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RESUMEN

Introduccién: la Fibrosis Pulmonar Idiopatica (FPI) es una enfermedad intersticial de mal
prondstico y una indicacién de trasplante pulmonar. Actualmente, no existe un tratamien-
to médico curativo o capaz de cambiar el curso evolutivo de esta enfermedad. Las células
madres (SC) presentan propiedades regenerativas e inmunomoduladoras y podrian ser una
opcidén de tratamiento.

Objetivo: evaluar las propiedades protectoras de las SC derivadas de tejido adiposo (ADSC)
en un modelo experimental de Fibrosis Pulmonar (FP) inducida con bleomicina (BLM).

Método: Se analizaron 58 pulmones de 29 ratas macho Sprague-Dawley. Los animales se
dividieron al azar en 5 grupos: a) Control (n=3); b) Sham (n=6); ¢) BLM (nh=6); d) BLM+ADSC-
2d (n=6); ) BLM+ADSC-14d (n=8). La BLM se administré por via traqueal: 2,5Ul/kg en
500yl de suero fisioldgico (SF). Los animales Sham recibieron 500ul de SF por via tra-
queal. Las ADSC (2x10° células en 100 ul de SF) se administraron por via traqueal a los 2
y 14 dias después de la BLM. Los animales fueron sacrificados a los 28 dias. Se utiliz6 el
indice de Ashcroft para determinar el grado de FP. Se determiné la expresién de Hsp27,
Vegf, Nfkb, IL6, IL1, Col4 y TgfB1 mediante RT-PCR.

Resultados: No hubo ninglin caso de mortalidad. En el examen macroscépico, Control
y Sham mostraron una apariencia pulmonar normal. Se observaron mas areas de FP bi-
lateralmente en el grupo BLM en comparacién con BLM+ADSC-2d y BLM+ADSC-14d.
La Escala de Ashcroft fue: Control=0; Sham=0,37+0,07;, BLM=6,55+0,34 (p=0,006). En
comparacion con el grupo BLM; BLM+ADSC-2d=4,63+0,38 (p=0,005) y BLM+ADSC-
14d=3,77+0,46 (p=0,005). BLM vs Sham incremento significativamente la expresion de
Hsp27 (p=0,018), NfkB (p=0,009), IL1 (p=0,006), Col4 (p=0,004), Tgfp1 (p=0,006) y no
hubo cambios significativos en Vegf (p=0,855). BLM+ADSC-2d disminuyé significativa-
mente la expresion de Hsp27 (p=0,009) e incrementd Vegf (p=0,006) y Nfkp (p=0,009)
y no hubo cambios significativos en IL6 (p=0,175), Col4 (p=0,465), IL1 (p=0,465) y Tgfp1
(p=0,1). BLM+ADSC-14d disminuy¢ significativamente Hsp27 (p=0,028), IL6 (p=0,013) y
Col4 (p=0,002), e incrementd NfkB (p=0,040) y Tgf1 (p=0,002) sin que se observaran
diferencias en Vegf (p=0,770) e IL1 (p=0,053).

Conclusiones: El trasplante trastraqueal de ADSC, no utilizado previamente, ha disminuido
de forma significativa el grado de FP cuando el trasplante se ha realizado en fases precoces
de la enfermedad (2 dias) o en fases de enfermedad instaurada (14 dias). La administra-
cion trastraqueal permitié la utilizacién de dosis mas bajas de ADSC que la via intravenosa.
La expresién de Hsp27, Vegf, Nfkb, IL6, Col4, TgfB1 podria ser util para monitorizar la res-
puesta al trasplante de ADSC en FP. Desde el punto de vista traslacional el trasplante de
ADSC por via traqueal podria ser una nueva opcion de tratamiento de los pacientes con FP.



“Efectos del trasplante de células madre en un modelo experimental de Fibrosis Pulmonar”




Daniel Lépez Fernandez

ABSTRACT

Introduction: Idiopathic Pulmonary Fibrosis (IPF) is a progressive interstitial lung disease
with poor prognosis. Adipose stem cells (ADSC) have demonstrated regenerative pro-
perties in several tissues. The hypothesis of this study was that airway transplantation of
ADSC could protect against BLM-induced Pulmonary Fibrosis (PF).

Method: Fifty-eight lungs from 29 male Sprague-Dawley rats were analyzed. Animals
were randomly divided into 5 groups: a) control (n=3); b) sham (n=6); ¢) bleomycin (BLM)
(n=6); d) BLM+ADSC-2d (n=6); and &) BLM+ADSC-14d (n=8). Animals received 500l
saline (sham), 2,5Ul/kg BLM in 500ul saline (BLM) and 2 x 106 ADSC in 100yl saline intra-
tracheally at 2 (BLM+ADSC-2d) and 14 days (BLM+ADSC-14d) after BLM. Animals were
sacrificed at 28 days. Blinded Ashcroft score was used to determine pulmonary fibrosis
extent on histology. Hsp27, Vegf, Nfkg, IL1, IL6, Col4, and Tgf1 mRNA gene expression
were determined using gRT-PCR.

Results: Ashcroft index was: control=0; sham=0.37+0.07; BLM=6.55+0.34 vs sham
(p=0.006). BLM vs BLM+ADSC-2d=4.63+0.38 (p=0.005) and BLM+ADSC-14d=3.77+0.46
(p=0.005). BLM vs Sham significantly increased Hsp27 (p=0.018), Nfkp (p=0.009), Col4
(p=0.004), Tgfp1 (p=0.006) and decreased IL1 (p=0.006). BLM+ADSC-2d vs BLM sig-
nificantly decreased Hsp27 (p=0.009) and increased Vegf (p=0.006), Nfkp (p=0.009).
BLM+ADSC-14d vs BLM significantly decreased Hsp27 (p=0.028), IL6 (p=0.013), Col4
(p=0.002), and increased NfkB (p=0.040) and Tgfp1 (p=0.002).

Conclusions: Airway transplantation of ADSC significantly decreased the fibrosis rate in
both early and established pulmonary fibrosis, modulating the expression of Hsp27, Vegfa,
NfkB, IL6, Col4, and TgfR1. From a translational perspective, this technique could become
a new adjuvant treatment for patients with IPF.
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1.1 FIBROSIS PULMONAR IDIOPATICA

La Fibrosis Pulmonar Idiopatica (FPI) es la enfermedad pulmonar intersticial difusa (EPID)
mas frecuente.

Los criterios diagnosticos y las recomendaciones para evaluar la evolucién y tratamiento
de la FPI se establecieron por primera vez en el consenso de la American Thoracic Society
(ATS) y la European Respiratory Society (ERS) publicado en el afio 2000

1.2 DEFINICION

La FPI se define como una neumonia intersticial fibrosante crénica, limitada al pulmon,
progresiva y fatal, de causa desconocida, que afecta generalmente a adultos mayores de
50 afios, y asociada al patrén radioldgico y/o histolégico de la Neumonia Intersticial Usual
(NIU)?, caracterizada por la pérdida irreversible de funcion pulmonar.

1.3 INCIDENCIA'Y PREVALENCIA

La FPI es una enfermedad crénica, de curso progresivo y de etiologia desconocida, con
una tasa de incidencia y prevalencia no bien conocidas hasta ahora.

La epidemiologia de la FPI ha cambiado en las ultimas década y recientes estudios in-
dican que la incidencia y prevalencia de la FPI se ha incrementado en los ultimos afios
probablemente debido a la optimizacién de los métodos diagndsticos y al aumento de la
esperanza de vida®*.

Afecta con mayor frecuencia a varones adultos, asocidandose con un patrén radiolégico /
histolégico de Neumonia Intersticial Usual.

En EEUU hay aproximadamente 89.000 pacientes con FPI y 14.000 - 34.000 nuevos pa-
cientes cada afio*. La prevalencia de FPI en EEUU oscil6 entre 14-27,9 casos/100.000/
habitantes y 42,7-63/100.000 habitantes segun los criterios utilizados para la definicién
de caso clinico con FPP°.

Los resultados observados en Europa han sido mas bajos entre 1,25-23,4/100.000 ha-
bitantes. En el Reino Unido hay 15.000 pacientes aproximadamente con FPI, con 5.000
nuevos casos cada afio.

Respecto a los resultados de la incidencia en FPI se estimé entre 6,8-8,8/100.000 habi-
tantes y 16,3-17,4/100,000 habitantes.
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En Europa la incidencia anual es mds baja y se situa entre 0,22-7,4 /100.000 habitantes.
Se han apreciado diferencias entre las tasas de prevalencia e incidencia de FPI, siendo

mas elevadas en EEUU respecto a Europa®. Los estudios ajustados a la edad y sexo con-
firman un incremento de la FPI en varones en los Ultimos afios®.

Se han realizado varios estudios para evaluar la incidencia y prevalencia de la FPI. Entre
las neumopatias intersticiales idiopaticas es la mas frecuente (50%-60%) y los datos mas
fiables estiman que la incidencia varia entre 4,6-7,4 /100.000 nacimientos y la prevalen-
cia se sitla entre 13/100.000 habitantes en mujeres y 20/100.000 habitantes en varones®.

De acuerdo con estos datos, se estima que en Espafia la FPI puede estar afectando apro-

ximadamente a unas 7.500 personas*. La prevalencia de FPI se ha incrementado en las
Gltimas décadas, representando el 17 - 37% de las EPID®.

A fecha de hoy se desconoce si la incidencia y la prevalencia se ven influenciadas por fac-
tores étnicos, raciales, geograficos o culturales.

1.4 HISTORIA NATURAL

La historia natural de la FPI es variable, pudiendo presentar una evolucion estable, un
lento y progresivo deterioro, o una rdpida progresion de la enfermedad, asi como presen-
tar episodios agudos en pacientes con una evolucion estable o lentamente progresiva, lo
que sugiere la posible existencia de distintos fenotipos, pudiendo los mismos, tener im-
portantes implicaciones pronosticas, terapéuticas y en la realizacion de ensayos clinicos.
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Fig.1 Representacion del curso clinico de la FPI
Eur. Respir. Rev. 2013; 22:128, 148 -152
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Algunos pacientes pueden permanecer asintomaticos durante 2-3 afios. No obstante, la
mayoria presentan una lenta progresion con deterioro clinico y de la funcién pulmonar
que ocasiona insuficiencia respiratoria crénica (Fig. 1) (Tabla 1).

Tabla 1. Disminucion de la Capacidad Vital Forzada y supervivencia

HR (Ic 956) m
<-10 4.1

E 7.26 (4.34-12.14) <0.001
Cambioen -53-99 373 45 12.1 3.43(2.08-5.68) <0.001
el % CVF
alas 24
semanas 0a-4.9 678 34 5.0 1.38 (0.81-2.34) 0.237
>0 639 23 3.6

(du Boris RM, Albera C, Bradford W, et al. Am J Respir Crit Care Med 2009; 179:A1114)

En otros casos, existen periodos de relativa estabilidad con episodios de agudizacion
(exacerbaciones agudas u otras complicaciones) que son causa de alta morbilidad y
mortalidad?

En una minoria de pacientes, la enfermedad es de corta duracidn con una progresion mas
réapida (forma acelerada)®.

En general la supervivencia media es de 2,5 - 5 afios desde el inicio de los sintomas?

Haciendo una comparativa en la tasa de supervivencia a 5 afios para la FPI y las neoplasi-
as mds comunes, observamos que sdélo estan por delante los casos de Cancer de Pulmén
y el Céncer de Péancreas (Fig.2).

A pesar de los recientes avances en el conocimiento de la fisiopatologia y de la historia
natural de la FPI, la fase inicial de la enfermedad es todavia una gran desconocida dado
que la mayoria de los pacientes se diagnostican en fase leve o moderada cuando ya pre-
sentan sintomas y alteracion ventilatoria restrictiva en las pruebas de funcion pulmonar.
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Fig. 2. Comparacion de la tasa de supervivencia a 5 afos y las neoplasias mas comunes
(Allemani C, et al. Global surveillance of cancer survival 1995-2009: analysis of invidual data for 25,676,887 patients
from 279 population-based registries in 67 countries (CONCORD-2). Lancet.2015 Mar 14; 385(9972): 977-1010.
doi:10.1016/S0140-6736(14)62038-9.)

1.5 ETIOLOGIA Y FACTORES DE RIESGO

El proceso fisiopatoldgico comun de las Enfermedades Pulmonares Intersticiales Difusas
(EPID) es el acumulo de fibroblastos y miofibroblastos activados. Los fibroblastos son los
responsables de la produccién y del turn-over de la matriz extracelular.

La etiologia de la FPI no se conoce, aunque probablemente es debida al efecto de diver-
sos factores en sujetos con predisposicion genética’

Aunqgue el origen de la lesion en las fases iniciales de la enfermedad es desconocido, ha-
bitualmente se ha considerado que la formacidn de la fibrosis en el parénquima pulmonar
estaba provocada por una inflamacién crénica. Sin embargo, el hecho que el tratamiento
con terapias antiinflamatorias no ha sido eficaz en el tratamiento de la FPI ha cuestionado
el papel que representa la inflamacidon como causa del desarrollo de la enfermedad. Hoy
en dia se piensa que la desestructuracion del tejido pulmonar y la formacién de la fibrosis
son resultado de una reparacién andémala de las lesiones, dando lugar a una acumulacién
progresiva de proteinas de la matriz extracelular (MEC), a una disminucién entre el equi-
librio fibroblastos-miofibroblastos y a la muerte continuada de células epiteliales. Por lo
tanto, actualmente se considera que las células epiteliales, los fibroblastos y los miofibro-
blastos son los principales causantes en la progresion de la enfermedad.
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Fig. 3 Representacion de los procesos celulares que tienen lugar durante el proceso
de fibrosis en un alveolo pulmonar

Células Alveolares

La superficie alveolar se encuentra recubierta por dos tipos de células epiteliales llama-
das células alveolares tipo | (AT D y tipo Il (AT II), siendo las tipo Il mads numerosas que
las tipo I. En pacientes con FPI se ha observado un incremento de la apoptosis de las AT
Il tanto en el epitelio hiperpldsico cubierto de fibroblastos, como en regiones del pulmén
practicamente normales.

La apoptosis celular programada se produce en respuesta inflamatoria. La apoptosis es
una de las caracteristicas principales de la FPI mediante tres procesos diferentes (Fig. 3):

a) Incremento de la apoptosis en las células epiteliales, lo que impedird una correcta
reepitelizacion

b) Resistencia de la apoptosis en los fibroblastos y miofibroblastos que dard lugar a un
incremento de las lesiones fibréticas

¢) Insuficiente eliminacion de las células apoptdpicas, lo que favorecera un proceso in-
flamatorio.

En patologia pulmonar los fibrocitos se han relacionado con la patogénesis del asma cré-
nico, la fibrosis pulmonar idiopatica y la bronquiolitis en el post-trasplante de médula dsea.
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Su paso desde la médula dsea a sangre periférica y al pulmon estd regulado por citoquinas
(CxCL12 y CCL2), que aumentan en estos procesos, como se ha demostrado en modelos
animales de fibrosis pulmonar.

e Factores genéticos. Las alteraciones genéticas con mas relevancia clinica son: mu-
taciones en los genes que mantienen la longitud de los telémeros (TERT, TERC), en
el gen que codifica la proteina C-del surfactante y en la region promotora del gen de
la mucina 5B (MUCS5B). No existe en la actualidad posibilidad de diagndstico genético
que valore la predisposicion a la FPI.

e Factores ambientales. Son considerados factores de riesgo el tabaquismo (>20 pa-
quetes/afno) y la exposicién al latén, acero, plomo y polvo de madera.

