar un descens en I'expressido de GM-CSF en el grup tractat amb el propionat
de fluticasona en comparacié amb el grup placebo (101). Aquestes dades suggeririen

gue GM-CSF esta implicat en I'efecte antiinflamatori dels corticoides.

A la literatura hi ha pocs estudis en pacients que analitzin |'expressié de GM-CSF sota
I’efecte dels antihistaminics. Un estudi presenta una tendeéncia a l'alga dels nivells de
GM-CSF després de I'exposicio a I'al-lergen i no s’observa cap efecte per part de la

fexofenadina (170).

A la cerca bibliografica no hem trobat cap treball en que s’estudii I'’efecte sobre GM-
CSF de la combinaci6 de dos farmacs, com per exemple un corticoide i un

antihistaminic, entre d’altres combinacions.

Amb totes aquestes evidencies, es podria dir que el GM-CSF participa més en |'efecte
dels corticoides que no pas en el dels antihistaminics ja que hi ha més treballs a la
literatura que relacionen el GM-CSF amb els corticoides que amb els antihistaminics.
No obstant, les troballes d’aquestes investigacions no son ampliament consistents i
presenten resultats oposats. A aquest fet, cal afegir la inexistencia de dades sobre la
terapia combinada. Per tant, caldria molta més recerca per establir el paper de GM-

CSF en relacié amb els corticoides i els antihistaminics.

En els estudis 1 i 2 d’aquesta tesi s’ha determinat que el GM-CSF augmenta sota
I’estimul proinflamatori tant en les cél-lules epitelials com en els fibroblasts. Diversos
estudis han demostrat que GM-CSF es troba sobreexpressat en cultius primaris de
cél-lules epitelials de persones que pateixen RSCaPN o de rinitis al-lergica (163) i que
I’estimulacid de la inflamacié amb serum bovi fetal (11,45,122,138-140) o IL-17A (163)
augmenta els nivells de GM-CSF en el sobrenedant de cultiu primari de cel-lules

epitelials.
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En aquesta tesi, tant en I'estudi 1 com en I'estudi 2, hem provat que el propionat de
fluticasona redueix la secrecié de GM-CSF induida per I'estimul proinflamatori en els
dos models in vitro. Multitud d’estudis han valorat I'efecte dels corticoides sobre el
GM-CSF. Semblant a I’efecte observat en la IL-6 i la IL-8, els corticoides redueixen tant
la secrecié induida de GM-CSF (11,45,139,140) com I'expressié basal de GM-CSF (165)

en cultiu primari de cel-lules epitelials.

L'estudi 1 també mostra un efecte antiinflamatori del clorhidrat d’azelastina en la
secrecié de GM-CSF. Altres tractaments, com la desloratadina (11,138), la fexofenadina
(171) o els antagonistes del receptor de leucotriens (122) també tenen un efecte

inhibidor de la secrecié de GM-CSF en cultiu primari de cel-lules epitelials.

Els valors de GM-CSF no han estat ampliament estudiats sota I'efecte de la terapia
combinada. Un estudi del nostre grup que avaluava la combinacié de furoat de
mometasona i desloratadina no va trobar un efecte superior d’aquesta combinacid
(11). Malgrat no haver-hi estudis in vitro que valorin I’efecte de I'MP-AzeFlu, les nostres
dades dels estudis 1 i 2 segueixen el mateix patré que I'estudi previ amb mometasona

i desloratadina.

Els resultats d’aquesta tesi concorden amb les investigacions préevies, tant pel fet que
el tractament inhibeix la secrecié induida de GM-CSF com pel fet que amb MP-AzeFlu
no trobem aquest efecte additiu que si s’observa clinicament en els pacients amb rinitis
al-lergica. Aixi doncs, els resultats suggeririen que el GM-CSF és un dels responsables
de I'efecte antiinflamatori del tractament pero que I'efecte superior de MP-AzeFlu no

estaria relacionat, almenys directament, amb el GM-CSF.

