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Resum Tesi Doctoral Introduccié

Introduccio.

D’entre totes les estructures que composen el tracte respiratori, el
nas a través de la mucosa nasal, és I'0Organ encarregat de la
preparacié del moc inhalat mitjancant la filtracio, I'escalfament i la
humidificacié6 d’aquest abans que arribi als pulmons, exercint
d’aquesta manera una accidé protectora sobre les vies aéries vers
agents irritants i patogens. Per tal de desenvolupar aquesta tasca, la
mucosa nasal, concretament [I'epiteli i les glandules submucoses
d’aquesta, secreta moc i alhora promou l'aclariment mucociliar a
través del seu epiteli ciliat, el qual es troba submergit en les
secrecions nasals. Aixi, la capa de moc que recobreix la mucosa
respiratoria proporciona una barrera defensiva enfront a agents
nocius i patogens i participa en la resposta de la mucosa en processos
d’inflamacio i infeccidé. EI moc respiratori esta constituit per aigua,
ions, secrecions pulmonars, trasudats de proteines del sérum,

proteines antimicrobianes i glicoproteines mucoses (mucines) (1).

Les mucines, component macromolecular principal del moc, sén
glicoproteines d’alt pes molecular responsables de la viscoelasticitat i
adhesivitat del moc. Aquestes son produides principalment per les
cel-lules caliciformes de [I'epiteli i per les cél-lules mucoses de
glandules submucoses. Fins ara, 20 gens que codifiquen per mucines
han estat descrits i subdividits en dos grups principals: mucines
secretades i de membrana (2). Concretament, MUC2, MUCS5AC,
MUC5B, MUC6-MUC9 i MUC19 s6n mucines secretades i MUC1, MUC3,
MUC4, MUC11-MUC13, MUC17, MUC18 y MUC20 s6n mucines de
membrana, caracteritzades per un domini transmembrana i una cua
citoplasmatica curta. La resta de mucines (MUC15 i MUC16) no han
estat encara caracteritzades. Tot i que 8 d’aquestes mucines es

troben normalment expressades en vies respiratories (3-5), només
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MUCS5AC i MUC5B han estat descrites com a mucines predominants a

les secrecions respiratories humanes (6, 7).

Tot i que ambdds tipus de mucines (de membrana i secretades)
comparteixen una caracteristica comuna en la seva estructura
proteica, que consisteix en la preséncia de diverses repeticions en
tandem de regions rigues en residus de serina i treonina altament
glicosilats, aquestes presenten diferéncies estructurals que
determinaran en cert grau la seva funcionalitat. Aixi, les mucines
secretades semblen estar implicades en la funcidé protectora de la
mucosa mentre que les de membrana jugarien un paper important en
cascades de transduccié6 de senyal relacionades amb adhesio,

migracio i proliferacio cel-lular.

En general, en patologies respiratories s’ha trobat un increment en
la expressié de mucines respecte teixits sans. Aquest fet pot explicar-
se per moltes causes diferents, pero les 3 principals soén: 1)
I'increment en el nombre de cel-lules productores de mucines
(caliciformes i mucoses) que es déna en malalties respiratories com
ara la poliposi nasal i I'asma; 2) la gran quantitat de cél-lules i
mediadors inflamatoris presents en les patologies respiratories; i 3) la
preséncia de patogens en les vies respiratories inflamades. Tots
aguests factors poden contribuir a la regulacié a I'alca de la produccio

i/ 0 secreci6 de mucines.

La poliposi nasal és una malaltia de vies respiratories superiors
que es troba frequentment associada a d’altres patologies
respiratories com ara la fibrosi quistica i 'asma. Aquestes malalties a
meés de compartir, entre d’altres simptomes, I'obstruccié nasal i la
hipersecrecié6 de moc, semblen presentar una composicid mucinica

anormal del moc en referencia a la quantitat, tipus i mida de les
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mucines (8-10). Aguests canvis podrien contribuir a les propietats
reologiques del moc del tracte respiratori, produint un moc
hiperviscds en el cas de la fibrosi quistica i I'asma, i un moc aquds en
el de la rinitis al-lérgica i la poliposis nasal. No obstant aixo, les
consequencies funcionals del moc amb composicié mucinica diferent

han estat poc estudiades.