¢ Reflujo gastroesofagico. Varios estudios han demostrado que el reflujo gastroesofa-
gico es un factor de riesgo para la predisposicion y progresion de la FPIE

¢ Infecciones viricas. No existe evidencia suficiente para considerar que las infeccio-
nes viricas (virus hepatitis C, herpes virus, citomegalovirus) sean factores etioldgicos
de la FPI, aunque la contribucién de los mismos sigue siendo objeto de estudio.

e Autoinmunidad. El posible origen autoinmune de la FPI se basa en que las manifes-
taciones radioldgicas y/o histoldgicas de la NIU se asocian a enfermedades del tejido
conectivo.

1.6 DIAGNOSTICO

En los ultimos afios se han producido importantes avances en el conocimiento de sus ba-
ses fisiopatoldgicas, y de ello se ha derivado un cambio en el paradigma del tratamiento
de la FPI. Las enfermedades pulmonares infiltrativas difusas, tanto agudas como crénicas,
forman un grupo heterogéneo de procesos caracterizados en su mayoria por la aparicion
de una reaccion inflamatoria a nivel de la pared alveolar, desencadenada por diferentes
antigenos que alcanzan el epitelio alveolar tras su inhalacién o a través de circulacion
sanguinea. A pesar de que los agentes etiolégicos pueden ser muy variados (como he
comentado en el apartado anterior), y en ocasiones desconocidos, la respuesta pulmonar
suele ser muy esterotipada. A partir de esa reaccidn inflamatoria inicial en la pared alve-
olar, el proceso se extendera hacia el interior de los alveolos e intersticio.

Desde un punto de vista conceptual, el término “enfermedad pulmonar infiltrativa difu-
sa”, por ser menos restrictivo, se ajusta mejor a la realidad histopatoldgica que el término
“enfermedad pulmonar intersticial difusa”. Aunque las lesiones se localicen preferente-
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mente a nivel intersticial, la mayoria de las enfermedades pulmonares infiltrativas difusas
son mixtas y se acompafian de un componente inflamatorio tanto a nivel alveolar como
intersticial y en ocasiones también bronquiolar.

En la actualidad el diagnéstico de la FPI es un proceso dindmico y multidisciplinar, ya que
el diagnostico final debe establecerse a través de la colaboracién de neumdlogos, radidlo-
gos y patélogos y sélo una vez se hayan revisado todos los datos clinicos, radiolégicos y
patoldgicos del paciente.

Diagnosticar precozmente la enfermedad tiene una importancia crucial cuando tenemos
tratamientos eficaces que ofrecen “una ventana de oportunidad” durante el cual podemos
obtener unos resultados éptimos, y que sobrepasada ese momento del curso de la enfer-
medad pueden no tener indicaciones por ser ineficaz. Este diagndstico precoz es dificil,
ya que en su evolucién la FPI transcurre por un amplio periodo de tiempo en el que no
hay sintomas y posteriormente un periodo, si bien hay sintomas, estos son inespecificos®.

Un diagndstico precoz facilita instaurar un tratamiento en fase inicial y puede contribuir
a mejorar el prondstico y la supervivencia del paciente™.

Actualmente disponemos de medidas que pueden facilitar el diagndstico en fases tempranas:

a) La exploracion fisica buscando la presencia de crepitantes tipo velcro, promoviendo
una educacién activa entre los profesionales médicos que tiene contacto con los pa-
cientes en fases iniciales (atencién primaria)

b) Promover el screening entre la poblacién de riesgo: mayores de cincuenta afos, fu-
madores, con tos persistente, acropaquias, disnea de esfuerzo y con crepitantes tipo
velcro en la auscultacion.

Las pruebas de funcién pulmonar en fases precoces pueden ser normales o mostrar sélo
una limitacion en la difusion.

El diagndstico definitivo de FPI requiere:
a) La exclusién de otras entidades clinicas definidas o enfermedades parenquimatosas
pulmonares difusas de causa conocida (exposicion ambiental doméstica y laboral,

enfermedades del tejido conectivo o exposicion a toxicidad por farmacos)

b) La presencia de un patrén histolégico de NIU en el examen del tejido obtenido por bi-
opsia pulmonar quirlrgica, la evidencia radioldgica de patrén NIU en la TACAR, o ambas.
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Una valoracion multidisciplinar en la que participen neumélogos, radiélogos y patélogos ex-
pertos en el diagndstico y manejo de las EPID consigue aumentar la precision diagnoéstica,
siendo en el momento actual una recomendacion ampliamente aceptada para establecer
el diagndstico®®.

Incluso, se propone la inclusion también de los reumatdlogos con el fin de ofrecer un me-
jor diagndstico y atencion, dado que hay distintas enfermedades pulmonares intersticiales
difusas y son muy similares a las FPI, para descartar que sea una enfermedad del tejido
conectivo y no una FPI, ya que las enfermedades del tejido conectivo tienen un tratami-
ento distinto con un mejor prondstico.

1.6.1 Caracteristicas clinicas y pruebas complementarias

El cuadro clinico de la FPI es de comienzo insidioso y se suele caracterizar por disnea de
esfuerzo progresiva en muchas ocasiones acompariada de tos improductiva. El inicio de los
sintomas es lento, pero van empeorando con el tiempo. La demora entre el inicio de la sinto-
matologia y el diagndstico final es variable y puede estar entre los 6 meses y los dos afios™.

La presencia de sintomas/signos sistémicos debe hacer sospechar un diagnéstico al-
ternativo. Se auscultan estertores crepitantes en el 90% de los pacientes y se objetivan
acropaquias en el 50%.

No hay alteraciones de laboratorio especificas para esta enfermedad. Aun en ausencia
de signos o sintomas especificos de enfermedades del tejido conectivo se deben realizar
determinaciones seroldgicas en todos los pacientes?.

Se puede detectar positividad en los anticuerpos antinucleares o factor reumatoide hasta
en un 20% de los casos de FPI. Por otra parte, en los ultimos afios ha cobrado interés la
posibilidad de emplear nuevos biomarcadores en el diagndstico y caracterizacion de esta
enfermedad. Algunos, como KL-6, SP-A y SP-D, fibrocitos circulantes y metaloproteinasas
1y 7,estén bajo investigacion en el momento actual™.

1.6.2 Lavado broncoalveolar y biopsia transbronquial

El lavado broncoalveolar (LBA) es un procedimiento fibrobroncoscépico con un importante
papel en el diagndstico de las enfermedades pulmonares intersticiales. El estudio del perfil
inflamatorio en el LBA asi como el estudio inmunohistoquimico del mismo puede ser una herra-
mienta diagndstica que permita en algunos casos evitar la realizacién de técnicas diagndsticas
invasivas, tales como una biopsia pulmonar quirdrgica (BPQ). Asi mismo, su analisis permite
en algunas ocasiones apoyar el diagnéstico clinico, o bien sugerir un diagnédstico alternativo.



Daniel Lépez Fernandez

Tradicionalmente, se asume que una Unica muestra de LBA es suficientemente repre-
sentativa de la enfermedad intersticial pulmonar, asumiendo que ésta afecta a todos los
segmentos broncopulmonares.

El lavado broncoalveolar ha sido ampliamente empleado en el estudio de las EPID. Su
analisis en la FPI suele mostrar neutrofilia discreta con o sin eosinofilia, y su empleo clési-
camente ha estado relacionado con su capacidad para descartar otras entidades.

En el ultimo consenso internacional, se sefiala que el LBA con analisis celular no deberia
realizarse de forma sistematica a todos los pacientes en el proceso diagnoéstico, pero, sin
embargo, podria ser apropiado para una minoriaZ

No obstante, en casos determinados, el LBA puede ser de gran ayuda en el diagnéstico
diferencial con otras entidades como la neumonitis por hipersensibilidad o la neumonia
intersticial no especifica.

La biopsia transbronquial es util en aquellas enfermedades con distribucién linfatica y cen-
trolobulillar o en aquellas que presentan rasgos diagndsticos caracteristicos y que tienen
una distribucion difusa. Con mayor frecuencia se utiliza para el diagndstico de sarcoido-
sis, infecciones y tumores™.

En cambio, no tiene utilidad en el diagndstico de la FPI dado que no es posible observar
la distribucion de la lesién por el tamafio de la muestra. La incorporacion a la practica de
la criobiopsia es muy prometedora, pero se precisan mas estudios para corroborar su uti-
lidad en las EPID™.

1.6.3 Tomografia axial computarizada de alta resolucion

La Tomografia Axial Computerizada (TAC) alcanzé protagonismo en el estudio y diagndstico
de las EPID hacia la mitad de la década de los ochenta. Los avances técnicos permitieron
el desarrollo de una nueva técnica de TAC de alta resolucidon (TACAR), en la que se utiliza
un grosor de corte de 1-2mm y la aplicacién de un algoritmo de reconstruccién de alta re-
solucién para mostrar los detalles finos del parénquima pulmonar; mediante esta técnica
se obtienen imagenes similares a las de anatomia macroscépica pulmonar (lobulillo pul-
monar secundario).

La TACAR permite una mejor resolucidn espacial a pesar de la aparicidon de un aumento
del ruido visible en las imagenes. Este aumento de ruido no dificulta la interpretacién cli-
nica de las imagenes obtenidas excepto en los pacientes muy obesos.
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La TACAR representa el mayor avance diagndstico de las dos ultimas décadas y se ha
convertido en el método de imagen mas sensible para el estudio de las enfermedades
pulmonares difusas, ya sea mediante adquisicion secuencial (“adquisicion corte a corte™)
o volumétrica (“adquisicién continua”).

Es una técnica ampliamente aceptada para el estudio de un gran nimero de enfermedades pul-
monares parenquimatosas y de la pequefia via aérea e indiscutible en el diagnéstico de la FPI.

El conocimiento de la dosis de radiacion empleada en la TACAR es muy importante; la
dosis de radiacion empleada en la TACAR volumétrica triplica los valores alcanzados me-
diante la TACAR secuencial.

La decision entre utilizar una u otra técnica dependera del balance entre la informacion
esperada y el riesgo individual por el aumento de la radiacién recibida. Se recomienda el
seguimiento de los protocolos establecidos, teniendo en cuenta que la edad del paciente
es un factor decisivo.

Fig. 4. Corte de TACAR a nivel de las bases pulmonares mostrando un patron reticular de localizacién subpleural
y la presencia de multiples quistes de pequefio tamafio que representan areas de panalizacion asociada (flechas)
(Talmadge E King Jr, et al. Lancet 2011; 378:1949-61)
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El objetivo es identificar los hallazgos tipicos del patron de NIU (Fig. 4) y distinguirlos de
los patrones menos especificos presentes en las otras neumonias intersticiales idiopaticas.
Para evitar errores descriptivos y de concepto, la lectura radiolégica debe utilizar términos
consensuados como los recomendados por la sociedad Fleischner”.

El consenso oficial ATS/ERS/JRS/ALAT 20122 establece que en la TACAR, el diagndstico
de certeza de la NIU (Tabla 2) se basa en la identificacion de los cuatro hallazgos “tipicos™

e La afectacion pulmonar debe tener un predominio basal y una localizacién subpleural.
e Presencia de reticulacion evidente.

e Existencia de panalizacion con/sin bronquiectasias/bronquiolectasias de traccion, de-
mostrar la ausencia de hallazgos considerados excluyentes de un patrén de NIU.

Tabla 2. TACAR Hallazgos considerados excluyentes de un patron de NIU*

Predominio en campos medios o superiores

Predominio peri-broncovascular

Presencia importante de vidrio deslustrado

Numerosos micronddulos (bilaterales, I6bulos superiores)

Quistes (multiples, bilaterales, distantes de las zonas de panalizacién)

Patron de atenuacion en mosaico/atrapamiento aéreo (bilateral, en tres o mas l6bulos)

Consolidaciéon segmentaria



“Efectos del trasplante de células madre en un modelo experimental de Fibrosis Pulmonar”

Destacamos también aquellos hallazgos de la TACAR que son sugestivos de Fibrosis. (Tabla 3)

Tabla 3. Hallazgos de la TACAR sugestivos de Fibrosis

Hallazgos especificos Hallazgos inespecificos

Panalizacién Reticulacion irregular
Bronquiectasias de traccion Distorsion de la arquitectura
Bronquiolectasias de traccion Densidad en “vidrio deslustrado”

La presencia de vidrio deslustrado debe ser minima o inexistente.

La panalizacién, formada por grupos de quistes con paredes finas, con una localizacién
subpleural y un didmetro entre 3-10 mm, es un hallazgo imprescindible para diagnosticar
con certeza el patron de NIU (Fig. 5).

Cuando no hay panalizacion visible, el diagndstico mediante la TACAR serd el de posible
patron de NIU; en estos casos, el diagndstico definitivo de NIU debera realizarse median-
te biopsia. La biopsia pulmonar puede evitarse Unicamente cuando la TACAR muestre un
patrén de certeza, tipico de NIU.

Fig. 5. Pulmén mostrando imagen de “panal de abeja”

(Leslie KO, Wick MR, eds. Practical Pulmonary Pathology: A diagnostic approach. 2nd Ed.
Philadelphia, Churchill Livingstone, 2005)
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El valor predictivo positivo de la TACAR en el diagnéstico de la NIU es del 90 al 100%.
La TACAR permite, ademds, valorar la presencia de comorbilidades asociadas (enfisema,
hipertension pulmonar, cancer de pulmén) que pueden condicionar el curso clinico de la
enfermedad.

1.6.4 Patron histopatologico

Sila TACAR no muestra un patrén de certeza tipico de NIU, el diagndstico definitivo debera
realizarse mediante biopsia pulmonar quirurgica.

Las biopsias se deben obtener en mas de un lébulo y a ser posible hay que evitar el l6bulo
medio y la lingula, ya que suelen mostrar cambios inespecificos que no aportan informa-
cion diagnéstica.

La atelectasia por la extraccion se puede minimizar mediante la instilacion suave de for-
mol con una aguja o bien agitando el tejido en el recipiente con formol tras la retirada de
la sutura.

El patrén histoldgico de NIU viene definido por el cumplimiento de cuatro criterios:

1) Evidencia de fibrosis marcada o distorsion de la arquitectura pulmonar, asociada o no
a panalizacién y con un predominio subpleural y paraseptal.

2) Presencia de lesiones parcheadas en las que se combinan dareas fibréticas con zonas
de pulmoén sano.

3) Presencia de focos fibroblasticos en dreas de interfase de fibrosis con parénquima sano.
4) Ausencia de hallazgos histopatoldgicos inconsistentes con NIU.

Entre las caracteristicas no compatibles con patrén NIU estaria la presencia de mem-
branas hialinas, la presencia de focos con neumonia organizativa, granulomas, marcado
infiltrado inflamatorio intersticial alejado de las zonas de panalizacién, cambios predomi-
nantemente centrados en la via aérea o la presencia de otros hallazgos sugestivos de un
diagnostico alternativo (Tabla 4).
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Tabla 4. Patron de neumonia intersticial usual. Criterios histopatologicos

® Evidencia de marcada fibrosis/deformacion de la arquitectura, +/-
panalizacion con distribucién redominantemente subpleural/Para-
septal.

Patron de NIU °

Afectacion parcheada del parénquima pulmonar por Fibrosis.
(los 4 criterios) & P 9 P P

® Presencia de focos fibroblasticos.

® Ausencia de caracteristicas ilncompatibles con diagnostico de NIU
que sugieran un diagnostico alternativo.

® Evidencia demarcada fibrosis/deformacion de la arquitectura, +/-
panalizacion.

® Ausencia de la afectacion parcheada o de los focos fibroblasticos,

Patrén de NIU pero no de ambos.
PROBABLE
® Ausencia de caracteristicas incompatibles con diagnostico de NIU

que sugieran un diagnostico alternativo.

® Sélo cambios tipo panalizacion.