GENS ANTIINFLAMATORIS (GILZ, MKP-1 i TTP)

El MKP-1 és un factor antiinflamatori que suprimeix |'activitat de les proteines quinases

activades per mitogens (MAPK) implicades en els mecanismes moleculars dels
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processos inflamatoris (172,173). L'expressio de GILZ es redueix o fins i tot esta absent
en multitud de trastorns inflamatoris, com la RSCaPN, indicant el seu paper rellevant
en les malalties inflamatories (174). Finalment, el TTP regula les respostes
inflamatories ja que desestabilitza i degrada I’ARNm de diversos mediadors

proinflamatoris com el GM-CSF o la COX-2 (175,176).

Pel que fa a aquests gens antiinflamatoris, no hem trobat a la literatura cap treball en

pacients que estudii I'expressio d’aquests mediadors en relaciéo amb les patologies que
tracta aquesta tesi. En certa forma, es tracta d’un fet que no ens hauria de sorprendre
gaire ja que, a diferencia dels mediadors discutits previament, la deteccié d’aquests

gens és molt complexa de realitzar in vivo.

L’estudi 3 d’aquesta tesi estableix que els tres tractament regulen a I'al¢a I'expressio
génica de GILZ i MKP-1, mentre que només I'MP-AzeFlu i el propionat de fluticasona
han demostrat |la capacitat d’augmentar els nivells d’ARNm de TTP. De forma similar
previament s’havia descrit en el nostre grup de recerca que el corticoide dexametasona
induia I’expressid génica i proteica de GILZ i MKP-1 (177). A diferéncia del que s’ha
descrit anteriorment, hem determinat que I'MP-AzeFlu té un efecte superior, en

comparaciéo amb la monoterapia, en la induccié de I'expressid genica de GILZ.

Un estudi in vitro ha observat que el propionat de fluticasona augmenta
significativament els nivells de proteina d’'MKP-1, i de forma no significativa els de
I’ARNm, en cel-lules de muscul llis de bronquis (178). Una altra recerca ha confirmat
I'augment de |'expressié génica de MKP-1 per part del corticoide budesonida,
I’antihistaminic clorhidrat d’azelastina i la combinacié d’ambdds en cultiu primari de
cél-lules epitelials (179). També s’ ha demostrat que la dexametasona i la budesonida
augmenten els nivells d’'MKP-1 no significativament en la linia cel-lular A549 i en
bidopsies de mucosa de bronquis de pacients amb asma, respectivament (180). Altres

estudis han descrit que la dexametasona augmenta I'expressié d’MKP-1 en cultius
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primaris de cel-lules epitelials de polips nasals (181) i de fibroblasts de mucosa i polips

nasals (177).

D’altra banda, la dexametasona i la budesonida augmentaren I'expressido de GILZ
significativament en la linia cel-lular A549 i en biopsies de mucosa de bronquis de
pacients amb asma (180), mentre que el nostre grup va definir també I'efecte de la
dexametasona en la induccié de GILZ en cultius primaris de fibroblasts de mucosa i

polips nasals (177).

Dos estudis més han determinat que els corticoides budesonida i dexametasona
augmenten els nivells de TTP en cel-lules epitelials bronquials (182) i en la linia cel-lular

A549 (183).

Algunes de les discrepancies entre els nostres resultats i els de la literatura podrien
explicar-se ja que el nostre disseny experimental utilitza un model cel-lular i uns
farmacs diferents als que s’han testat en aquests altres estudis. No obstant, cal molta
més recerca per esclarir i detallar I'efecte dels corticoides, antihistaminics i la seva

combinaciod sobre I'expressid d’aquests gens antiinflamatoris.

D’acord amb els nostres resultats, la regulacid positiva de I'expressié genica de GILZ,
MKP-1 i TTP en el nostre model in vitro podria explicar I'efecte antiinflamatori d’MP-
AzeFlu i suggeriria alguns dels mecanismes moleculars d'accié de ’'MP-AzeFlu en la
inflamacié de les vies respiratories superiors, tant per a la rinitis al-lérgica com per a la
RSCaPN. Addicionalment, I'efecte superior de I'MP-AzeFlu, respecte a la monoterapia,
observat en els nivells d’ARNm de GILZ podria ser una de les explicacions per a la seva
superior eficacia clinica. Ara bé, donat que no hem trobat altres estudis que testin
aquesta formulacid in vitro, caldria dur a terme més investigacions en aquest sentit per

tal de confirmar les troballes d’aquesta tesi.
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METABOLISME DE L’ACID ARAQUIDONIC

La PGE; i la COX-2 son mediadors claus, pertanyent a la familia dels eicosanoids, dels
processos inflamatoris perque augmenten la produccié de citocines i anticossos

relacionats amb la inflamacié de tipus 2 (184).