Els glucocorticoides sén la primera linia de tractament de la
poliposi nasal i altres malalties inflamatories, i tot hi haver-se
demostrat la seva efectivitat reduint la mida i el component
inflamatori dels polips nasals (11, 12), la seva eficacia sobre
I’hipersecrecié mucosa present en malalties inflamatories del tracte
respiratori sempre ha causat controversies. Alguns estudis in vitro
han demostrat un efecte inhibidor dels corticoides sobre la secrecio
glandular bronquial humana, tant basalment com després
d’estimulaci6 amb agonistes colinérgics (13). En canvi, en altres
estudis realitzats in vivo en pacients rinitics, els corticoides
estimulaven la secrecié de mucines pero no de lactoferrina (14). Més
endavant es va demostrar que els corticoides reduien la secreci6
nasal i bronquial tant a nivell basal com després d’estimulacié amb
agonistes colinérgics (15) i citocines proinflamatories com IL-1p i

TNF-a (16) en mucosa nasal sana o inflamada.

Un dels objectius actuals en I'estudi de la secrecid mucosa i de la
regulacio dels gens MUC és investigar la relacié potencial entre els
seus patrons d’expressio, les seves propietats fisiologiques i les seves
manifestacions cliniques en patologies respiratories com ara la
poliposi nasal i I'asma. Es desconeix si les mucines i els gens que les
codifiquen tenen una expressid fenotipica diferencial en els polips
nasosinusals de les diferents patologies a les quals s’associen com

son la fibrosi quistica, lI'asma bronquial o la intolerancia als
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antiinflamatoris no esteroidals (AINES), i I'importancia que aixo pot
tenir quan a la gravetat dels simptomes o I'’evolucié de la malaltia. Es
desconeix també si I'expressié d’aguests gens pot ser modulada o no
per agents proinflamatoris (citocines, lipopolisacarid bacteria) i
antiinflamatoris (corticoides) en la mucosa nasosinusal sana i/o

patologica.

Amb els estudis que composen aquesta tesi, es pretén determinar
el paper dels gens MUC en I'etiologia de malalties com la poliposi
nasal i I'asma, veure si existeixen patrons de diagnostic definits, i
alhora investigar els mecanismes de regulacié d’aquests gens. Els
resultats d’aquests estudis contribuiran a augmentar el coneixement
de I'etiologia de la poliposi nasosinusal i obrira noves perspectives per
a la millora del tractament actual, donant la possibilitat de dissenyar
nous farmacs i noves estrategies de tractament per a la rinosinusitis
cronica i la poliposi nasosinusal, especialment en relaci6 a la

hipersecrecié mucosa que acompanya en aquestes malalties.

Gens MUC, Mucines i Moc 4



Resum Tesi Doctoral Hipotesi i Objectius

Hipotesi de treball.

A) Els diferents tipus de polips nasosinusals, en comparacio
amb la mucosa nasal sana, podrien presentar un patré fenotipic
d’expressid de gens MUC diferencial segons siguin polips bilaterals
simples o associats a d’altres patologies de la mucosa respiratoria
com son la fibrosi quistica, 'asma bronquial o la intolerancia als
antiinflamatoris no esteroidals (AINES), o inclus si es tracta de polips
unilaterals (polips antrocoanals). Els canvis en els patrons d’expressio
de mucines lligats a malaltia podrien explicar les diferéncies quant a
composicio i caracteristiques reologiques del moc, determinant els

tractaments adients per a cada patologia.

B) Els mediadors proinflamatoris que es troben incrementats en
la poliposi nasal i patologies associades (asma, intolerancia als
AINEs), i els farmacs antiinflamatoris que es fan servir per al
tractament d’aquestes malalties, podrien actuar a nivell génic
regulant I'expressi6 dels gens MUC i modificant aixi les
caracteristiques fisico-quimiques del moc respiratori, normalment

alterat en aquestes patologies.

Objectius Generals.

1) Caracteritzar I'expressiéo de mucines a nivell basal en mucosa

nasal humana sana i inflamada (polips nasals).

2) Analitzar I'expressio de mucines i la regulacié que exerceixen
els glucocorticoides sobre aquesta en pacients amb poliposi

nasal (in vivo) i en una linia cel-lular respiratoria (in vitro).
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Objectius Concrets.

Estudi 1. Estudiar I'expressi6 de mucines en mucosa nasal

humana sana i inflamada (polips nasals) a nivell basal.

1) Caracteritzar i comparar l'expressi6 de mucines (MUCL1,
MUC2, MUC4, MUCAC, MUC5B, MUC6, MUC7, MUC8) a nivell
epitelial i glandular en mucosa nasal sana i en polips nasals de
diferents origens (polips antrocoanals, polips bilaterals simples i
polips de pacients amb fibrosi quistica), i tant a nivell de gen
(hibridacié in situ) com de proteina (immunohistoquimica), per
tal d’esbrinar si hi ha patrons diferencials d’expressiéo de

mucines.