® Afectacion parcheada o difusa del parénquima pulmonar por fibro-
sis, con o sin inflamacidn intersticial.

Patron de NIU
POSIBLE ® Ausencia de otros criterios de UN (ver columna Patrén NIU).
(los 3 criterios)

® Ausencia de caracteristicas incompatibles con diagnostico de NIU
que sugieran un diagnostico alternativo.

©® Membranas hialinas.
©® Neumonia organizativa.

NO Patrén de NIU ¢ Granulomas.

(a!gur]o c)ie los 6 ® Marcado infiltrado celular inflamatorio intersticial, ademas de la
SIESES panalizacion.

® Cambios centrados predominantes en las vias aéreas.

® Otras caracteristicas sugestivas de un diagnostico alternativo.
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Un patroén histoldgico indistinguible de la NIU se puede observar en enfermedades sisté-
micas (por ejemplo artritis reumatoide y esclerodermia), neumonitis por hipersensibilidad
crénica, neumonitis por farmacos, asbestosis y fibrosis familiares, por lo que hay que des-
cartar la presencia de granulomas, cuerpos de asbesto, infecciones especificas u otros
agentes exdgenos en la biopsia.

Son estas las razones por las que un patrén de NIU no debe ser interpretado directa-
mente como de FPI sin haber descartado previamente todas estas enfermedades. En el
momento del diagndstico, las exploraciones complementarias recomendables son valo-
racion del grado de tos y disnea, TACAR, exploracion funcional respiratoria (espirometria
forzada, volimenes pulmonares, DLCO), gasometria arterial, prueba de la marcha de los
6 minutos y ecocardiograma.

En el seguimiento de la evolucion, las exploraciones a realizar dependerdn del estado
del paciente. En los casos con alteraciones leves de la funcion pulmonar y ausencia de
limitacion al ejercicio, deben realizarse pruebas funcionales respiratorias (FVC, DLCO),
pulsioximetria en reposo y radiografia de térax, cada 3-6 meses.

No obstante, deben practicarse en periodos mds cortos de tiempo si existen signos de
progresion de la enfermedad.

La medicién de la TLC no es precisa para valorar la progresion de la enfermedad. En pre-
sencia de progresion de la enfermedad debe también realizarse gasometria y la prueba
de la marcha de los 6 minutos, de forma secuencial, cada 3/6 meses, con el fin de evaluar
la oxigenacion y la posibilidad de instaurar oxigenoterapia domiciliaria.

No es preciso realizar la TACAR de forma sistematica y secuencial durante el segui-
miento. Debe realizarse en casos de progresion de la enfermedad y de sospecha de
complicaciones?.

Existen varias escalas para valorar la intensidad de la disnea. Las mas utilizadas son la
MRC (Medical Research Council), escala de Borg, Indice de disnea inicial e Indice disnea
de transicion™™. El método mas Util para valorar la intensidad de la tos es el cuestionario
de Leicester®.

Existen diversos cuestionarios para valorar la calidad de vida. Los mas utilizados son el SF-
36, St.George Respiratory Questionnaire y el University of California San Diego Shortness
of Breath Questionnaire?.
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1.6.5 Factores pronodsticos

La FPI es una enfermedad de curso clinico variable, por lo que es importante identificar
factores que puedan ayudar a definir el prondstico de los pacientes. Diferentes estudi-
os han evaluado factores clinicos, biomarcadores, pardmetros radiolégicos y fisioldgicos
(pruebas funcionales respiratorias y capacidad de ejercicio) y presencia de comorbilida-
des, asociados con mayor riesgo de mortalidad, tanto en el momento del diagnéstico como
evolutivamente durante el seguimiento®.

Los factores asociados a peor evolucion son (Tabla 5):
® Edad superior a 70 afos.
e Comorbilidades asociadas: hipertension pulmonar, enfisema y carcinoma broncogénico.

e Grado de disnea basal y su incremento en el tiempo. La escala de medicién de disnea
del MRC ha demostrado ser muy util para determinar la progresion de la enfermedad®.

e DLCO menor del 40% (porcentaje del valor predicho) en el momento del dia descenso
210% de la FVC y 215% de la DLCO (porcentaje del valor predicho) en 6-12 meses. El
descenso en la FVC es la medida de funcién pulmonar que mejor predice mortalidad

Un estudio de Du Bois et al.2*, demostré que los pacientes con una disminucion 210% de
la FVC en 24 semanas tienen casi 5 veces mas riesgo de fallecer en el afio siguiente (HR
4.78; Cl 95% 3.12-7.33), y aquellos con un descenso del 5-10% de la FVC tienen mds del do-
ble de riesgo de mortalidad (HR 2.14; Cl 95% 1.43-3.20). Se estima que la diferencia minima
clinicamente importante (DMCI) en la variacién de la FVC es del 2-6%. En el subgrupo de
pacientes con FPI y enfisema asociado, en los que los volimenes pulmonares son nor-
males o poco disminuidos, la variacion de la FVC no predice supervivencia.
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Tabla 5. Variables predictores de supervivencia

Grado de disnea Aumento del grado de disnea

DLCO =40% Descenso de FVC 210%

Saturacion <88% en PM6M Descenso de DLCO 215%

Extension de la fibrosis en TACAR Descenso > 50 m en TM6M
Hipertension pulmonar Empeoramiento de la fibrosis en TACAR
Biomarcadores Biomarcadores

1.6.5.1 Desaturacion en la prueba de marcha de los 6 minutos

Tanto la desaturacion (SpO2 88%) como la distancia recorrida son predictores de morta-
lidad en FPI?. La reduccion >50m en la distancia recorrida en 24 semanas se asocia a un
aumento de 4 veces el riesgo de muerte en un afio (HR 4.27; Cl 95% 2.57- 7.10). La DMCI
se establece en una distancia de 24-45 metros.

La desaturacidn discrimina qué pardmetro funcional es el mds adecuado para el seguimi-
ento. En pacientes con Sp0O2 <88% la disminucion >15%de la DLCO en 6 meses es el mejor
predictor de mortalidad, mientras que en con SpO2 >88%, el parametro mas significativo
es la disminucion >10% de la FVC (Fig. 6).

La prueba de la marcha de los 6 minutos tiene una buena correlaciéon con el consumo
maximo de oxigeno (VO2max), medido en la prueba de ejercicio cardiopulmonar.

Un valor de VO2max por debajo de 8.3 ml.kg-1.min-1 se asocia a mayor riesgo de morta-
lidad (Fig. 6).



“Efectos del trasplante de células madre en un modelo experimental de Fibrosis Pulmonar”

1.6.5.2 Extension de la fibrosis en la TACAR

Determinada por la cuantia de la reticulacion, panalizacidon y bronquiectasias de traccion)
y progresién de la misma.

( )

Fig. 6 Criterios funcionales de la FPI leve a moderada

(Noble PW, AlberaC, Bradford WZ, et al. Pirfenidone in patients with idiopathic pulmonary fibrosis
(CAPACITY): Two randomised trials.Lancet 2011;377:1760-1769
Martinez FJ, Safrin S, Weyckeret D, et al. The clinical course of patients with with idiopathic pulmonary
fibrosis. Ann INtern Med 2005;142:963-967)

1.6.5.3 Biomarcadores

En los ultimos afos hay un creciente interés en la busqueda de biomarcadores que ayu-
den a los clinicos en el manejo de los pacientes de FPI.

La identificacidon de estos marcadores es atractiva en esta grave enfermedad por varias
razones:

e Facilitar el diagnodstico y si es posible la susceptibilidad genética.
® Monitorizar la actividad de la enfermedad y la eficacia del tratamiento.

e Proporcionar informacion acerca de la progresion de la enfermedad o el prondstico®.
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El desarrollo de FPI se ha asociado con mutaciones en las proteinas C y Al del surfactan-
te, y en los genes que mantienen la longitud del teldémero (TERT, TERC). Recientemente
Seibold et al.’, publicaron un trabajo donde se muestra una asociacion significativa entre
el polimorfismo en el promotor de la mucina 5B (MUC5B) y la FPI2. El descubrimiento de
mutaciones y polimorfismos asociados a la FPI, mejora la capacidad de hacer un scree-
ning en los miembros de una familia, aunque se necesitan mds estudios para establecer
si las diferentes predisposiciones genéticas influyen en distintas manifestaciones clinicas.

En el momento actual los biomarcadores no se encuentran suficientemente validados para
incorporarlos de manera rutinaria en el estudio de los pacientes FPI. Los mas desarrolla-
dos son los prondsticos, que informan de la evolucién de la enfermedad, mientras que los
diagnosticos, que permiten diferenciar una enfermedad de otra y establecer diferentes
clasificaciones de la misma, ofrecen mas dudas sobre todo para distinguir pacientes con
FPI de aquellos con otras enfermedades intersticiales pulmonares o fumadores sanos.

Si consideramos los mecanismos patogénicos de la FPI existen biomarcadores derivados
de los neumocitos tipo Il, como las proteinas A y D del surfactante (SP-A, SP-D) y la gli-
coproteina Krebs von den Lungen-6 (KL-6), derivados de los macréfagos (citoquina CCL18)
y sustancias de la matriz extracelular como las metaloproteinasas 1y 7(MMP-1, MMP-7).

El pais donde actualmente los biomarcadores en los pacientes con FPI se utilizan mas es
Japon, donde estan disponibles kits comerciales para la determinacion de KL-6, SP-A y SP-D.

Respecto al diagnédstico, de los tres la KL-6 tiene la mejor sensibilidad y especificidad
para diagnosticar enfermedad pulmonar intersticial (se encuentra elevada en el 70-100%
de los pacientes con EPID), y SP-A para diferenciar FPI de otras EPID. Si consideramos su
valor prondstico los niveles elevados en suero de las tres, asi como de la MMP-7, se aso-
cian a un peor pronostico.

Existen dos estudios recientes en los que se combinan pardmetros clinicos y biomarcado-
res para mejorar el valor prondstico. En el primero de ellos, realizado en Estados Unidos?,
se desarrolla un indice que incorpora sexo, CVF, DLCO y MMP-7 sérica y que permite di-
ferenciar pacientes con mayor riesgo de mortalidad.

El otro, realizado en Corea del Sur®, sugiere que cuando se afiaden 3 biomarcadores, en
este caso MMP-7, KL-6 y SP-A, a los pardmetros clinicos (edad, CVF y DLCO basales y
cambio en la CVF en 6 meses) mejora la prediccién de mortalidad en pacientes con FPI.
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Estd en marcha el estudio PROFILE (Prospective Observation of Fibrosis in the Lung
Clinical Endpoints)®°, un estudio prospectivo y multicéntrico, uno de cuyos objetivos es
validar un panel de biomarcadores en pacientes con FPI.

AUn son necesarios mas estudios para clarificar el papel de los biomarcadores en el di-
agnostico, evaluacion de la progresion y pronéstico de los pacientes con FPI.

1.7 TRATAMIENTO

Antes de iniciar el tratamiento en pacientes diagnosticados de FPI debemos valorar siem-
pre el estadio de la enfermedad, factores pronésticos y comorbilidades.

El abanico terapéutico incluye®:

Considerar los tratamientos anti-fibréticos de los que actualmente se dispone.

e Evitar las causas agravantes de la enfermedad (reflujo gastroesofdgico, infecciones
respiratorias, hipertensién pulmonan.

e Tratar los sintomas, principalmente la tos y la disnea.

e Tener siempre presente el trasplante pulmonar en casos que cumplan criterios.

Ofrecer terapia paliativa en la fase final de la enfermedad.
1.7.1 Tratamiento Farmacolégico

En la ultima década un creciente nimero de ensayos clinicos multicéntricos aleatorizados,
controlados con placebo, han intentado encontrar opciones terapéuticas Utiles para la FPI.

A partir de este nuevo concepto y tras diversos avances en el conocimiento patogénico
de la fibrosis pulmonar, se abrieron diferentes vias de investigacién con el objetivo de in-
hibir el proceso fibrogénico desencadenado, lo que fue el inicio de la era “anti-fibrética”.

En los ultimos cinco afios se han producido notorios avances diagnésticos y terapéuticos
en torno a la FPI, destacando varios ensayos clinicos con farmacos antifibréticos, aunque
solamente dos han mostrado efectos beneficiosos: la pirfenidona y el nintedanib, siendo
los Unicos farmacos aprobados por la EMA para el tratamiento de la FPI.
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Pirfenidona (Esbriet©)

La Pirfenidona (56-metil-1-fenil-2-[1H]-piridina), es una nueva y prometedora medicacion
con efectos antiinflamatorios, antioxidantes y antifibréticos para el tratamiento de la FPI.

Inhibe la proliferacion fibroblastica y la sintesis de proteinas pro-fibrogénicas y citocinas.

Se trata del primer fdrmaco que se comercializa en Espafia y en la Unién Europea para e
tratamiento de la FPI en adultos.

En Febrero de 2011, fue aprobada por la Agencia Europea del Medicamento (EMA) para el
tratamiento de la FPI de leve-moderada intensidad, definida por FVC >50% y DLCO >35%.

En Espafia su comercializacion se inicié el 29 de Septiembre de 2014 para el tratamiento
de la FPI de leve a moderada en adultos.

Estos resultados favorables favorecieron su aprobacién por la Food and Drug Administration
(FDA) el mes de Octubre de 2014.

Diversos estudios experimentales han demostrado el efecto antifibrético de pirfenidona®.

Su mecanismo no esta del todo dilucidado, pero se ha demostrado que modula el depdsito
de matriz extracelular, la produccion de citosinas y factores de crecimiento y la prolifera-
cion fibroblastica. Un aspecto importante de su mecanismo antifibrético esta asociado con
la inhibicion de la produccion y la actividad del factor de crecimiento B (Tgfg 1.

Este farmaco de administracion por via oral, a dosis mdximas de 2.403 mg al dia presenta
un perfil de seguridad aceptable. Las principales contraindicaciones son hipersensibilidad
al farmaco, uso concomitante de fluvoxamina, hepatopatia o nefropatia grave y embarazo
(no comprobado su uso en esta poblacion). Los efectos secundarios, que suelen ser de
intensidad de leve a moderada, mas frecuentes son fotosensibilidad (imprescindible pro-
teccidn solar cutdnea y ocular), molestias digestivas y alteraciones de la funcién hepética,
en general pueden ser manejados con una reduccién temporal de dosis o discontinuacion
temporal del tratamiento. Durante su uso se debe monitorizar ademas la funcion hepatica,
al ser su metabolismo a este nivel**3,

En este sentido el estudio RECAP es un estudio de extension, abierto, que estudia la segu-
ridad a largo plazo de la pirfenidona en los pacientes con FPI que completaron el programa
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CAPACITY. Dispone de datos de mds de 170 pacientes durante un periodo superior a cin-
co afos, llegando, en algunos casos a diez y confirma la tolerancia y la seguridad de la
pirfenidona®.

El ensayo clinico ASCEND (Assesment of Pirfenidone to confirm Efficacy and Safety in
IPF) es el cuarto estudio en fase 3 en que analiza el efecto de pirfenidona frente a place-
bo. Los resultados del estudio ASCEND confirman los hallazgos de los estudios previos
CAPACITY* (Clinical Studies Assessing Pirfenidone in IPF: Research of Efficacy and Safety
Outcomes) 1y 2,y el llevado a cabo en Japdn por Taniguchi, et al*®, en el sentido de que
pirfenidona disminuye el deterioro en la CVF y de la distancia recorrida en la prueba de
la marcha de los 6 minutos.

Hay que resaltar varios aspectos relevantes del estudio ASCEND. En primer lugar, re-
marcar que se han incluido pacientes con enfermedad mds avanzada que en los ensayos
CAPACITY, lo cual indica que el farmaco podria ser también eficaz en este grupo de
pacientes.