Alguns estudis han demostrat que la COX-2 no es detecta (185) o els seus nivells no
augmenten (186) en biopsia de pacients amb rinitis al-lergica. Un altre treball,
comparant pacients amb rinitis al-lergica i voluntaris sans, ha identificat en canvi, valors
de PGE; augmentats en sang periféerica i una disminucié del receptor EP2 en cel-lules

CD4+ en pacients amb rinitis al-lergica(187).

Pel que fa a l'efecte del tractament, un estudi ha mostrat que el propionat de
fluticasonai la cetiricina redueixen els valors de PGE; en les secrecions nasals i el serum
de pacients amb rinitis al-leérgica (100). Altres estudis han descrit en teixits de polips
nasals que la mizolastina (188), la terfenadina (189) i la desloratadina (120) redueixen
també I'expressié de mediadors del metabolisme de I'acid araquidonic com LTC4, LTD4
i LTBs. Un d’aquests estudis també ha determinat que la mizolastina no inhibia
I’expressié de PGD; (188). No obstant, no hem trobat a la literatura treballs que
relacionin I'efecte del tractament combinat d’un corticoide juntament amb un

antihistaminic amb els mediadors de I'acid araquidonic.

En I'estudi 4 hem observat que la IL-1B, com a estimul proinflamatori, indueix
I’expressié genica i proteica de la COX-2 i la secrecié de PGE,. Un estudi realitzat en una
linia cel-lular de cel-lules epitelials va descriure que I'estimul proinflamatori augmenta

els nivells de COX-2 i PGE; (162).

En aquesta tesi, I'estudi 4 demostra que el propionat de fluticasona inhibeix I'efecte
inductor de I'estimul proinflamatori sobre COX-2 i PGE;. Un estudi in vitro ha descrit
aquest mateix efecte amb la dexametasona en la linia cel-lular A549 (162). Malgrat que

aquest estudi es va realitzar en una linia cel-lular i que I'estimul proinflamatori i el

123



DISCUSSIO

corticoide eren diferents als que nosaltres hem emprat, els nostres resultats sén
coherents amb aquestes troballes previes. En els dos casos I’estimul proinflamatori va
induir la expressio tant de COX-2 com PGE; i no només aixo sind que els corticoides
emprats, dexametasona i propionat de fluticasona, tenen la capacitat d’inhibir

I’'esmentada induccio de COX-2 i PGE;.

L'estudi 4 d’aquesta tesi presenta I'efecte del clorhidrat d’azelastina sobre COX-2 i
PGE;. Altres estudis han analitzat també I'expressié d’aquests eicosanoids. El primer
descriu que el clorhidrat d’azelastina és capag¢ de reduir significativament la secrecié
induida per IL-1B de PGE; en cultius primaris de fibroblasts cutanis (190). El segon,
realitzat també pel nostre grup, estableix que I'estimulacié de fibroblasts amb IL-1B
incrementa |'expressié de COX-2 i la secrecié de PGE;, de manera significativa en la

mucosa nasal i més lleugerament en polips nasals (144).

No hi ha dades a la literatura sobre la terapia combinada en models in vitro per a
aquests mediadors de I'acid araquidonic. No obstant, hi ha un treball realitzat en un
model de rinitis al-lérgica en ratolins on estudien I'efecte de la terapia combinada, ja
sigui loratadina i fluticasona o bé loratadina, fluticasona i antileucotrie, sobre
I’expressié d’eicosanoids (191). En aquest treball, descriuen I'efecte inhibidor del
tractament combinat, tant doble com triple, en I’expressié d’aquests eicosanoids (191).
Les diferencies d’aquest estudi amb el nostre son abundants; pero malgrat emprar un
model diferent i estudiar eicosanoids diferents, els dos treballs presenten una reduccié

dels eicosanoids amb el tractament combinat.
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FORTALESES | LIMITACIONS

En relacid a les fortaleses d’aquesta tesi podriem destacar: 1r) estudiem el mecanisme
d’accié tant de I'MP-AzeFlu com dels seus components, propionat de fluticasona i
clorhidrat d’azelastina, en monoterapia; 2n) emprem models d’inflamacié nasal

corresponents tant a la rinitis al-lergica com a la RSCaPN.