2) Estudiar el component inflamatori en els diferents tipus de
mucosa respiratoria nasosinusal, anteriorment esmentades, i
determinar si existeix una correlacié entre aquest i I'expressio

de mucines.

Estudi 2. Analitzar I'expressiéo de mucines i la seva regulacié per

glucocorticoides en mucosa nasal inflamada in vivo.

1) Avaluar i comparar I'expressi6 de mucines (MUC1, MUC4,
MUC5AC, MUC5B, MUCS8) a nivell epitelial i glandular en polips
nasals de pacients no asmatics, asmatics tolerants i asmatics
intolerants a l'aspirina, i avaluar I'efecte dels glucocorticoides

orals i intranasals sobre aquesta expressio.

2) Investigar I'efecte dels glucocorticoides sobre el nombre de
cél-lules productores de mucines (caliciformes de [I'epiteli i

mucoses de glandules submucoses) als grups de pacients
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estudiats i determinar si existeixen correlacions entre aguestes

i 'expressio de mucines.

3) Avaluar els simptomes nasals (obstruccid i rinorrea) en els
grups de pacients estudiats abans i després del tractament amb
corticoides i determinar si existeix una correlacié entre aquests

i 'expressio de mucines.

Estudi 3. Analitzar I'expressié de mucines, basal i induida per
agents inflamatoris, i la seva regulacié per glucocorticoides en una

linia cel-lular respiratoria.

1) Estudiar I'expressié del gen i la proteina de MUCS5AC i
MUCS5B a nivell basal i induit per la citocina proinflamatoria
interleucina-1p, i determinar I'efecte de la dexametasona sobre
ambdues expressions en cultius de cel-lules de la linia

mucoepidermoide de pulmo A549.

2) Determinar si I'efecte dels glucocorticoides sobre I'expressio
de mucines en cultius cel-lulars d’A549 es ddéna a nivell

transcripcional i/ o post-transcripcional.

Estudi 4. Estudi de revisi6 sobre l'expressi6 de mucines en

malalties respiratories que cursen amb rinitis.

1) Fer un recull bibliografic actualitzat sobre I’'expressiéo de
mucines en malaties respiratories de vies aeries superiors i
inferiors que cursen amb rinitis com ara la rinosinusitis cronica
amb o sense polips nasals, la rinitis al-lérgica, la fibrosi quistica

i 'asma.
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Material i metodes.

Estudi 1.

Poblacié d’estudi: L’expressid de gens MUC s’estudiara en

mucosa hasosinusal sana i inflamada (polips nasals) de diferents
origens: mucosa nasal sana (MN, n=12), polips nasals bilaterals de
pacients amb o sense asma i amb o0 sense tolerancia als AINEs (PN,
n=38), polips nasals bilaterals de pacients amb fibrosi quistica (PFQ,
n=10) i polips antrocoanals (PAC, n=11). La mucosa nasal sana
s’obtindra de pacients sotmesos a turbinectomia i els polips nasals de
pacients sotmesos a polipectomia per cirurgia endoscopica

nasosinusal.

Metodes: L’estudi de les mucines (MUC1, MUC2, MUC4,
MUC5AC, MUC5B, MUC6, MUC7 i MUC8) es realitzara per
immunohistoquimica (IHQ) en talls de teixit parafinat de 3 yum de
gruix amb anticossos especifics. Els gens MUC2, MUC4, MUC5AC i
MUCG6 s’analitzaran per hibridaci6 in situ (HIS) en talls RNase-free de
teixit parafinat. El contingut de cel-lules inflamatories (eosinofils,
limfocits, cél-lules plasmatiques i polimorfonuclears) dels teixits es
determinara en seccions tenyides amb hematoxilina-eosina.

Es realitzara una valoracié quantitativa en el cas de la IHQ i les
cel-lules inflamatories, i qualitativa en el cas de la HIS per
microscopia optica. El patré6 de reaccido es classificara en epiteli i
glandules i el nombre de cel-lules positives s’expressara com a
percentatge del nombre total de cél-lules (cel-lules comptades: 400).
La reactivitat es determinara per 2 observadors independents en un

doble cec, i es fara la mitjana d’ambdds resultats.
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Estadistica: Les dades d’expressio de mucines i de nombre de
cél-lules inflamatories s’expressara com a mediana i percentils 25-75
de ceél-lules positives respecte nombre de cel-lules totals i cel-lules
totals inflamatories, respectivament. El test estadistic no parameétric
U de Mann—Whitney es fara servir per a les comparacions entre
grups. L’analisi estadistic Rho de Spearman s’emprara per avaluar les
correlacions entre I'expressié de mucines i els marcadors inflamatoris
en els diferents teixits. La significancia estadistica s’establira en P<

0,05.