Nintedanib

El Nintedanib es un potente inhibidor intracelular de receptores de tirosincinasas.

Este ejerce su efecto en el factor derivado del crecimiento de plaquetas con accién sobre
diversos factores de crecimiento (plaquetario PDGFR, de fibroblastos FGFR y del endo-
telio vascular VEGFR).

Los estudios IMPULSIS, publicados en mayo de 2014%, mostraron que Nintedanib, a do-
sis de 150mg dos veces al dia en los pacientes con FPI, retrasa el deterioro de la funcién
pulmonar, beneficio que se manifiesta por una disminucion de la tasa de declinacion de
la FVC, lo cual es significativo con el enlentecimiento de la progresion de la enfermedad,
ademas de presentar un perfil de seguridad y tolerabilidad aceptables.

Esto llevé a su aprobacion por la EMA en Enero de 2015 para el tratamiento de la FPI¥".

N-Acetilcisteina

La N-Acetilcisteina (NAC) aumenta la sintesis de glutation, un potente mediador antioxi-
dante, y disminuye la respuesta fibrética en modelos animales de fibrosis pulmonar.
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En el consenso internacional sobre FPI del afio 2011, a diferencia del publicado en el afio
2000, existe una mayor evidencia cientifica que permite generar recomendaciones sobre
una determinada terapia farmacoldgica, denominadas “fuertes” o “débiles” ya sean “a fa-
vor” o “en contra”.

En este consenso se contraindica “con cardcter fuerte” el uso de corticoides en monote-
rapia, colchicina, ciclosporina A, interferon gamma, bosentéan y etanercept, y solamente
“con cardcter débil” la triple terapia, la NAC en monoterapia, los anticoagulantes y la pir-
fenidona®:. Sin embargo, estas recomendaciones necesitarian revisarse y actualizarse, ya
que existen nuevos datos procedentes de algunos estudios publicados con posterioridad.

No obstante, la combinacion de glucocorticoide, azatioprina y NAC ha sido el tratamiento
de eleccion hasta que se han conocido los resultados del estudio PANTHER®®.

El estudio PANTHER compard la eficacia de placebo vs NAC vs glucocorticoides asociados
a NAC vy azatioprina. Este estudio ha demostrado mayor mortalidad e ingresos hospita-
larios en los pacientes que recibian la triple terapia en comparacién con el placebo o con
el tratamiento con NAC.

Por tanto, no se aconseja utilizar esta triple terapia. En la actualidad, el ensayo continta
con solo dos ramas: NAC y placebo; los resultados se publicaron en mayo de 2014 y no
mostraron beneficios de NAC en monoterapia frente a placebo, sumandose asi a la lista
de estudios con resultados negativos*°.

1.7.2 Tratamiento no farmacolégico

Aunque el tratamiento farmacoldgico es ciertamente fundamental, el manejo de las
enfermedades es mucho mas complejo. La asistencia integral incluye desde aspectos
relacionados con el gjercicio fisico, hasta la dieta, pasando por la ayuda psicoldgica. Una
asistencia integral es, hoy en dia, sinénimo de calidad asistencial.

Sin embargo, dada la orfandad de la FPI, sélo ciertos aspectos del tratamiento integral,
como la rehabilitacién respiratoria (RR), han sido estudiados adecuadamente e implanta-
dos en la rutina del manejo de estos pacientes.

En este apartado he revisado la evidencia cientifica existente en la literatura médica res-
pecto a los principales componentes de la asistencia integral.
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1.7.3 Medidas generales

Al igual que en la mayoria de las enfermedades respiratorias crénicas, en la FPI, cuando
no hay otra contraindicacidn, se debe recomendar a los pacientes la administracion de la
vacunacion antigripal (anual) y antineumocdcica.

En los pacientes fumadores activos debe recomendarse el abandono del habito tabaquico.

La FPI produce una carga sintomética significativa para los pacientes y una importante
carga emocional en los pacientes y familiares. El curso progresivo de la enfermedad re-
quiere un plan de seguimiento establecido con el objetivo de mejorar los sintomas vy la
calidad de vida de los pacientes. Entre los sintomas mas debilitantes para los pacientes
con FPI se encuentran la disnea, la tos, la fatiga y la depresion y ansiedad. Hay pocos da-
tos disponibles sobre el manejo de los sintomas en la FPI.

A medida que la enfermedad progresa, la disnea es el sintoma mas debilitante. La causa
principal de la disnea en la FPI es la disminucion progresiva de la capacidad pulmonar y la
alteracion del intercambio gaseoso lo que supone un incremento de la demanda ventilatoria.

Otros factores secundarios también contribuyen a incrementar la disnea como la debili-
dad muscular, la depresion y la ansiedad. El oxigeno suplementario, la RR, vasodilatadores
(sildenafilo) y los opioides podrian ser Utiles para paliar la disnea en la FPI.

Los accesos de tos repetidos suponen otro sintoma agotador para los pacientes, pudi-
endo causar dificultad para conciliar el suefio o despertar al paciente durante la noche.
La tos suele ser una manifestacion primaria de la FPI. También puede ser exacerbada por
otras causas de tos cronica como el reflujo gastroesofagico, el asma o la rinitis alérgica.
Los ensayos clinicos disefiados para reducir la tos en la FPI son limitados. La talidomida ha
demostrado en un ensayo clinico en fase Il mejorar la tos. Los fdrmacos antitusivos como
la codeina también pueden ser Utiles en casos seleccionados.

Algunos pacientes con FPI experimentan depresion y ansiedad. Suelen deberse a los sinto-
mas debilitantes cronicos, a los efectos secundarios de la medicacién y al miedo asociado
al mal prondstico de la FPI. La RR, el apoyo psicosocial y el tratamiento especifico cuan-
do sea necesario pueden ayudar a disminuir estos sintomas de la depresion y ansiedad.

La educacidn y el cuidado personal en la FPI constituyen aspectos muy importantes den-
tro de las medidas no farmacolégicas. La educacién en la FPI deberia iniciarse una vez
realizado el diagndstico de la enfermedad. Debe incluir aspectos relacionados con la fi-
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siopatologia de la enfermedad, el prondstico y la evolucidn, los tratamientos disponibles
y lo que se espera de ellos. Debe hacerse comprender al paciente la importancia de la
participacion en los ensayos clinicos. El paciente debe conocer a fondo su enfermedad y
ser participe en la toma de decisiones (tratamiento farmacoldgico, trasplante pulmonar,
cuidados paliativos).

1.7.4 Oxigenoterapia crénica domiciliaria

La hipoxemia en reposo y la consiguiente indicacidn de oxigenoterapia crénica domicili-
aria (OCD) en FPI suelen acontecer en los estadios finales de la enfermedad. No existen
ensayos clinicos randomizados que evalten el beneficio de la OCD a largo plazo en FPI,
debido a las implicaciones éticas que existen en no proporcionar el tratamiento a los pa-
cientes que presentan insuficiencia respiratoria crénica. Es por esto que las indicaciones
de OCD en FPI suelen estar extrapoladas de estudios realizados previamente en otras
enfermedades respiratorias cronicas como la EPOC o la insuficiencia respiratoria crénica.

Existen estudios retrospectivos que han evaluado el papel de la oxigenoterapia en reposo,
con resultados contradictorios. Algunos confirman que la OCD mejora los pardmetros de
calidad de vida. Sin embargo, otros, como el realizado por Douglas et al'. donde analiza-
ron 487 pacientes con FPI de los cuales 133 recibian OCD, no han demostrado una mayor
supervivencia en el grupo de tratamiento. Ademas la OCD puede ser util en el tratamiento
de otras comorbilidades frecuentes en la FPI, como la hipertension arterial pulmonar (HAP),
que estdn asociadas a un peor prondstico de la enfermedad y que caracteristicamente
cursan con desaturacion de oxigeno. Es por ello, que a pesar de no existir una evidencia
cientifica clara, y de los resultados contradictorios de los estudios realizados por el mo-
mento, no existe duda en recomendar OCD a todos los pacientes con FPI que presenten
una hipoxemia en reposo o nocturna significativa (SatO2 <88%).

Los pacientes con EPID, incluida la FPI, presentan caracteristicamente desaturacién de
oxigeno durante el esfuerzo, produciendo como consecuencia incremento de la limita-
cion al ejercicio, mayor grado de disnea y disminucion de la calidad de vida. Ademas, esta
desaturacion de oxigeno al esfuerzo es un factor pronéstico independiente de mortalidad
y de progresion de la enfermedad.

Existen varios estudios en FPI que demuestran la asociacién entre mortalidad con el dete-
rioro de los pardmetros de la PM6M vy la necesidad de flujos altos de oxigeno al esfuerzo.
Hook et al.“* analizaron 255 pacientes con FPI a los que habian realizado una titulacion de
oxigenoterapia, definida como el flujo minimo de oxigeno que se le debe proporcionar a un
paciente para mantener una SatO2 minima del 96% en bipedestaciéon. Demostraron que
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existia una relacion directamente proporcional entre el flujo de oxigeno proporcionado y
la mortalidad, independientemente de otros factores prondsticos como la CVF o los re-
sultados del PM6M. Afios mas tarde Lettieri et al.*®* confirmé estos resultados al analizar
retrospectivamente 81 pacientes con FPI estableciendo que aquellos pacientes con mayor
desaturacion y menor distancia recorrida en el PM6M presentaban una mayor mortalidad.

Varios son los estudios retrospectivos que han evaluado el papel de la oxigenoterapia al
esfuerzo en FPI. Han demostrado que aumenta el tiempo de esfuerzo en cicloergémetro,
aumenta la distancia recorrida en el PM6M y disminuye la desaturacion a la finalizacion de
la prueba junto a la sensacion de disnea. El Unico estudio prospectivo realizado con oxi-
genoterapia al esfuerzo no demostré diferencias significativas entre el grupo tratamiento
y el grupo control (aire ambiente) en cuanto a la escala de disnea. Todos ellos se tratan
de estudios con muy pocos pacientes incluidos y con mucha variacién en las condiciones
de administracion de oxigenoterapia que los hace dificilmente comparables. Es por ello
que son necesarios estudios prospectivos mejor disefiados que evalien la indicacion de
la oxigenoterapia al esfuerzo en la FPI.

En conclusidn, es habitual que se les proporcione oxigenoterapia al esfuerzo a aquellos
pacientes con FPI que presenten disminucidn de la SatO2 <88% durante el PM6M, para
mejorar la capacidad de ejercicio, su movilidad y permitir mantener una actividad habitual
normal, todo ello relacionado con la mejora de los parametros de calidad de vida. Ademas
la titulacion de la oxigenoterapia mediante la realizacién de un PM6M nos puede propor-
cionar una indicaciéon mds precisa del flujo de oxigeno necesario en cada paciente.

1.7.5 Trasplante pulmonar

El trasplante pulmonar es el Unico tratamiento para la FPI en estadios evolucionados que
ocasiona una importante mejoria funcional e incremento de la supervivenciaa 1,5y 10
afos del 74%, 45% y 22% respectivamente*.

Estas tasas son significativamente inferiores que las de trasplantados por otras enferme-
dades respiratorias como el déficit de alfa-1-antitripsina, hipertension pulmonar, fibrosis
quistica o EPOC, pero aunque los resultados del trasplante en pacientes con FPI sean
peores, por el momento es la Unica alternativa terapéutica eficaz, superando todavia los
resultados del mejor tratamiento farmacolégico disponible.

Por ello, los pacientes con FPI deben evaluarse en una unidad de trasplante pulmonar in-
dependientemente del tipo de tratamiento médico que reciban, siempre que no existan
contraindicaciones para tal procedimiento quirurgico (recomendacion consistente, cali-
dad de evidencia baja)**.
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En el estudio de Arango et al.“®, demuestra que la alta mortalidad temprana después de
un trasplante de pulmoén para la FPI todavia no estd bien controlada, y algunos aspectos
todavia permanecen en debate. Se revisaron 427 pacientes trasplantados desde octubre
1993 a diciembre 2014 y concluyeron que a pesar del aumento de la edad de los receptores
de trasplante, se observé una disminucién de la mortalidad a casi la mitad en comparacién
con los resultados iniciales, el riesgo de mortalidad en pacientes < 55 afios de edad es in-
dependiente del tipo de trasplante (simple o doble), siendo mayor con un solo trasplante.

1.7.6 Rehabilitacion Respiratoria

La Rehabilitacion Respiratoria (RR) ayuda a aliviar los sintomas y mejorar su calidad de
vida. Existen multiples definiciones de rehabilitacion respiratoria (RR), pero una de las
mds completas y actuales es la aportada por la American Thoracic Society y la European
Respiratory Society (ATS/ERS)“®:

«La RR es una intervencién multidisciplinaria y global que ha demostrado ser eficaz desde
la perspectiva de la medicina basada en la evidencia para los pacientes con enfermeda-
des respiratorias cronicas, que a menudo han disminuido las actividades de la vida diaria.
La RR debe formar parte de un tratamiento individualizado del paciente, dirigido a redu-
cir los sintomas, optimizar la capacidad funcional, incrementar la participacién y reducir
los costes sanitarios a través de la estabilizacion o reversion de las manifestaciones sis-
témicas de la enfermedad». Los programas de RR (PRR) deben contemplar la evaluacién
del paciente, el entrenamiento al ejercicio, la educacion, la intervencidn nutricional y el
apoyo psicosocial”.

La RR esté indicada en todas las enfermedades respiratorias crénicas con sintomas per-
manentes y limitacién de la capacidad fisica a pesar de un adecuado tratamiento médico.
Por un lado, enfermedades obstructivas pulmonares (como EPOC, asma, bronquiectasi-
as, fibrosis quistica y bronquiolitis obliterante) y, por otro lado, enfermedades restrictivas
(como fibrosis intersticial, sarcoidosis, alteraciones de la caja toracica y enfermedades
neuromusculares).

En la actualidad no hay guias de evidencia clinica de la importancia de la RR en los paci-
entes no-EPOC. La mayoria de los estudios sobre los beneficios de la RR se centran en la
EPOC, existiendo pocos estudios en otras enfermedades (asma, fibrosis pulmonar, etc).

En pacientes con enfermedad pulmonar intersticial, especialmente en fibrosis pulmonar
idiopatica, se observa una correlacion entre la debilidad de musculos periféricos y la to-
lerancia al ejercicio, pudiendo ésta mejorar con entrenamiento (Evidencia C).
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Muchas veces asumimos que si se consigue mejorar a un paciente con EPOC, también
podriamos hacerlo con otra enfermedad respiratoria. La mejoria es independiente de la
edad, el sexo, la funcion pulmonar o el tabaquismo. La debilidad muscular periférica es
un factor predictivo positivo.

Son numerosos los trabajos cientificos que avalan la eficacia de la RR, pero no todos sus
componentes producen los mismos beneficios. Asi, el entrenamiento muscular de las ex-
tremidades inferiores es el principal determinante del éxito de los programas de RR que,
con un grado de evidencia A, consigue mejorar la disnea, la capacidad de esfuerzo y la
calidad de vida relacionada con la salud (CVRS).

La guia ATS/ERS*® indica que debe utilizarse el entrenamiento tanto de las extremidades
superiores como de las extremidades inferiores, combinando el entrenamiento de fuerza
con el de resistencia y utilizando con preferencia la técnica de entrenamiento a interva-
los. El entrenamiento muscular, la educacion vy la fisioterapia respiratoria se consideran
los componentes fundamentales de los programas de RR, siendo aconsejable también
contemplar la terapia ocupacional, el soporte psicosocial y la intervencién nutricional.