En primer lloc, testar 'MP-AzeFlu en comparacié al propionat de fluticasona i al
clorhidrat d’azelastina ens permet no només coneixer l'efecte d’MP-AzeFlu en
comparaciéo amb |'estat basal, sind també poder determinar un possible efecte additiu
o potenciador de la combinacié respecte a la monoterapia. De fet, hem pogut observar
gue aquest efecte superior es déna en la supervivencia d’eosinofils, la secrecidé d’IL-6 i

I’expressio de GILZ.

En segon lloc, els models que hem fet servir corresponen a la inflamacié nasal i més
concretament a inflamacio de tipus 2. Aquests models, especialment el que simula
inflamacié eosinofilica, ofereixen els primers indicis a que la formulacié estudiada
pugui ser efectiva tant en la RSCaPN com en la rinitis al-lérgica no sols clinicament siné
de forma mecanistica. Aixo constitueix un gran avantatge ja que, amb la realitzacio
d’estudis addicionals que confirmin les nostres troballes, podria ampliar-se en el futur
la indicacié d’us de I’'MP-AzeFlu a d’altres malalties, com la RSC amb (RSCaPN) o sense

(RSCsPN) polips nasals, sobretot amb una inflamacio de tipus 2.

Actualment hi ha molt pocs estudis que avaluin I'efecte de I'MP-AzeFlu en models in
vitro. Aixo suposa una dificultat ja que no tenim referéncies previes per contrastar les
nostres dades. Perdo aquest fet és a la vegada una gran oportunitat ja que ens ha
permes fer una recerca innovadora en aquest camp i ser dels primers grups que
proposen possibles mecanismes d’accié antiinflamatoria de I’'MP-AzeFlu. Ampliar el
coneixement del mecanisme d’accid d’aquesta formulacié és essencial per tal

d’identificar les vies que li proporcionen una major eficacia clinica.
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Pel que fa a les principals limitacions d’aquesta tesi, podriem incloure: 1r) la
discrepancia entre els resultats de I'expressié genica (ARNm) i proteica que trobem,
com per exemple en el GILZ o I'EP2; 2n) les concentracions de farmacs emprades que
son més altes in vitro i difereixen de les que s’empren a la practica clinica; 3r) I'Us de
models in vitro, en alguns casos de cel-lules estructurals (fibroblasts i epitelials), i les
poques dades disponible in vivo; i 4t) el desconeixement de I'endotip (malgrat que si

del fenotip) dels pacients dels que s’obtenen les mostres.

D’una banda, es desconeix la causa de la discrepancia entre els nivells d’ARNm i
I'expressio proteica, perod probablement sigui el resultat d'un seguit d’esdeveniments
de regulacié que es produeixen entre la transcripcio de I'ARNm i la traduccié a
proteines. Aquesta discordanca es descriu freqientment a la literatura, ja que els
productes proteics i I'ARNm sdn passos individuals que s’engloben en un procés
molecular complex que implica la produccié, modificacié i degradacié de "ARNm,
productes intermedis i la traduccié a proteines (192). Estudis sobre la correspondeéncia
entre 'ARNm i la proteina a escala de tot el genoma han mostrat una mala correlacié

entre els nivells d'expressié de 'ARNm i del producte proteic (193).

D’altra banda, estem treballant en un entorn mecanistic tant pel que fa a la
concentracid dels farmacs com al model in vitro (cel-lules individualitzades). Hem fet
servir unes concentracions de farmac més altes que les corresponents a les dosis
cliniques per tal d’adaptar-les a les necessitats i caracteristiques dels nostres cultius
cel-lulars. No obstant, la proporcié emprada dels dos farmacs si que s’ha mantingut
d’acord amb la que trobem a la formulacid intranasal d’us clinic per tal de no magnificar
o disminuir 'impacte de cadascun dels farmacs. A més a més, I'is de models in vitro,
malgrat proporcionar diversos punts a favor com la reproductibilitat o la possibilitat de
testar alhora diverses condicions, presenta com a principal limitacié la peéerdua
d’interaccions cel-lulars que poden influir, a favor o en contra, en I'efecte que té el
farmac. A més a més, algun dels models emprats es basa en cel-lules estructurals
(epitelials o fibroblasts), cosa que condiciona I'extrapolacié de les dades a la practica