Estudi 2.

Poblacié d’estudi: S’inclouran pacients amb poliposi nasal
sense asma (n=13), amb asma i tolerancia als AINEs (n=11) i amb
asma i intolerancia als AINEs (n=8). Tots els pacients inclosos en
I’estudi presentaran una poliposi nasal greu segons l'escala de
Lildholdt (puntuacié mitja en test de Lildholdt: 2,7 de 3) (17) el qual

es basa en la mida del polip determinat per endoscopia nasal.

Disseny de I’estudi: Estudi prospectiu amb periode inicial de 4

setmanes sense tractament amb corticoides. Inici de I'estudi amb 2
setmanes de tractament amb corticoides orals (prednisona: 30 mg,
dosi unica diaria, decreixent) i intranasals (budesonida: 400 ug/12h),
seguit de 12 setmanes de tractament Unicament amb corticoides
intranasals. Les biopsies es recullen abans del tractament i a les 2 i
12 setmanes de tractament. Hi havia un grup control que no va rebre

tractament de la setmana O a la 2.
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Metodes: L’estudi de les mucines (MUC1l, MUC4, MUCS5AC,
MUCS5B, i MUCS8) es realitzara per IHQ en talls de teixit parafinat de
3um de gruix amb anticossos especifics. L’'estudi del nombre de
cél-lules caliciformes d’epiteli i cél-lules mucoses de glandules
submucoses (principals cel-lules productores de mucines) es fara
mitjancant la tincié blau d’alcia- acid periodic Schiff (AB-PAS). Es
realitzara una valoraciéo quantitativa de la IHQ i de la tincio AB-PAS
per microscopia optica. El patré de reaccid s’analitzara tant a nivell
epitelial com glandular, i els resultats s’expressaran com a
percentatge de cél-lules positives per nombre de ceél-lules totals (500
cél-lules comptades). La reactivitat es determinara per 2 observadors
independents en un doble cec, i es va fer la mitjana d’ambdoés

resultats.

La gravetat dels simptomes nasals es valorara de la seguent
manera: 0, assimptomatic; 1, lleu i sense repercussidé en l'activitat
diaria o en el dormir; 2, moderat i amb certa repercussio en I'activitat
diaria o en el dormir; 3, greu i amb repercussid en l'activitat diaria o

en el dormir.

Estadistica: Les dades d’expressi6 de mucines s’ expressaran
com a mediana i percentils 25-75 de cel-lules positives respecte
nombre de cél-lules totals. El test no parametric U de Mann—Whitney
es fara servir per a les comparacions entre grups independents, i el
de Wilcoxon per a les comparacions aparellades entre grups de
tractament (abans i després del tractament). ElI test Rho de
Spearman s’emprara per avaluar les correlacions entre I'expressio de
mucines i el contingut de cél-lules caliciformes i mucoses dels

diferents teixits, aixi com també per correlacionar expressié de
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mucines i simptomes nasals. La significancia estadistica s’establira en

P< 0,05.

Estudi 3.

Poblaci6 d’estudi: Cultius cel-lulars de la linia

mucoepidermoide pulmonar A549 en medi RPMI suplementat al 10%
de FBS a 37°C i 5% de CO,.

Disseny de l'estudi: A) Quan les cel-lules es trobin a

subconfluéncia en plaques de 6 pous, es deixaran 24h amb medi
sense FBS, i seguidament s’afegiran els diferents estimuls: IL-1p, 20
ng/ml; TNF-a, 20 ng/ml; LPS, 10 pg/ml; CKM, 10 ng/ml; MCh, 107°
M; FBS, 10%; i dexametasona, 10°® M sola o combinada amb IL-

1B. Es recolliran les cél-lules i els sobrenadants a 1, 6, 12 i 24h.

Métodes: Després de I'extracci6 de I’ARNm dels lisats de
cel-lules A549 I'estudi dels gens MUC5AC i MUC5B es fara per RT-PCR
a temps real. La quantificaci6 de 'ARNmM de mucines es realitzara
mitjancant els index d’expressido relativa (18) normalitzats amb
I’expressio del gen constitutiu de la B-actina. L’estudi de la secrecio
de mucines MUC5AC i MUCS5B es realitzara en els sobrenadants de
cel-lules A549 mitjancant la tecnica d’ELISA. Les dades de secrecio de
mucines s’extrapolaran a partir de la corba de I'estandard comercial
Mucins from Porcine Stomach type Il (Sigma), i cada condicié es

comparara amb el seu propi control (controls 6h, 12h i 24h).