La duracion de los programas de RR en la mayoria de los estudios de enfermedad pul-
monar intersticial difusa (EPID) y de FPI, oscila entre 6 y 12 semanas y suele realizarse en
régimen ambulatorio en el hospital. El entrenamiento muscular que incluye ejercicios de
fuerza y de resistencia constituye la base de los programas de RR realizados en FPI. El
entrenamiento de la resistencia mediante ejercicio aerdbico suele realizarse con cicloer-
gometros estaticos o caminando en tapiz rodante o sobre suelo.

Suelen recomendarse 3 sesiones a la semana de unos 30 minutos de duracién aunque no
existe un protocolo especifico sobre la duracidn y el tipo de ejercicio, el numero de repeti-
ciones en ejercicios de fuerza, etc. No se han documentado efectos adversos relacionados
con el ejercicio fisico en los estudios realizados en pacientes con FPI.

En cuanto a la reeducacion respiratoria, en la FPI se deberia enfatizar en la ensefianza
de técnicas de control de la respiracion y del esfuerzo diafragmético con el objetivo de
prevenir la taquipnea, la ansiedad y mejorar el intercambio gaseoso. Dado que muchos
pacientes con FPI desarrollan rigidez de las estructuras de la caja toracica, los ejercici-
os de expansién y de estiramiento de la musculatura toracica podrian ser beneficiosos.

La respiracion con los labios fruncidos, propia de la RR en la EPOC, podria ser util, reali-
zandola de forma suave, para disminuir la frecuencia respiratoria, sobre todo durante el
ejercicio.
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La medicion de la mejora en la distancia recorrida en la prueba de la marcha de los 6 mi-
nutos (PM6M) tras un programa de RR constituye uno de los objetivos principales para
medir la capacidad de ejercicio en los estudios realizados en FPI. Se estima que la dife-
rencia clinica minima importante en la PM6M es de 28 metros en los pacientes con FPI.

La mayoria de los estudios demuestran una mejoria en la distancia recorrida tras un
programa de RR. Nishiyama O. et al.’, realizaron un ensayo clinico controlado en el que
incluyeron 28 pacientes con FPI (Capacidad vital forzada (CVF) media del 69% del valor
predicho). 13 pacientes realizaron un programa de RR durante 10 semanas y 15 pacientes
no llevaron a cabo ninguna intervencion.

Se observé una mejoria significativa sélo en el grupo de RR mientras que el grupo con-
trol permanecié sin cambios (diferencia media de cambio entre grupos de 46.3 metros
respecto al valor basal).

Huppmann et al.*® llevaron a cabo un programa de RR de 4 semanas en 402 pacientes con
EPID, de los cuales 202 tenian FPI, con una VC media de 53%. En los pacientes con FPI se
observo una mejoria media de 45 metros en la PM6M. En este estudio los pacientes que re-
corrian menos distancia en la PM6M antes de realizar la RR, fueron los que mejoraban mas.

Se han usado diferentes cuestionarios para medir la calidad de vida y la disnea tras un
programa de RR, entre ellos el SF-36, el cuestionario respiratorio de Saint George (SGRQ),
el cuestionario de la enfermedad respiratoria crénica (CRQ) y el indice transicional de dis-
nea de Mahler (TDI).

Dos ensayos controlados aleatorizados encontraron mejoras a corto plazo respecto a la
capacidad funcional al ejercicio, la disnea y la calidad de vida después de la rehabilita-
cion respiratoria:

El estudio de Nishiyama O et al.“’ evalu6 la CVRS mediante el SGRQ observandose una
mejoria de 6.1 puntos en el grupo de la RR. Se estima una diferencia minima importante
de 5-8 puntos en el SGRQ en los pacientes con FPI. El estudio de Holland et al*°., obtu-
vo una mejoria significativa de la disnea medida por el CRQ de 2.7 puntos. El 59% de los
pacientes con FPI presentaron mejorias en la disnea por encima de la diferencia minima
importante que se estima en 2.5 puntos en la FPI. El estudio de Kozu et al*°,, s6lo observé
una mejoria significativa en el TDI de 1.7 puntos en los pacientes con FPI con disnea gra-
do 2 de la escala MRC (Medical Research Council).
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Algunos estudios recientes como el de Vainshelboim B et al.*" sugieren efectos benefici-
osos de la RR a més largo plazo en la FPI.

La revision de la Cochrane de RR en la EPID del afio 2014%? concluye que la RR mejora la
distancia recorrida en la PM6M con una diferencia media ponderada de 44.34 metros en
la EPID y de 35.63 metros en la FPI. Ademas la RR proporciona una mejoria en la CVRS y
una disminucién de la disnea en los pacientes con EPID y en el subgrupo de pacientes con
FPI. La calidad de la evidencia es baja-moderada debido al disefio de los estudios (muc-
hos de ellos no controlados) y al reducido tamafio muestral.

La evidencia disponible sugiere que la RR puede ser un tratamiento efectivo y seguro en la
FPI. Aunque con un nivel de recomendacidn débil, seria aconsejable incluir a los pacientes
con FPI en un programa de RR antes de que la enfermedad alcance estadios evoluciona-
dos. En general se recomienda un entrenamiento aerébico de baja intensidad y limitado
por los sintomas. Quedan aun cuestiones por resolver: cuando iniciar el programa de RR,
cudl debe ser la duracién éptima y la intensidad de un programa de RR, establecer un pro-
tocolo especifico de RR en la FPI, cuales son los efectos de la RR a largo plazo.

1.7.7 Terapia celular

Las células madre son células con el potencial de convertirse en muchos tipos distintos
de células en el organismo. Funcionan como un sistema reparador del cuerpo.

Existen cuatro tipos principales de células madre:

Las células madre totipotentes pueden crecer y formar un organismo completo, tanto los
componentes embrionarios (como por ejemplo, las tres capas embrionarias, el linaje ger-
minal y los tejidos que dardn lugar al saco vitelino), como los extraembrionarios (como la
placenta).Es decir, pueden formar todos los tipos celulares.

Las células madre pluripotentes no pueden formar un organismo completo, pero si cu-
alquier otro tipo de célula correspondiente a los tres linajes embrionarios (endodermo,
ectodermo y mesodermo), asi como el germinal y el saco vitelino. Pueden, por tanto, for-
mar linajes celulares. Se encuentran en distintas etapas del desarrollo embrionario. Las
células madre pluripotentes mds estudiadas son las células madre embrionarias.

Las células madre multipotentes son aquellas que sélo pueden generar células de su mis-
ma capa o linaje de origen embrionario.
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Las células madre unipotentes, también llamadas células progenitoras son células madre
que tiene la capacidad de diferenciarse en sélo un tipo de células.

Actualmente, tanto la terapia celular como la terapia génica en la FPI estan en fases de
estudio experimental, por lo que todavia se deberd esperar un tiempo para conocer su
efectividad como tratamiento alternativo o asociado a los tratamientos farmacoldgicos.

La FPI se caracteriza por la alteracion del fenotipo de las células alveolares, porque se
produce un dafio continuado en el epitelio alveolar, conjuntamente con el factor de la apop-
tosis celular, hace que las células del epitelio alveolar tengan un cambio en su integridad
y tengan una respuesta aberrante, que provoca que se activen los fibroblastos, con el
consiguiente depdsito de colageno®. A continuacion, mostramos las principales tipos de
células madre mesenquimales (MSC) que pueden ayudar en la reparacion pulmonar (Fig. 7):
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Fig. 7 Maliheh Ghadiri, Paul M Young & Daniela Traini (2016) Cell-based therapies
for the treatment of idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) disease, Expert Opinion on Biological Therapy, 16:3, 375-387,
DOI: 10.1517/14712598.2016.1124085
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Durante esta ultima década la implantacion de células madre, con la capacidad de prolife-
rar y diferenciarse a células alveolares, se ha planteado como una estrategia terapéutica.
Las células madre mesenquimales son probablemente las células mds estudiadas y utiliza-
das ya que se ha aprovechado su capacidad de diferenciarse a numerosos tipos celulares
diferentes.

La FPI se caracteriza por un remodelado fibrético, heterogéneo, originado por un dafio
alveolar que produce una reepitalizacién anémala y apoptosis de las células epiteliales
alveolares tipo | y II. Estos avances en el conocimiento de la etiopatogenia de la FPI nos
han permitido sugerir que la terapia celular pueda ser un tratamiento prometedor en esta
enfermedad. De este modo, se propone que el uso de células mesenquimales exdégenas
puede promover la correcta reepitelizacion del alveolo, disminuyendo asi la progresién de
la enfermedad e incluso revirtiendo las lesiones fibréticas establecida.

Numerosos estudios han evaluado este potencial terapéutico en el modelo de fibrosis por
BLM con resultados contradictorios. Los diferentes resultados pueden estar justificados
por las diferencias que existen entre este modelo y la FPI, sobretodo la ausencia en ésta
de una respuesta inflamatoria, incluso en estadios iniciales, las diferentes dosis de células
mesenquimales y vias de administracion utilizadas.

La capacidad de las células mesenquimales para diferenciarse en diferentes tipos de célu-
las (pluripotencialidad), caracteristica que las convierte en un potencial tratamiento de la
FPI, también provoca que puedan presentar efectos adversos. Se ha descrito, en contra
de lo esperado, que pueden diferenciarse en fibroblastos, agravando asi la enfermedad.
También se han descrito lesiones tumorales sélidas pulmonares y extrapulmonares tras
su administracion.

Una revision sistemética de Lalu et al. 5 de 36 ensayos clinicos que incluian mas de 1000
pacientes tratados con células madre por otras enfermedades, mostraba que su adminis-
tracion no se asociaba con efectos adversos a corto plazo. Sin embargo los ensayos clinicos
realizados, no sdlo en FPI sino también en otras enfermedades, donde se administraban
células madre autdlogas derivadas de tejido adiposo o placentario, por via endobronquial
o sistémica, no han demostrado aun que sean lo suficientemente seguras a largo plazo.

Dos son los ensayos clinicos realizados hasta la fecha con células madre en pacientes con
FPI. Se tratan ambos de estudios en fase |. Tzouvlekis et al. *° administraron células ma-
dre autdlogas derivadas de tejido adiposo por via intratraqueal a 14 pacientes con FPI sin
mostrar efectos adversos, deterioro funcional respiratorio significativo a los 12 meses asi
como tampoco datos de formacién de tejido ectdpico mediante la realizacion de una to-
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mografia computerizada corporal a los 24 meses. El segundo ensayo clinico es un estudio
fase Ib donde se administré por via intravenosa células mesenquimales derivadas de te-
jido placentario a 8 pacientes con FPI moderada y severa. Los resultados de este ensayo
clinico no fueron tan satisfactorios como el previo. Existia un mayor deterioro funcional
respiratorio durante el seguimiento y los pacientes presentaron reacciones adversas tras
la administracion de células mesenquimales, como la aparicion de infiltrados pulmonares
(no tumorales) que resolvieron tras la administracidn de tratamiento antibidtico y un caso
de exacerbacién aguda de FPI.

Otras alternativas planteadas a las células mesenquimales son la administracion de célu-
las alveolares tipo Il o la administracién de células madre derivadas de tejido embrionario.
El estudio de Serrano Mollar et al*® demostraron que la administracion intratraqueal de
células alveolares tipo I, en un modelo murino de bleomicina, revierte la fibrosis pulmonar
y restablece los niveles normales de proteinas del surfactante pulmonar.

En Abril de 2015 se publicé un estudio de Rajan Jain et al.> en el cual se demostré en
modelos de ratones que las células Hopxp type 1 pueden dar lugar a células de tipo 2, y
viceversa.

Recientemente, Marzo de 2016 se ha publicado el estudio de Serrano Mollar et al.*®, donde
en una muestra de 16 pacientes con FPI moderada y progresiva, se sometieron a un tras-
plante de células alveolares tipo Il a través de fibrobroncoscopia. Después de 12 meses
de seguimiento, no hubo eventos adversos significativos, ni hubo deterioro de la funcién
pulmonar, ni de los sintomas respiratorios y la extension de la enfermedad, apoyando la
hipotesis de que el trasplante de células alveolares tipo Il es seguro y bien tolerado en
pacientes con FPI .

Estos resultados indican que la administracidn de células alveolares tipo Il podria convertir-
se en una terapia para la FPI. Por lo tanto, son necesarios mds estudios y ensayos clinicos
gue nos permitan evaluar el riesgo de presentar efectos indeseados relacionados con la
propia naturaleza de las células madre trasplantadas, valorar también sus beneficios, y
poder asi integrar estos tratamientos en las actuales guias clinicas de la FPI.

1.7.8 Terapia génica
Aunque la FPI no es una enfermedad genética, hay numerosos estudios que demuestran

gue determinados polimorfismos genéticos podrian estar asociados a una mayor suscep-
tibilidad en el desarrollo de FPI®.
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Aligual que las terapias celulares, la terapia génica sélo se ha realizado a nivel experimen-
tal, basicamente inhibiendo o administrando diferentes microRNA que regulan la expresién
de diferentes genes relacionados con la FPI.

Los estudios de secuenciacién masiva de genes candidatos y la secuenciacion de todo el
genoma, se espera hallar rdpidamente el nimero de genes relacionados con la FPI.

En Agosto de 2015 investigadores del Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa, per-
teneciente al Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) y a la Universidad
Auténoma de Madrid (UAMD), han descrito el papel de un microARN, el mir-9-5p, para pre-
venir el desarrollo de la fibrosis pulmonar idiopética.

El trabajo publicado por Fierro-Fernandez et al.®°, se centra en el papel preventivo del
miR-9-5p en la fibrosis pulmonar y peritoneal. Dicha molécula fue elegida a través de un
cribado en el que observaron que este miARN se inducia tanto por un mediador de fibro-
sis, TgfB1, como por estrés oxidativo, otro fendmeno que favorece la fibrosis.

Su analisis ha demostrado que la administracion de miR-9-5p a ratones que desarrollan
fibrosis pulmonar inducida por bleomicina (el mismo modelo usado en esta Tesis) frena
de manera llamativa este proceso. Asimismo, los analisis de biopsias de pacientes con fi-
brosis pulmonar, asi como en células de peritoneo, también han permitido confirmar su
participacion en la inhibicién de la fibrosis.

El estudio detallado del proceso de fibrosis en las células en las que se origina, los fibro-
blastos, ha permitido conocer algunos de los mecanismos moleculares por los que actua
miR-9-5p y se ha observado que estdn relacionados con el bloqueo de la ruta de sefaliza-
cién mediada por TgfB1y con la disminucién del estrés oxidativo (EO) en los fibroblastos.

Estos resultados sugieren que el propio Tgfp1, ademas de disparar sefiales que favore-
cen la fibrosis pone en marcha mecanismos que autolimitan su dafio, es un ejemplo mas
del intento de todos los organismos de mantener la homeostasis o estado de equilibrio
general de todas las funciones.

Ante dicho hallazgo, los autores proponen el miR-9-5p como un marcador clinico de la fi-
brosis, concepto que se ha vertido en una patente europea desarrollada por el CSIC y la
empresa Gendiag.

La identificacién de estos vinculos genéticos con enfermedades mejorard ain mas la
comprension de la patogénesis de la FPI. Es por ello, que es necesario un esfuerzo en la
investigacion basica de la FPI.
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1.7.9 Cuidados paliativos

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)® define los cuidados paliativos como el “enfo-
que que mejora la calidad de vida de pacientes y familias que se enfrentan a los problemas
asociados con enfermedades amenazantes para la vida, a través de la prevencion y alivio
del sufrimiento por medio de la identificacion temprana e impecable evaluacion y trata-
miento del dolor y otros problemas, fisicos, psicolégicos y espirituales”.