clinica.
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A part d’aixo, la rinosinusitis cronica amb polips nasals (RSCaPN) presenta endotips
diversos i complexos que inclouen, fins i tot, patrons mixtes (9,19). En els estudis
d’aquesta tesi no es va avaluar el perfil inflamatori (endotips) dels pacients dels que
s’obtenien les mostres. Tanmateix, seria raonable suposar que |'endotip correspon
principalment (>80%) amb un patré inflamatori tipus 2 ja que la nostra mostra es basa
en poblacid catalana (194) on la majoria dels casos de RSCaPN presenten un endotip
d’inflamacié T2 com a d’altres paisos occidentals (16,19,23) De fet, dades recents
indiquen que el 84% dels pacients que pateixen RSCaPN a Catalunya tenen un endotip
T2, enfilant-se fins al 87% i 91% en casos de RSCaPN greu i RSCaPN amb diverses

comorbiditats respiratories, com I'asma i I'EREA, respectivament (194).

Per tal de resoldre les incognites i incerteses derivades de les limitacions que presenta
aquesta tesi, caldria realitzar més estudis. En primer lloc, seria molt util fer servir
models més semblants al context fisiologic. Podriem estar parlant de cultius de cél-lules
inflamatories, cultius d’interfase aire-liquid o de I'Us d’explants pero també d’estudis
en pacients amb rinitis al-lergica o RScaPN emprant mostres biologiques humanes
(sang, orina, secrecions i biopsies de teixits nasosinusals). En tots aquests casos
s’aconseguiria incloure I'element d’interaccions cel-lulars que a la nostra recerca
mecanistica in vitro li ha mancat. En futurs estudis, també seria de gran interées estudiar
I’endotip inflamatori dels diferents fenotips de pacients que hi participin. D’aquesta
forma es podria coneixer el patré inflamatori predominant i, inclus, cercar possibles

diferéncies o trets caracteristics i respostes al tractament per als diferents endotips.
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1. L'MP-AzeFlu redueix la secrecié dels mediadors proinflamatoris interleucina 6,
interleucina 8 i factor estimulador de colonies de granulocits i macrofags, induida
per I'estimul proinflamatori, en cultius primaris de cel-lules epitelials i de fibroblasts
de mucosa nasal i polips nasals.

2. LU’MP-AzeFlu mostra un efecte inhibidor significativament superior al dels farmacs
en monoterapia en la reduccié d’interleucina 6 en el cultiu primari de cel-lules
epitelials de mucosa nasal i polips nasals.

3. L'MP-AzeFlu disminueix la supervivencia dels eosinofils, induida per I'estimul
proinflamatori, i ho fa de forma significativament superior que els farmacs en
monoterapia.

4. L'MP-AzeFlu indueix I'expressid dels mediadors antiinflamatoris glucocorticoid-
induced leucine-zipper, proteina quinasa fosfatasa activada per mitogens 1 i
tristetraprolina en cultius primaris de fibroblasts de mucosa nasal i polips nasals.

5. U'MP-AzeFlu incrementa |'expressié genica del glucocorticoid-induced leucine-
zipper de forma significativament superior als farmacs en monoterapia.

6. L'MP-AzeFlu modifica el metabolisme de I'acid araquidonic, augmentant
I’expressié génica del receptor 2 de prostaglandina E; i reduint I'expressid genica i
proteica de la ciclooxigenasa 2 i la secrecid de prostaglandina Ez en cultius primaris
de fibroblasts de mucosa nasal i polips nasals.

7. Lasuperior eficacia clinica de I'MP-AzeFlu podria estar relacionada amb la inhibicio
de lainterleucina 6 i la reduccid de la eosinofilia, aixi com I'augment de I'expressio
de glucocorticoid-induced leucine-zipper.

8. L'MP-AzeFlu podria tenir un efecte antiinflamatori en altres malalties inflamatories
de les vies respiratories superiors ja que actua en mediadors caracteristics de la

fisiopatologia de la inflamacid de tipus 2.
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