Estadistica: Les dades d’expressi6 de mucines (ARNmM)
s’expressaran com a vegades de canvi respecte els corresponents

controls i representen les mitjanes de 3 experiments independents
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realitzats per triplicat. Les dades de secrecié de mucines (ELISA)
s’expressaran com a unitats arbitraries respecte l'estandard. Les
comparacions es realitzaran amb el test estadistic ANOVA d’un factor
i la prova post hoc test de Dunnet. La significancia estadistica

s’establira en P< 0,05.
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Resultats.

Estudi 1. Mucin genes have different expression patterns in
healthy and diseased upper airway mucosa. Clin Exp Allergy
2006; 36(4):448-57.

Amb el proposit de determinar si hi ha patrons d’expressio
especifics per a la poliposi nasal i les seves malalties associades, es
va analitzar I'expressié de mucines en mucosa nasal sana (MN) i en
polips nasals de diferents origens: polips nasals bilaterals (PN), polips
nasals de pacients amb fibrosi quistica (PFQ) i polips antrocoanals
(PAC). Es van emprar tecniques immunohistoquimiques per a la
deteccio de les mucines MUC1, MUC2, MUC4, MU5AC, MUC5B, MUCB6,
MUC7 i MUCS8, obtenint els seguents resultats: a) MUC1, MUC4 i
MUC5AC es van trobar altament expressades tant a l'epiteli de la
mucosa nasal sana com al dels polips nasals, mostrant un patrd
d’expressio similar en tots els tipus de polips nasals i diferent al
trobat a la mucosa nasal sana. Aixi, MUC1 (PN:85%, PFQ:90%,
PAC:80%) i MUC4 (PN:95%, PFQ:100%, PAC:100%) es trobaven
incrementades i MUCS5AC (PN:30%, PFQ:17,5%, PAC:22,5%)
disminuida en teixits patologics comparat amb el teixit sa (MUC1:
52,5%, MUC4:52,5%, MUC5AC:55%); b) MUC8 es va detectar en
grans quantitats tant a nivell epitelial com glandular, mostrant una
gran variabilitat entre grups; ¢) MUC5B es va detectar principalment
en glandules i la seva expressié fou superior en els teixits patologics
que en la mucosa nasal sana (MN:37,5%, PN: 65%, PFQ: 67%). A
més a meés, l'expressio de MUC5B es va trobar incrementada a

I’epiteli dels polips nasals de pacients amb fibrosi quistica (25%)
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respecte als polips nasals bilaterals (5%) i la mucosa nasal sana
(<5%); d) MUC2 presentava una expressiéo molt baixa, especialment
als polips antrocoanals, mentre MUC6 i MUC7 van ser escassament
detectats a tots els teixits.

Tant quant a la distribuci6 cel-lular i tissular, com a la quantitat
de mucines als diferents teixits, I'analisi de 'ARNm de MUC2, MUC4,
MUCS5AC i MUC6 per hibridacioé in situ va mostrar resultats similars als
trobats a nivell de proteina.

L’estudi de l'infiltrat de cél-lules inflamatories, ens va mostrar
un increment en el contingut eosinofilic dels polips nasals bilaterals
(25%) en comparacioé tant amb el teixit sa (5%) com amb els altres
teixits inflamats (PFQ:10%, PAC:10%). La resta de cel-lules
inflamatories analitzades (limfocits, cél-lules plasmatiques i
polimorfonuclears) no van presentar diferéncies significatives entre

teixits.

Estudi 2. Corticosteroid therapy increases membrane-tethered
while decreases secreted mucin expression in nasal polyps.

Allergy 2008 (en premsa).