Sin duda, esta rama de la medicina estd intimamente ligada a las enfermedades oncoldgi-
cas, que durante afios han dispuesto de opciones terapéuticas limitadas. No menos cierto
es que la FPI se comporta hasta la actualidad como una enfermedad oncolégica, y por
lo tanto, los pacientes podrian ser beneficiarios de este servicio. Desgraciadamente, y a
pesar del sufrimiento de los pacientes, hoy en dia los cuidados paliativos no estan incor-
porados a la rutina del tratamiento de la FPI.

Quizas uno de los grandes problemas de los cuidados paliativos es el propio desconocimi-
ento por parte de los profesionales sobre este campo de la medicina. Uno de los grandes
estigmas es que se ha ligado los cuidados paliativos al cdncer y mas concretamente, a
los ultimos dias de vida.

Sin embargo, los cuidados paliativos estan enfocados para pacientes en fase terminal, es
decir, aquellos que no responden al tratamiento especifico y en los que se espera por lo
tanto que la enfermedad provoque su fallecimiento. Pero este periodo puede ser variable,
y no estéa especificamente resumido a unos pocos dias. Es obvio, que los pacientes con
FPI se encuentran frecuentemente en esta situacion. Sin embargo, los pacientes con FPI
no suelen ser referidos a programas de cuidados paliativos, al menos tempranamente.

Quizas derivado de otra de las dificultades de los profesionales: comunicar adecuadamente
a los pacientes el prondstico y evolucion de la enfermedad. Muy frecuentemente se evita
esa dolorosa conversacion. Probablemente por la carencia de formacion o herramientas
de comunicaciéon médico-paciente. Pero cuando estd conversacién se ha realizado en un
entorno de adecuado (programas de cuidados paliativos) los pacientes han mostrado su
satisfaccion por conocer su realidad y poder programar adecuadamente el final de su vida.

Por lo tanto, es vital que los facultativos involucrados en el manejo de pacientes con FPI
detecten adecuadamente la fase terminal de la enfermedad, comuniquen a los pacientes
la situacidn y los deriven a programas de cuidados paliativos tempranamente.

No obstante, se ha de considerar un dato muy importante: no existen estudio suficientes
en pacientes con FPI para conocer la efectividad de los programas de cuidados paliativos.
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Se sabe, por los estudios publicados®?, que los pacientes con FPI presentan carencias re-
lativas al control de sintomas, soporte psicolégico o decisiones entorno al final de vida.
Pero pocos estudios han evaluado el impacto de los programas de cuidados paliativos en
estas necesidades. No obstante, los pocos estudios realizados en FPI han tenido resulta-
dos positivos. Estos son insuficientes por supuesto y hacen falta ensayos randomizados
multicéntricos para confirmar estos primeros datos.

Por lo tanto, la efectividad de los programas se extrapola de los resultados presentes en
otras enfermedades crénicas, incluidas otras respiratorias como la EPOC.

El tratamiento de la tos, especialmente la nocturna que dificulta el suefio, y de la disnea
es un factor determinante para mantener una aceptable calidad de vida en pacientes con
FPI. La codeina y otros opidceos y los glucocorticoides han mostrado cierta eficacia en
el control de la tos.

En un ensayo clinico se ha demostrado que la talidomida mejora la tos y la calidad de vida
respiratoria (recomendacion consistente, calidad de evidencia moderada)®®. Dosis bajas
de morfina pueden mejorar tanto la sensacion de disnea como la tos persistente en paci-
entes con enfermedad avanzada®.

Los cuidados paliativos deben ir encaminados a mejorar la calidad de vida de los pacientes
y sus familias frente a los problemas inherentes a esta enfermedad progresiva e incurable.

De esta manera, es importante la identificacion, valoracion y tratamiento precoz de
sintomas como el dolor, la disnea y la tos incoercible, asi como cualquier otro sintoma re-
lacionado con la progresion de la enfermedad, tanto en la esfera fisica como psicosocial®®.

Otro aspecto crucial de los programas de cuidados paliativos es su multidisciplinaridad.
Generalmente, los equipos de paliativos incluyen médicos, enfermeros, psicélogos y tra-
bajadores sociales. Gracias a ello se pueden abordar los diversos problemas del paciente
de forma integral.

Desgraciadamente, en nuestro pais la mayoria de los equipos dedicados a la atencidn de
la FPI carecen de dicha multidisciplinaridad y por lo tanto estdn mas limitados a la hora
de resolver los problemas de sus pacientes.

Lamentablemente, en FPI, no existen datos sobre como funcionan los programas de cui-
dados paliativos en nuestro pais. Desconocemos quién, cudndo y cdmo trata a estos
pacientes. Por lo tanto, es primordial conocer la realidad en nuestro entorno para poder
disefiar estrategias que mejoran las posibles deficiencias.
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En conclusion, los cuidados paliativos pueden ayudar a mejorar la calidad de vida de los
pacientes con FPI en fase terminal mediante el adecuado control de los sintomas, sopor-
te psicoldgico y toma de decisiones respecto al final de la vida.

1.7.10 Ventilacion mecanica no invasiva

Un 5-10% de los pacientes diagnosticados de FPI presentan durante la historia natural
de su enfermedad un episodio de exacerbacién aguda que cursa con insuficiencia respi-
ratoria severa y requiere ingreso en una unidad de cuidados intensivos. Estos pacientes
presentan una mortalidad préxima al 90%. La ventilacidon mecdnica invasiva (VMI) medi-
ante intubacion intratraqueal no ha demostrado hasta la fecha mejorar el prondstico de
estos pacientes.

Algunos estudios observacionales han demostrado que la ventilacion mecéanica no inva-
siva (VMNI) puede ser efectiva para prevenir el inicio de VMI en aquellos pacientes que
presentan un aumento del trabajo respiratorio y una PaO2/FiO2 >250.

Vianello et al.®® en un estudio retrospectivo analizaron recientemente la evolucion de 18
pacientes con FPI e insuficiencia respiratoria severa que requirieron ingreso en la unidad
de cuidados intensivos (UCI) y fueron tratados con VMNI. Mostré que presentaban una
mayor supervivencia respecto a los datos reportados en las series previas de pacientes de
similares caracteristicas tratados con VMI, con una tasa de éxito de la VMNI del 45%. El fra-
caso de la VMNI estaba relacionado directamente con los niveles de NT-proBNP al ingreso.
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En los ultimos afios hemos vivido un gran avance en el conocimiento de la FPI debido a
diversos motivos.

Por un lado, se ha producido una clarificacion de los criterios diagnosticos de la enferme-
dad. Ademas, la alta mortalidad por la ausencia de un tratamiento efectivo, ha generado
que exista una mayor preocupacion sobre la enfermedad en el dmbito cientifico y social,
lo que ha provocado que la investigacién en FPI haya tenido un incremento exponencial
en los Ultimos afios.

Diversos ensayos clinicos se han realizado con nuevos farmacos que intentan modificar
el curso de la FPI.

A pesar de ello, exceptuando la Pirfenidona, y el Nintedanib ya a disposicion de los pacien-
tes actualmente, la mayoria de estudios no han demostrado un beneficio en el tratamiento
de estos pacientes.

Por este motivo, recientemente desde el National Heart, Lung and Blood Institute (NHLBI®’
se ha coordinado una serie de sesiones de trabajo multidisciplinar entre diversos investi-
gadores y profesionales en las que se han identificado diversas dreas de investigacion que
bajo su consideracion han de ser prioritarias en la investigacion futura de la FPI.

Se definen seis dreas de investigacion a considerar en el futuro de la investigacion en FPI:
Investigacion en el daiio epitelial alveolar y su reparacion aberrante

Actualmente se considera que el dafio recurrente en el epitelio alveolar y la incapacidad
para resolver dicho dafio es el principal origen de la FPI. En éste dafio recurrente, se cree
que un grupo de células alveolares epiteliales alteradas o “reprogramadas” podrian tener
un papel en evitar la correcta reparacion de dicho dafo alveolar.

Por otro lado, es necesario explorar como se relacionan dichas células epiteliales con las
otras estirpes celulares que también se relacionan con el desarrollo de la FPI. Finalmente,
todavia se desconoce el papel que puedan jugar las células progenitoras en la reparacion
del dafio alveolar y su posible contribucién en la FPI.
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El papel de la matriz extracelular

El estudio de la matriz extracelular esta teniendo un creciente interés por su potencial
papel en la patogénesis de la FPI. Aln asi, se desconocen con detalle cuales son los com-
ponentes de la matriz celular (y sus receptores) que promueven el remodelado fibrético.

En este proceso es de interés también evaluar las caracteristicas mecanicas de la rigidez
de la matriz extracelular en la FPl y como ésta afecta a las células. El desarrollo de mo-
delos que simulen la matriz extracelular de los pulmones pueden ayudar a clarificar su
papel en la FPI.

El desarrollo de modelos animales preclinicos

El modelo animal mas frecuentemente usado en el estudio de la fibrosis ha sido el de ins-
tilacion de bleomicina.

Por ello, este modelo y otros definidos distan ain mucho de ser modelos 6ptimos para
el estudio de FPI, lo que puede explicar la falta de concordancia de muchos tratamientos
aplicados en animales que no han funcionado en su aplicacion en humanos.

Es necesario por lo tanto desarrollar modelos que sean de mayor validez en su aplicacién
para futuros estudios en humanos.

El papel de la inflamacion y la autoinmunidad

Aunque las células y mediadores inflamatorios no parecen tener un papel central en la
patogenia de la FPI, si que ejercen un papel al inicio y en algunos estados de la enferme-
dad (por ejemplo, es probable en las exacerbaciones). Se ha de seguir trabajando en el
estudio de estos factores e identificar qué pacientes pueden beneficiarse de tratamien-
tos que actuen en dichas vias.

Determinantes genéticos, epigenéticos y ambientales

El descubrimiento reciente de un polimorfismo? (SNP, single-nucleotide polymorphism) en
el promotor del gen MUCB5B, junto con la identificacion de un grupo de proteinas (TOLLIP)
que parecen estar asociadas con la incidencia y el pronéstico de la FPI, han abierto nue-
vas vias para explorar la predisposicion genética en la FPI.
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Ante los hallazgos recientes de la epigenética y el desarrollo de las aplicaciones “omics”,
puede ser interesante la comparacion con la fibrosis en otros érganos y desarrollar el en-
foque personalizado de la FPI.

Traslado de los hallazgos de investigacion en el diagnéstico y el
tratamiento

La base de la investigacion translacional (ésta Tesis es un buen ejemplo de ello) es poder
aplicar en la asistencia clinica los hallazgos previos de la investigacion basica. Diferentes
objetivos se han de establecer a este término en la FPI.

Por un lado, el desarrollo de diferentes biobancos con datos clinicos fiables es importan-
te, junto al desarrollo de biomarcadores que relacionen las diferentes etapas clinicas de
la enfermedad con el pronéstico.

Respecto a los ensayos clinicos, es importante crear infraestructuras locales que permi-
tan el acceso de los pacientes a los diversos ensayos.

Estamos viviendo unos tiempos en la FPI en los que, aunque todavia existen grandes in-
cdgnitas respecto a esta enfermedad, nuevas areas de investigacion estdn apareciendo.

Areas que hacen pensar que la investigacion en la FPI pueda progresar y de esta manera
poder tener tratamientos adecuados que permitan mejorar el prondstico de los pacientes.
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La FPI es la mas frecuente y la de peor pronédstico de las enfermedades pulmonares in-
tersticiales y sélo engloba patologias que presentan una forma de neumopatia con fibrosis
intersticial crénica, limitada al pulmén y asociada a un patrén histopatolégico de neumo-
nia intersticial usual en el que se observan areas de fibrosis pulmonar que coexisten con
focos de proliferacion fibroblastica. Los pacientes con FPI tienen una supervivencia media
entre 2.5 y 5 afios desde el inicio de los sintomas; s6lo superado en mortalidad por algu-
nos cdnceres como el de pulmén o pancreas.

Estas evidencias clinicas demandan un esfuerzo en la investigacion experimental con
cardcter traslacional. En concreto, un esfuerzo dirigido al conocimiento de los genes y
mecanismos moleculares involucrados en la FPI. En este sentido, el uso de modelos ani-
males para la investigacion de los mecanismos de fibrinogénesis se basa en la similitud
tanto estructural, bioquimica y molecular con los humanos y por ello permite estudiar en
tiempo real las interacciones genéticas, bioquimicas y medio ambientales que causa la
fibrosis pulmonar.

Los procesos que regulan la fisiopatologia de la fibrosis pulmonar se inician desde las pri-
meras fases de la lesion. De forma que en el pulmoén con lesiones fibréticas se produce
una situacion de estrés oxidativo celular crénico responsable del dafio tisular irreversible.
La capacidad proliferativa, regenerativa e inmunomoduladora de las ADSC trasplantadas
por via respiratoria, no utilizada antes en modelos de fibrosis pulmonar, podrian paliar
esta situacion de estrés oxidativo celular y asi como las lesiones fibréticas pulmonares.

Es por ellos que con una base cientifica sélida nos propusimos en este estudio experimen-
tal, valorar los efectos de las ADSC, por via trastraqueal en un modelo de FP inducida por
BLM, con potencial aplicabilidad traslacional.

Los conocimientos derivados no sélo podrian ayudar a entender mejor la fisiopatologia
de la FPI, sino ayuda a sentar una base mas sélida para identificar dianas moleculares que
permitan desarrollar estrategias terapéuticas especificas y, en ultima instancia, ayudar a
mejorar el prondstico y la calidad de vida de los pacientes con FPI.
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L

Desarrollar un modelo valido de Fibrosis Pulmonar en ratas inducida
por Bleomicina donde estudiar la eficacia de distintas alternativas

terapéuticas.

Valorar la capacidad de proliferacion, diferenciacion y reparacion
tisular de las ADSC en el modelo de Fibrosis Pulmonar.

3

Analizar la expresion génica en busqueda de biomarcadores de
Fibrosis Pulmonar y que nos ayuden a monitorizar la respuesta al
tratamiento con ADSC.
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5.1 DISENO DEL ESTUDIO

Hemos realizado un estudio experimental, en el cual se utilizaron 29 ratas macho (Rattus
norvegicus), de la cepa Sprague-Dawley que se distribuyeron aleatoriamente en 5 gru-
pos (Tabla 6):

GRUPOS DE ESTUDIO Descripcion

Grupo Control . S
Animales normales a los que no se les instilé nada.

(n=3)
G Se les instlilé suero fi§iolégico via intratraqueelal y

a los 30 dias se extrajeron muestras de pulmoén
(n=6) R

derecho e izquierdo.
Grupo BLM Al que §e !es |n.st|Io BLM via mtratraqu?al para
n=6) producir fibrosis pulmonar y a los 28 dias se extra-

jeron muestras de pulmén derecho e izquierdo.

Al que se les instilé BLM via intratraqueal, y se ad-
ministré ADSC por la misma via y por dosis Unica,
a los 2 dias de la instilacién de la BLM.

A los 28 dias de instilada la BLM se extrajeron
muestras de pulmon derecho e izquierdo.

Grupo BLM+ADSC-2d
(n=6)

Al que se les instilé BLM via intratraqueal, y se ad-
ministré ADSC por la misma via y por dosis Unica a
los 14 dias de la instilacién de la bleomicina.

A los 28 dias de instilada la BLM se extrajeron
muestras de pulmoén derecho e izquierdo.

Grupo BLM+ADSC-14d
(n=8)
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5.2 MODELO EXPERIMENTAL

En la actualidad, el uso de animales de laboratorio todavia es un requisito indispensable
para la investigacién traslacional. La creacion de un modelo experimental es el primer
obstaculo a superar cuando se inicia el estudio de una enfermedad. Para que se pueda
considerar como apropiado, el modelo experimental debe reproducir los rasgos caracte-
risticos de la enfermedad.