Amb el proposit d’investigar la regulacio in vivo per corticoides
orals i intranasals sobre I’'expressio de mucines i les seves cel-lules
productores en polips nasals, es va realitzar un estudi prospectiu en
pacients amb poliposi nasal, els quals es van distribuir aleatoriament
en un grup control i un de tractatment (prednisona oral + budesonida
intranasal durant 2 setmanes, i1 budesonida sola durant 10
setmanes). Les biopsies de polip nasal es van obtenir abans i després
de 2 i 12 setmanes de tractament amb corticoides. Les mucines de

membrana (MUC1 i MUC4) aixi com les secretades (MUC5AC, MUC5B
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i MUC8) es van analitzar mitjancant immunohistoquimica obtenint els
seguents resultats: a) el tractament amb tandes curtes de prednisona
oral combinada amb budesonida intranasal va produir un increment
en l'expressi6 de mucines de membrana (MUC1l: de 70 a 98%;
MUC4: de 80 a 100%) comparat amb els nivells basals, especialment
en els polips de pacients amb asma tolerant; b) el tractament de
llarga durada amb budesonida intranasal va produir una regulacio a la
baixa de les mucines secretades comparat amb els nivells basals,
especialment MUC5AC a I'epiteli de pacients asmatics (de 40 a 5%), i
MUC5B a les glandules de polips nasals de pacients amb asma
tolerant (de 45 a 2,5%); c) després del tractament de 12 setmanes
amb budesonida intranasal la mucina soluble MUCS8 va incrementar a
I’epiteli de polips nasals de pacients no asmatics (de 10 a 75%) i a les
glandules dels asmatics tolerants (de 2,5 a 45%), comparats amb el
basal. En resum, els polips de pacients amb asma-tolerant van
mostrar els canvis més significatius en totes les mucines analitzades i
els de pacients no asmatics presentaven variacions en MUC1, MUC5B
i MUCS8. Els polips de pacients amb asma intolerant només van
presentar canvis en I'expressio de la mucina MUC5AC, mostrant
d’aquesta manera una certa resistencia al tractament corticoide.

Els corticoides van ser capacos de disminuir el nombre de
cél-lules caliciformes a I'epiteli i de cel-lules mucoses a les glandules
submucoses, aixi com també la rinorrea i l'obstruccidé nasal en
pacients amb polips nasals. La davallada en I'expressié de mucines
secretades, MUC5AC i MUC5B, després del tractament amb corticoids
es correlacionava amb la reduccio en el nombre de ceél-lules

caliciformes i mucoses, respectivament, aixi com també amb la
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disminucié de la rinorrea en pacients amb polips nasals després del
tractament corticoide.

Aquests resultats suggereixen que els corticoides, mitjancant la
reducci6 en el nombre de cel-lules productores de mucines i
consequentment en la produccié de mucines i la rinorrea, poden ser
considerats una terapia beneficiosa en el tractament de Ila
hipersecrecié6 mucosa present en els polips nasals, a excepcido dels
pacients amb triada de Widal els quals mostren una tendencia a la

resisténcia enfront el tractament corticoide.

Estudi 3. Dexamethasone decreases basal and IL-1B-induced
MUC5AC expression and secretion in A549 cells (en

preparacio).

Amb el proposit d’'investigar I'efecte dels glucocorticoides sobre
I’expressio dels gens de les mucines tant a nivell basal com en
condicions d’inflamacio, es van tractar cultius de ceél-lules A549 amb
diferents estimuls proinflamatoris i/o0 amb dexametasona. Les
cel-lules i els medis de cultiu es van recollir a les 1, 6, 12 i 24h
d’'incubacidé per tal de ser analitzats mitjancant RT-PCR a temps real
(ARNmM dels gens MUC5AC i MUC5B) i ELISA (proteines MUC5AC i
MUCBS5B), respectivament. Dels estimuls proinflamatoris que es van
testar (IL-1B, TNF-a, LPS, mescla de citocines, metacolina i sérum
fetal bovi) només la IL-1, la mescla de citocines i el séerum fetal bovi
van ser capacos d’induir I'expressié de ’ARNm de MUCS5AC. Cap dels
estimuls testats va regular I'expressio de ' ARNm de MUC5B. La IL-1pB
es va triar com a estimul proinflamatori en la resta d’experiments, ja
que va ser I'agent que va causar l'efecte proinflamatori més potent i

homogeni.
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La IL-1B va regular a I'alca I'expressi6 de MUC5AC de manera
depenent de dosi (0,1-20 ng/ml), tant a nivell dARNm com de
proteina, mostrant maxim efecte a les 6 i a les 24h, respectivament.
D’altra banda, la IL-1p no va causar cap efecte sobre I'expressio de
’ARNmM i la proteina de MUC5B. La dexametasona va regular a la
baixa de manera depenent de dosi (10°-10° M) I'expressié de
I’ARNmM i la proteina de MUCS5AC, a nivell basal i induit per IL-1p3, amb
efecte maxim després de 24h d’incubaci6. Tot i quée MUC5B no va ser
induida per la IL-1B, la dexametasona va ser capa¢ de disminuir
lleugerament I'expressi6 d’ARNmM de MUC5B a nivell basal, tant a les

12 com a les 24h d’incubaci6.

Estudi de revisié. Mucin gene expression in rhinitis
syndromes. Curr Allergy Asthma Rep 2006; 6(3):189-97.
[Revisid].

La rinitis i la rinosinusitis es troben frequentment associades a
d’altres malalties respiratories com ara I'asma, la fibrosi quistica i la
poliposi nasal. En aquestes malalties la hipersecreci6 de moc causa
obstruccié nasal i infeccié de les vies respiratories. Les mucines son el
component majoritari del moc i sOn responsables de les seves
propietats reologiques. Degut a que s’han trobat alteracions en els
patrons d’expressié de mucines a les malalties associades amb la
rinitis, les mucines han estat directament implicades en la formacio
de moc amb caracteristiques anormals, ja sigui de tipus hiperviscés o
aquos. Les mucines predominants a les secrecions respiratories sén
MUCS5AC i MUCS5B, i en diverses malalties respiratories s’han descrit
canvis tant en la seva quantitat com en la seva qualitat. En general,

I'expressi6 d’ambdues mucines s’ha trobat incrementada en
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patologies respiratories com ara l'asma, la rinitis al-lergica i la
poliposi nasal perd, en canvi, alguns estudis han demostrat una
disminucié d’aquestes a les secrecions de pacients amb fibrosi
quistica comparat amb les d’individus sans.

Els mecanismes involucrats en la regulacié de les mucines de
vies respiratories son diversos i depenents de la malaltia. En aquest
sentit, les citoquines, els factors de creixement i les cel-lules
inflamatories serien els principals agents implicats en la regulacié de
les mucines a l'asma i la poliposi nasal, enfront de la regulacio
exercida pricipalment per bacteris i els seus exoproductes en pacients
amb fibrosi quistica.

Un altre factor que podria ser essencial en el desenvolupament
d’'un fenotip hipersecretor seria I'apariciéo d’hiperplasia de cel-lules
caliciformes i [I'engrandiment de les glandules submucoses,
caracteristigues que d’altra banda han estat descrites en les malalties
anteriorment esmentades.

Tot i qué s’han assolit grans avencos en relaci6 a la
fisiopatologia de les malalties respiratories, incloent-hi la
hipersecreci6 mucosa, meés informacié es fa encara necessaria en
relacio a: a) la biologia cel-lular i estructural de les mucines i del moc,
tant en situacions fisiologiques com patologiques; b) la regulaci6 dels
gens MUC i la identificacié dels mediadors claus implicats en aquesta
regulacid; i ¢) el mecanisme que condueix a la hiperplasia de les

cel-lules caliciformes.
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Conclusions.

Els resultats obtinguts permeten treure les seguents conclusions:

1) Les mucines majoritaries tant a mucosa nasal sana com als
polips nasals s6n MUC1, MUC4, MUCS5AC i MUC8 a nivell
epitelial, i MUC5B i MUCS8 a nivell glandular. MUC1 també es
troba altament expressada a nivell glandular perd6 només als

teixits patologics.

2) Els polips nasals presenten un patré d’expressié de mucines,
amb MUC1 i MUC4 incrementades i MUCS5AC disminuida,

diferent al trobat en mucosa nasal sana.

3) Entre els diferents grups de polips nasals:

a. Els polips nasals de pacients amb fibrosi quistica, amb un
increment de MUCS5B, i els polips antrocoanals, amb un
decrement de MUC2, també presenten un patro
diferencial respecte el dels polips nasals bilaterals, tot i

qué hi ha més homogeneitat quant a la resta de mucines.

b. Els polips nasals de pacients asmatics presenten un
increment en I'expressi6o de MUCS5AC i MUC8 comparat

amb els de pacients no asmatics.

4) El tractament amb glucocorticoides:
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a.

Incrementa I'expressio de mucines de membrana (MUCL1 i
MUC4) i disminueix la de les secretades (MUCS5AC i
MUC5B) en polips nasals, especialment de pacients
asmatics amb tolerancia a [I'aspirina. Els pacients
asmatics amb intolerancia a I'aspirina semblen tenir una
tendencia a resistir front el tractamant amb

glucocorticoides.

. Disminueix el nombre de cél-lules productores de

mucines, ceél-lules caliciformes de [I'epiteli i cél-lules
mucoses de glandules submucoses, i aguesta davallada
correlaciona amb la reducci6 en I'expressio de les
principals mucines secretades (MUC5AC i MUC5B) despreés

del tractament amb glucocorticoides.