Para ello, se pueden utilizar modelos animales, celulares, e incluso modelos computacio-
nales. A partir de modelos animales los investigadores podemos ampliar el conocimiento
de las interacciones celulares y los mecanismos moleculares implicados en el progreso
de la enfermedad.

En el caso concreto de la FPI, el modelo animal ideal seria aquel que lograra reproducir
fibrosis pulmonar de un modo progresivo e irreversible, de manera que los animales pre-
sentaran todas las caracteristicas del patrén histolégico de NIU.

También debe ser reproducible, econdmico y que se pueda realizar en un espacio de ti-
empo relativamente corto. Por desgracia, el modelo animal perfecto no existe. Ademas,
en el caso de la FPI el mero hecho de crear un modelo animal ya implica tener que dejar
de lado que se trata de una enfermedad de origen desconocido.

A pesar de todo, existen varios modelos animales que consiguen reproducir, con mayor o
menor similitud, algunos de los rasgos mas caracteristicos de la fibrosis pulmonar.

El modelo animal mds utilizado en esta patologia es el que se provoca mediante la insti-
lacidn intratraqueal de sulfato de BLM, aunque también estan muy extendidos el uso de
silice, isocianato de fluoresceina, irradiacion, y la expresién/inhibicién de genes especi-
ficos mediante la introduccién de vectores virales o la utilizacién de animales transgénicos.

El sulfato de BLM es un farmaco antineoplasico que se utiliza para tratar diferentes ti-
pos de cancer. Esta formado por una mezcla de glucopéptidos citotoxicos aislados de la
bacteria Streptomyces verticillus y actia provocando dafio en el DNA e induciendo la
apoptosis de las células cancerigenas. El motivo de utilizar BLM para inducir fibrosis pul-
monar en animales de investigacion es debido a que uno de sus efectos secundarios es
el desarrollo de fibrosis pulmonar.

El modelo de BLM presenta muchas variaciones en cuanto a las dosis, vias de adminis-
tracién, y especie animal. Se ha administrado bleomicina a rata, ratdon, hamster, cobaya,
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conejo, perros y primates, administrando una Unica dosis o dosis repetidas, y por via in-
travenosa, intraperitoneal, intratraqueal, intranasal o subcuténea.

Lo mas frecuente es administrar una Unica dosis de BLM mediante instilacion intratraque-
al. La liberacién de BLM directamente a los pulmones provoca la muerte de las células
epiteliales por apoptosis.

Durante la primera semana post administracién se desencadena una marcada respuesta
inflamatoria con infiltracion de neutréfilos y linfocitos. A partir del décimo dia empieza a
resolverse esta situacion y se inicia el desarrollo de la fibrosis. Esta fase, denominada fase
fibrética, persiste durante las 3-4 semanas post instilacidn y se caracteriza por una excesi-
va deposicion de proteinas de la matriz extracelular. Sin embargo, después de este periodo
los animales empiezan a recuperarse por si mismos, retornando a un estado comparable
al fisioldgico, sin evidencias significativas de fibrosis en el tejido pulmonar después de 6
semanas de la instilacién de BLM.

Las principales ventajas de este modelo son, en primer lugar, la posibilidad de administrar
de un modo sencillo la BLM directamente en el pulmén y, en segundo lugar, la brevedad
del tiempo necesario hasta que se desarrolla la fibrosis.

Las desventajas son, por un lado, la capacidad de recuperacion del tejido lesionado vy, por
otro, que este método no logra reproducir en su totalidad las principales caracteristicas
de NIU en algunas especies animales. En este sentido el desarrollo de fibrosis mediante la
administracion de BLM es reducido o inexistente en algunas cepas de ratén.

De todas maneras y a pesar de las limitaciones, este modelo ha sido y sigue siendo am-
pliamente utilizado.

5.2.1 Induccion a la Fibrosis Pulmonar

Las intervenciones se realizaron bajo anestesia general sobre una mesa quirlrgica ter-
morregulada. Se siguieron las normas legales vigentes para el cuidado y la proteccién de
los animales de experimentacion. La anestesia se realizé con medetomidina subcutdnea
(s.c.) y ketamina intraperitoneal (i.p) ajustada a su peso. Una vez anestesiado el animal se
realizé una intubacién orotraqueal y se ventilé al animal con un volumen corriente (VC)
de Tml/100g de peso.

Para la induccién de la Fibrosis Pulmonar, a todos los animales se les instilé por intuba-
cién intratraqueal (I0T) Bleomicina (BLM) (Fig. 10) (2,5mg/kg de peso en 0.4 ml de suero
fisiologico), salvo el grupo Sham (Fig. 9)que sdlo se le instilé 0.4 ml de suero fisiolégico.
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Después de la administracién de BLM, el inicio de una respuesta inflamatoria aguda que
dura hasta 8 dias, seguido por los cambios resultantes en fibrogénicos deposicion de la
matriz y la distorsién de la estructura de pulmén a 28 o 35 dias. Tratamientos durante los
primeros siete dias seria considerado “preventiva”, mientras que los tratamientos durante
las ultimas etapas después de 7-10 dias serian considerado “terapéutico”.

Posteriormente bajo anestesia y con el mismo protocolo anestésico que para instilar la
BLM, a los animales se les aplicé ADSC por via intratraqueal a los 2 dias (Fig. 11) Grupo
BLM + ADSC-2d de instilada la dosis de tnica de BLM, y a los 14 dias (Fig. 12) Grupo BLM
+ ADSC -14d., en dosis Unica (2x10° células en un volumen de 100 ub).

Las ADSC fueron aisladas de tejido adiposo inguinal de tres machos donantes rata Sprague-
Dawley de 3-5 meses de edad que no fueron incluidos en el estudio. Después de ser
anestesiados mediante inyeccidn intraperitoneal de 50 mg / kg de ketamina (Ketolar®), el
tejido adiposo se retir6 en condiciones estériles. Brevemente se procedié a su homogenei-
zacién y al lavado con solucion salina estéril, el tejido adiposo se digirié enzimaticamente
durante 1 hora. El sedimento obtenido después de la centrifugacion se resuspendié en
medio de cultivo (DMEM, FBS al 5%, 1X P / S ) y las células se sembraron en una matriz
que se mantuvo en una incubadora a 37 ° C con 5 % de CO2 hasta que la monocapa de
células alcanzadaron la confluencia. Las células se hicieron crecer y se cultivaron a través
de varios pasajes por digestion con tripsina para producir un numero suficiente de célu-
las, tanto para la crioconservacion como para este estudio.

Grupo Control
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Fig 10. Grupo BLM.
Animales a los que se les instilé BLM (2,5 mg/Kg de peso) en dosis Unica por via intratraqueal en
el dia 0.

Grupo BLM+ADSC-2d
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Fig 11. Grupo BLM+ADSC-2d.
Animales a los que se les aplicé ADSC por via intratraqueal a los 2 dias de instilarle la dosis Unica de
BLM. Los animales fueron sacrificados a los 28 dias de instilarle la BLM (dia 0).

Grupo BLM+ADSC-14d
(" Modelo de Fibrosis Pulmonar h
(Bleomicina 2.5 UI/Kg)
; Obtencion
Mono dosis de muestras
L 1 1 1 ; 1 1 L j
I I 1 1 3 L] 1 I I
Dia o 4 8 12 i 16 20 24 28
L ADSC )

Fig 12. Grupo BLM+ADSC-14d.
Animales a los que se les aplicé ADSC por via intratraqueal a los 14 dias de instilarle la dosis Unica de
BLM. Los animales fueron sacrificados a los 28 dias de instilarle la BLM (dia 0).
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5.2.2 Escala de valoracion de la severidad de la Fibrosis Pulmonar
Escala de Ashcroft®®

Es una escala numérica continua para determinar el grado de fibrosis en las muestras de
pulmén y fue ideada para la correlacion con otras variables pulmonares tales como las
pruebas de funcion pulmonar.

La clasificacion se califica en una escala de 0 a 8, utilizando el promedio de las puntuaci-
ones del campo del microscopio.

La fibrosis se mide en pequefias muestras de tejido (Icm) que pueden proporcionar una
descripcion detallada de los cambios en un pulmén. (Fig. 13)

Toda la zona de la imagen del microscopio circular se considera y se observa si el parén-
quima en el campo es normal o fibrético. Si el tejido normal predomina se le asigna una
puntuacion de 0. En cada campo se da la puntuacidn correspondiente al grado de fibro-
sis predominante (0, 2, 4, 6 0 8), y en los casos en que es dudoso asignar a uno u otro de
esos valores, se puntia como el valor intermedio (1, 3,5 o 7). (Tabla 7)

Tabla 7. Escala de Ashcroft.
Criterios para establecer el grado de fibrosis

Grado de
Fibrosis

Caracteristicas Histologicas

0 Pulmén normal
Minimo engrosamiento fibroso de paredes alveolares o bronquiolares

Engrosamiento fibroso moderado de las paredes sin dafos evidentes en la arquitec-
tura del pulmoén

Aumento de la fibrosis con dafio en la estructura definida de pulmén y la formacion
5 de bandas fibrosas o pequefias masas fibrosas

Distorsion grave de la estructura y grandes areas fibrosas; "pulmén en panal de
7 abeja" se coloca en esta categoria

8 Obliteracion fibrosa total del campo alveolar

Ashcroft T, et al. Simple method of estimating severity of pulmonary fibrosis on a numerical scale. J Clin Pathol
1988;41:467-470
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Escala de Ashcroft

Fig 13. Diferentes imagenes de severidad de fibrosis seguin Escala de Ashcroft

5.3 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Para esta tesis doctoral se utilizaron 29 ratas (Rattus norvegicus), machos, de la cepa
Sprague-Dawley con un peso comprendido entre 300 y 400 gramos, y entre 3.5/4 me-
ses de edad (Fig.14). Estos animales procedieron de la colonia criada en el animalario de
la Unidad de Investigacion del Hospital Universitario de Gran Canaria Dr. Negrin de Las
Palmas de Gran Canaria, a partir de una pareja de reproductores (1° generacion) proceden-
te del Centro de produccion Animal de Harlan Interfauna Ibérica S.L. (Barcelona, Espafia).

Todos los animales fueron destetados a los 21 dias de edad, y se ubicaron en jaulas de
macroldn de 20 x 35 x 55 cm (Allentown Inc., Panlab S.L., Barcelona, Espaiia), las cuales
contenian 4 animales por jaula y con las condiciones idéneas de estabulacion.

El ciclo de luz dentro del animalario se programé a 12 h. de luz y 12h. de oscuridad y una
intensidad de 270 lux teniendo un grado de humedad relativa de 45/ 55%. El sistema de
ventilacién permitio 16 renovaciones/hora y la temperatura ambiente fue de 22°+1°C.
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Rata de la cepa Sprague-Dawley

Fig 14. Rata de la cepa Sprague-Dawley

El régimen de alimentacion administrado ha sido de un pienso concentrado para roedores
suministrado ad libitum con una dieta comercial de mantenimiento en pellets con la si-
guiente composicion: proteina bruta 15,6%; materia grasa bruta 2,8%; celulosa bruta 4,8%;
cenizas brutas 4,6%; vitamina A 7500 Ul/Kg.; CuO 14,7 ng/Kg.; vitamina D; 80 mg/Kg de
vitamina E; productos y subproductos de semillas de oleaginosas, productos de panaderia
y de fabricacién de productos alimenticios, minerales, semillas de oleaginosas y productos
de pescado (R.02-E Standard Diet, Prolabor, Espafia). Se suministré agua ad libitum con
pH 6,5 £ 8,5; y el encamado consistia en viruta de bagazo de cafia desmeollado.

La monitorizacién microbiolégica de rutina, de acuerdo a las recomendaciones de la
FELASA, no ha revelado presencia de patdgenos en ratas durante el periodo del estudio
experimental®®.

Siguiendo las recomendaciones de FELASA, se ha supervisado en todo momento la con-
ducta, el estrés y el bienestar de los animales™. De este modo se han valorado signos
fisiolégicos oculares (hematoporfirina y hundimiento del globo oculan), respiratorios (es-
tornudo, flujo nasal y frecuencia respiratoria), aspecto externo (piloereccion, lordosis,
deshidratacion y pérdida de peso) y signos de actividad anormal (somnolencia, anorexia,
automutilacion y vocalizacién).

Se han seguido las normas internacionales y nacionales vigentes sobre cuidado y pro-
teccion de los animales de experimentacion, bajo condiciones sanitarias en la categoria
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de convencional limpio de acuerdo a las recomendaciones y exigencias recogidas en el
Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos (National Research Council, 1996),
Directiva del Consejo Europeo 86/609 (Directiva-Comision de las Comunidades Europeas,
1986), Real Decreto Espafiol 1201/2005 (Ministerio Presidencia, 2005) y la Ley 32/2007
(Cortes Generales, 2007).

5.4 SALAS, EQUIPOS Y MATERIAL INVENTARIABLE

Para el desarrollo del modelo experimental, se ha utilizado el quirdfano | (Fig. 15), para
animales inmunocompetentes con nivel de contencién bioldgica Il y las salas de preope-
ratorio y postoperatorio de la Unidad de Investigacion del Hospital Universitario de Gran
Canaria Dr. Negrin (Fig. 15).

Asi como, ventiladores Servo 900° (Siemens-Elema, Suecia), microscopio de pie Zeiss
OPMI°9-12,5x (West, Alemania), nevera Misa® de 4 °C y congelador Revco® de -70 °C.

Quiréfano 1

Fig 15. Quiréfano de la Unidad de investigacién del HUGC Dr. Negrin.
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5.5 MATERIAL QUIRURGICO

Para garantizar un minimo de esterilidad se han utilizado pafios quirurgicos estériles, asi
también bisturis n® 22, jeringas de insulina, agujas 25 G, tijeras de Metzembaum y Mayo, pin-
zas de diseccion, pinzas de Adson, pinzas de microcirugia (relojero), tijeras de microcirugia,
tijeras de microcirugia Westcott, porta aguja Baumgartner, blefarostato Murdock, micro-
portaguja Castroviejo estriado, micro porta aguja Barraquer, suturas de Vycril® (Jonhnson
and Jonhnson, Madrid , Espafia) y seda negra 3/0 (Silkan’. B. Braun Surgical S.A. Espafia),
ligaduras de Surgipro II° de 6/0 y 7/0 (Tyco-Healthcare, USA), torundas y gasas estériles.

5.6 MEDICACION ANESTESICA Y ANALGESICA

Los farmacos que se han empleado en la anestesia de los animales han sido: lidocaina 1%
(Xilonibsa’®, Inibsa, Barcelona, Espafia), medetomidina (Domtor®, Pfizer, Madrid, Espafia),
ketamina (Ketolar 500°, Pfizer, Madrid, Espafia) y atropina 1% (Atropina’, Braun, Madrid,
Espafa). El efecto de la medetomidina se ha revertido con su antagonista, el atipamezol
(Antisedan’, Pfizer, Madrid, Espafia.).

Como analgésico postoperatorio se ha empleado la buprenorfina (Buprex®, Shering-Plug.
Barcelona. Espafia).

5.7 MATERIAL UTILIZADO PARA MEDICIONES

Las muestras se fijaron en formol 3,7 - 4% en recipientes de vidrio oscuro y a tempera-
tura ambiente. La deshidratacion se llevo a cabo con alcoholes y xilol (Leica, TP-1050,
Leica Instruments, Gmbh, Nussloch, Alemania). Las muestras se incluyeron en parafina
(Leica, Reichert-dung Histoembedder, Leica Instruments, Gmbh, Nussloch, Alemania).
Para la preparacién de las secciones se utilizaron un microtomo (Leica, LR-2055, Leica
Instruments, Gmbh, Nussloch, Alemania), un calentador de agua P Selecta y portaobje-
tos 76 x 26 Knittel Glaber.