Redueix I'obstruccié nasal i la rinorrea en pacients amb
poliposi nasal, trobant correlacions entre la disminucié de
la rinorrea i la reduccié en I'expressié de les mucines
secretades, MUC5AC i MUCS5B, després del tractament

amb glucocorticoides.

5) La dexametasona és capa¢ de disminuir tant I'expressio

basal com la induida per IL-1 de MUC5AC aixi com la seva

secrecio en cel-lules A549. A més, la dexametasona regula a

la baixa I'expressié de MUC5B a nivell d’ARNmM en aquestes

mateixes cel-lules.
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Conclusions finals.

1.

3.

Hi ha diferents patrons d’expressi0 de mucines en mucosa
nasal sana e inflamada, essent aquestes diferencies
parcialment responsables de Ila secreci6 de moc amb
caracteristiques viscoelastiques alterades en pacients amb

poliposi nasal.

. Els glucocorticoides soén capacos d’inhibir I'expressié i/o la

secreci0 de mucines directa o indirectament en situacio
d’'inflamacid, tant in vivo com in vitro. In vivo, la regulaci6 a la
baixa que produeixen els glucocorticoides sobre les mucines
secretades pot ser deguda a I’habilitat d’aquests reduint el
nombre de cel-lules productores de mucines, i pot esdevenir en
una disminucio de la produccié de moc i de la rinorrea en polips
nasals. In vitro, els corticoides sOn capacos de disminuir
directament I'expressié de mucines basal i I'induida per agents

proinflamatoris.

Aquestes troballes conjuntament amb futurs estudis sobre
I’expressio i regulacié de mucines en condicions fisiologiques i
patologiques, ajudaran a establir diagnostics diferencials
especifics de malaltia i a millorar les terapies actuals aixi com
també a explorar-ne de noves per al tractament de la
hipersecreci6 mucosa en malalties inflamatories de vies

respiratories.
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Resum.

Les malalties respiratories com la poliposi nasal, I'asma i la fibrosi
quistica cursen amb inflamacié de la mucosa i sé6n caracteritzades
també per una hipersecrecid6 mucosa. Aquesta hipersecrecio pot
presentar-se en forma de moc hiperviscés o aquos depenent de la
patologia, i aquesta diferent presentaci6 es déu en gran part a
'augment o disminucié de la composicié mucinica del moc. Els
patrons d’expressidé de mucines en mucosa nhasal inflamada difereixen
dels de mucosa nasal sana, i aquesta diferéncia es tradueix en un
increment de la rinorrea en pacients amb polips nasals, ja siguin
simples o associats a d’altres patologies respiratories com l'asma, la
fibrosi quistica i la intolerancia als AINEs. El tractament de la
hipersecreci6 mucosa d’aquestes patologies és fa especialment
complicat degut a les diferéncies qué existeixen, quan a l'expressio
de mucines i a la resposta al tractament, en els subgrups de polips
nasals, diferéncies que haurien de ser estudiades rigorosament per
tal de poder establir tractaments diferencials per a cadascuna de les

patologies.

Fins ara, la terapia recomanada per al tractament de la poliposi
nasal son els glucocorticoides, i aqguests han demostrat ser altament
efectius disminuint la mida i el component inflamatori dels polips. Tot
i que encara avui dia I'eficacia dels glucocorticoides en el tractament
de la hipersecreci6 mucosa és motiu de controversia diversos estudis
avalen el seu Us com a terapia reductora de secrecid. Els
glucocorticoides han demostrat disminuir la secrecié glandular basal i

induida per agents proinflamatoris en mucosa nasal sana i inflamada.
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A més a més, en pacients amb polips nasals tractats amb
gucocorticoides orals i intranasals, s’ha observat una disminuci6 de la
rinorrea relacionada amb la davallada d’expressié de les mucines

principals a les secrecions de vies respiratories, MUC5AC i MUC5B.

Tot i que els mecanismes d’accidé dels glucocorticoides sobre la
secreci0 mucosa no estan totalment esclarits, aquests poden actuar
sobre els polips nasals: a) indirectament inhibint la infiltracié de
cél-lules inflamatories productores d’agents proinflamatoris; b)
inhibint els mediadors proinflamatoris (citocines, agonistes
colinérgics, lipopolisacarid bacteria) implicats en I'estimulacié de la
secrecié mucosa; c) disminuint el nombre de cel-lules productores de
mucines, caliciformes i mucoses; i d) inhibint directament Ila

produccio i secreciéo de mucines transcripcionalment.
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