Para la coloracién de las muestras en Hematoxilina-Eosina se necesitd los siguientes ma-
teriales: hematoxilina, alcohol etilico, potasio alume, agua destilada, 6xido mercurico, 4cido
acético glacial, eosina soluble en agua.
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Para purificar el RNA se us6 GITC-fenol/cloroformo. El bromuro de etidio de Pierce (Rockford,
IL). Para la sintesis del cADN se uso el kit Script cADN sintesis (BioRad, Barcelona-Espafia).
Los cebadores fueron fabricados por Thermo Electron (www.thermo.co). Para realizar las
PCRs a tiempo real se usé SYBR Green (Foster City, CA). El resto de reactivos procedian
de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO).

5.8 RECOGIDA Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS
5.8.1 Procesamiento de las muestras

Para la obtencién de muestras, los animales fueron profundamente anestesiados con
Ketamina y medetomidina y conectados al ventilador mecanico. Se reabrié la cavidad
tordcica mediante esternotomia media y se tomé una muestra de 1 ml de sangre con ci-
trato por puncién intracardiaca en un tubo que se centrifugd a 3000rpm durante 10 min
para obtener el plasma.

Se tomaron muestras en fresco del pulmén derecho y del izquierdo que se congelaron
inmediatamente en nitrégeno para ser almacenados a —-80°C y que se destinaron a estu-
dios genéticos y apoptoticos. El resto del pulmén se conservé en formol y se destind al
estudio histolégico.

5.8.2 Mediciones
5.8.2.1 Respuesta clinica

Mediante valoracidn de la conducta, signos de estrés y bienestar de los animales segun la
clasificacion internacional de FELASA™y radioldgica a la fibrosis. Si se producia el falle-
cimiento antes del periodo de sacrificio, se valoré la posible causa de la muerte mediante
necropsia.

5.8.2.2 Estudio histolégico

A fin de determinar el grado de fibrosis se realizé mediante técnicas anatomopatoldgi-
cas convencionales: tincién de hematoxilina-eosina, tricromico de Masson y microscopia
Optica. Se aplicé el sistema de clasificacion de la Escala de Ashcroft®® para fibrosis pul-
monar patoldgica previamente descrito, desde grado O (ausencia de fibrosis) a grado 8
(fibrosis total).
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5.8.2.3 Determinaciones génicas

Se determind la expresidn de genes relacionados con el estrés celular como son: proteina
de dominio Hsp27, Vegfa, Nfkb, IL6, Col4, IL1, Tgfp1.

5.9 ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se ha realizado mediante el paquete estadistico SPSS v15,0 para
Windows (2005, SPSS Inc. lllinois, USA). La expresion de los genes la mostramos como
media con su desviacién estandar (SD). Las determinaciones histoldgicas se expresan en
porcentajes. Para los contrastes de hipétesis hemos considerado un error <0,05. Hemos
aplicado el test de la U de Mann Whitney para dos muestras independientes para verificar
las diferencias en el peso y en la expresion de los genes, ya que estas no siguen una dis-
tribucion normal (Test de Kolmogorov- Smirnov). Se ha realizado el Test de ChiCuadrado
con la razén de verosimilitud (RV) para valorar la asociaciéon de las determinaciones his-
toldgicas de los tratamientos versus los controles. Para la elaboracién de los graficos se
utilizé el software GraphPad Prism 6.
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6.1 EVOLUCION CLINICA POSTOPERATORIA

La dosis de BLM intratraqueal instilada (Fig. 16) (2.5 UI/Kg) no produjo mortalidad en nin-
guno de los animales. No se observaron diferencias significativas entre los grupos Sham,
BLM y BLM+ADSC-2d y BLM+ADSC-14d en los pardmetros clinicos evaluados de tempe-
ratura y signos de dolor (piloereccidn, dacriorrea, inmovilizacién, ojos cerrados).

Los animales del grupo Sham presentaron una buena evolucion y su recuperacién del peso
fue mucho mas rdpida que la del grupo BLM. En los animales del grupo BLM se obser-
vé un grado leve dificultad respiratoria que ocasionaba una disminucién de su actividad
fisica. Esta condicion fue remitiendo con el tiempo y la mejoria del animal fue directa-
mente proporcional a la recuperacion del peso del animal. En el grupo BLM+ADSC-2d y
BLM+ADSC-14d, los animales presentaron una buena evolucion postoperatoria y recupe-
raron antes la actividad fisica con respecto al grupo BLM.

Intubacion orotraqueal

Fig. 16 Imagen de Intubacién orotraqueal de uno de los animales del estudio

En la Tabla 8, se muestran los pesos medios de cada grupo de estudio.

Tabla 8. Tiempo de recuperacion al peso inicial del estudio,
después de instilacion de BLM

Control (n=3) 323(317,5-323,5) 407 (404 - 414,5) 0,25
BLM (n=6) 336 (326,75 -343,75) 356,5 (351,25 - 360,25) 0,03*
Sham (n=6) 452.5 (445,75 - 469) 459 (411,25 - 512) 0,94
BLM+ADSC-2d (n=6) 302 (297,25 - 304,5) 379 (374,25 - 381,5) 0,03*
BLM+ADSC-14d (n=8) 330 (326 - 331,25) 355 (345,25 - 368,25) 0,008

*p<0.05
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Podemos observar las diferencias de peso entre cada grupo de estudio desde el momento
inicial del estudio (dia 0) y el momento final (dia 28) en cada uno de los grupos.

Debido al reducido tamafio muestral, las variables se describen como medianas y per-
centil 25 y percentil 75.

Se encuentran diferencias de peso significativas en los grupos BLM, BLM+ADSC-2d y
BLM+ADSC-14d.

A continuacién, mostramos graficamente la diferencia del peso de los animales diferen-
ciados por grupos en el transcurso de los 28 dias del estudio (Fig. 17).

Diferencia de pesos por grupo de estudio entre el inicio
y final del estudio

( )
ceod W resonicio
’ B Feso Final
a0
450+ l
400+ + i
350 l *

o1 ?
250
T T | 1 T
BLM BLM+ADSC- BLM+ASCD- CONTROL SHAM
14d 2d
Grupo
. J

Fig. 17 Diferencia de pesos por grupo de estudio entre el inicio y final del estudio
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Se cre6 una nueva variable como la resta entre el peso final menos el peso inicial. Y com-
paramos si hay diferencia de peso entre cada grupo de ratas.

Para ello, se utilizd el test no paramétrico de Kruskal-Wallis. Como el resultado es signi-
ficativo, se aplican las comparaciones post-hoc para comprobar entre que grupos hay
diferencias significativas:

Hay diferencias significativas de diferencia de peso entre los siguientes tipos ratas:

Control vs BLM, Control vs Sham, BLM vs BLM+ADSC-2d, BLM+ADSC-14d y Sham vs BLM
+ADSC-2d y BLM+ADSC-14d.

6.2 DESCRIPCION MACROSCOPICA DE LOS PULMONES

En los animales del grupo Control y Sham (Fig. 18) se observé que ambos pulmones presen-
taban una apariencia normal, coloracién rojo brillante, consistencia blanda y una adecuada
expansion. No se observaron adherencias entre el pulmén y pleura parietal y ni presencia
de focos atelectasicos o fibréticos.

Grupo Sham

Fig. 18 Bloque pulmonar de un animal del grupo Sham

Los pulmones del grupo BLM, (Fig. 19) presentaban lesiones bilaterales, caracterizadas
por dreas parcheadas de color rojo oscuro y de consistencia mas dura, sobre todo en la
zonas mas préximas al bronquio principal. Se observé ausencia de la funcion ventilatoria
en esas zonas a pesar de las maniobras de reclutamiento alveolar. Ninguno de los animales
del grupo presenté adherencias pleuro-pulmonares
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Grupo BLM

Fig. 19 Bloque pulmonar de un animal del grupo BLM

En los grupos de animales que se les trasplanté ADSC, grupos BLM+ADSC-2d (Fig. 20)
y el grupo BLM+ADSC-14d (Fig. 21) las lesiones observadas fueron de menor tamafio y
cantidad que las descritas en el grupo BLM. El tejido pulmonar presentaba una adecua-
da funcion ventilatoria de forma general, y las zonas parcheadas se recuperaban tras las
maniobras de reclutamiento alveolar. Ninguno de los animales del grupo presenté adhe-
rencias pleuro-pulmonares.

Grupo BLM+ADSC-2d

- . TN

Fig. 20 Bloque pulmonar de un animal del grupo BLM+ADSC-2d
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Grupo BLM+ADSC-14d

Fig. 21 Bloque pulmonar de un animal del grupo BLM+ADSC-14d

6.3 DETERMINACIONES HISTOLOGICAS

En el estudio microscépico del grupo control no se observaron alteraciones de la morfolo-
gia pulmonar. En los animales del grupo Sham al que sélo se administré suero fisioldgico,
se observod un leve engrosamiento de las paredes alveolares de forma aislada, con una
morfologia pulmonar normal (Fig. 22).

Fig. 22 Vista histoldgica de pulmén de un animal del grupo Sham, donde se observan los
espacios aéreos preservados y un leve engrosamiento irregular e los tabiques alveolares
(Hematoxilina-eosina x10).
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En el estudio microscdépico del grupo BLM se observé una desaparicion casi total de los
espacios alveolares, ocupado por macrdfagos alveolares, células epiteliales alveolares con
nucleo prominente, algunos hematies y muy pocos linfocitos. Ademds se observa prolife-
racion fibroblastica con distorsion arquitectural e imagenes de bronquiolizacion alveolar
(Fig. 23).

Fig. 23 Vista histologica de pulmén de un animal del grupo
BLM donde se observa consolidacion casi completa del parénquima, con amplias dreas de
fibrosis y ocupacién de los espacios alveolares. (Hematoxilina-eosina X4).

En los grupos BLM+ADSC-2d (Fig. 24) y BLM+ADSC-14d (Fig. 25), observamos una recupe-
racién parcial del espacio aéreo de aproximadamente un 35-40%, pero sin restablecimiento
completo de la estructura normal de las paredes alveolares, que sigue ocupada por las
mismas células que obliteran el resto del parénquima pulmonar. Se observaron también
cambios reactivos del epitelio con bronquiolizacién alveolar.

Grupo B

st

LM+ADSC-2d
e L o O

Fig. 24 Vista histoldgica de pulmén de un animal del grupo BLM+ADSC-2d donde se observa
fibrosis parcheada, con engrosamiento de septos alveolares y cierta preservacion de los
espacios aéreos. (Hematoxilina-eosina x 4).
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Grupo BLM+ADSC-14d

Fig. 25 Vista histolégica de pulmén de un animal del grupo BLM+ADSC-14d donde se observa una moderada
distorsion del parénquima pulmonar, con presencia de dreas predominantemente fibrosas alternando con
otras mejor conservadas. En las zonas fibrosas se observan imagenes de bronquiolizacién del epitelio
alveolar y presencia de macréfagos alveolares.

(Hematoxilina-eosina x 4)”.

No se observaron signos de necrosis en ninguno de los animales de los grupos estudiados.
6.3.1 Valoracion del grado de fibrosis seguin Escala de Ashcroft

Tal y como se comenta en un apartado anterior, al cuantificar el grado de fibrosis inters-
ticial entre los distintos grupos mediante la puntuacion de la Escala de Ashcroft en cada
campo se daba la puntuacién correspondiente al grado de fibrosis predominante (0, 2, 4,
6 0 8),y en los casos en que era dudoso asignar a uno u otro de esos valores, se puntia
como el valor intermedio (1, 3, 5 0 7) observamos que:

1) Los animales del grupo Control tuvieron una puntuacion de O.

2) Los animales del grupo Sham tuvieron una puntuacién de 0,37+0.07.

3) Los animales del grupo BLM alcanzaron la puntuacién mdxima de 6.55+0.34 nota-
blemente mayor y estadisticamente significativa si la comparamos con los Sham

(p=0.006).

4) Los animales del grupo BLM+ADSC-2d tuvieron una puntuacién de 4.63+0.38, que es
significativa al compararlo con el grupo BLM (p=0.005).

5) Los animales del grupo BLM+ADSC-14d tuvieron una puntuacién de 3,77+0,46 que es
significativa al compararlo con el grupo BLM (p=0.005).
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A continuacion, se representa graficamente el valor medio de la cuantificacion de la fibro-
sis segun la Escala de Ashcroft (Fig. 26):

- N
> Bl sHAM

I 5.

Bl BLM+ADSC 2d

7=
6=
5=
4 Bl BLM+ADSC 14d
3=

2=

Escala de Ashcroft

1=

0=

Fig.26 Valor medio de la cuantificacion de la fibrosis seguin Escala de Ashcroft

En la Fig. 27, observamos la evolucién de la fibrosis en funcién del grupo de estudio:

B SHAM
BLM

BLM+ADSC 2d

BLM+ADSC 14d

Escala de Ashcroft
<

Fig.27 Gréfico de la evolucion de la fibrosis segtn Escala de Ashcroft
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6.4 ANALISIS MICROBIOLOGICO

El cultivo de las muestras de pulmon de los grupos Control, Sham, BLM y BLM+ADSC-2d
y BLM+ADSC-14d fue negativo para bacterias aerobias y anaerobias.

6.5 ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA POR RT-PCR

6.5.1 GRUPO CONTROL vs RESTO DE GRUPOS

El andlisis de la expresién de RNA mensajero de las muestras de pulmén del grupo Control
vs Sham, BLM, BLM+ADSC-2d y BLM+ADSC-14d mostré los siguientes resultados para
cada uno de los genes analizados.

Tabla 9. Expresion de los genes analizados entre
el grupo Control vs Sham

“ommes | cowa | sm | p |

HSP 27 1+ 0,09 0,94 + 0,10 0,522
Vegfa 1+0,05 0,98 + 0,09 0,631
NFK B 1+ 0,03 0,97 £ OM 0,715
IL6 1£0,22 2,02 £ 0,34 0,006*
Col4 0,99 + 0,10 1,25 + 0,19 0,016*
L1 1+014 3,08+ 0,56 0,006*
TofB1 1+0,12 0,17 £ 0,03 0,006*
' 1\
c 4.0
° Bl CONTROLES
w 3.5 *
o SHAM
2 3.0
Qo
X 2.5+ o
<
> 2.0
14 *
E 1.5
"2’ 1.0
S 0.54 *
[
X o.0-
& & Q’l“b AR &
SR © <
L GENES J

Fig. 28 Expresion de los genes analizados entre Control vs Sham
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Tabla 10. Expresion de los genes analizados entre

el grupo Control vs BLM
| omNes | e | @M | p |
HSP 27 1%0,09 1,24 = 0,17 0,045*
Vegfa 1+ 0,05 14053 0,855
NFK B 1%0,03 1,29 £ 0,12 0,006*
IL6 1£0,22 214 + 0,47 0,006*
Col4 0,99 + 0,10 221+0,33 0,004*
IL1 104 143 % 0,26 0,010*
TgfB1 1012 254 + 044 0,004*
s 3\
[ 4.0
2 Bl coNnTROL
w 3.57
o B sV
= 3.0 *
Q
x
o
<
4
o
£
[}
2
=
[}
o
L GENES J

Fig. 29 Expresion de los genes analizados entre Control vs BLM.
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Tabla 11. Expresion de los genes analizados entre
el grupo Control vs BLM+ADSC-2d

HSP 27 10,09 0,87 + 0,04 0,100
Vegfa 10,05 123013 0,006*
NFK B 10,03 1,68+ 011 0,006*
IL6 120,22 182+ 01 0,006*
Colé 0,99 £ 010 2,05+ 0,13 0,006*
I 12014 1,27 £ 0,09 0,011*
TgfB1 120,12 2,08 £ 0,15 0,006*
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Fig. 30 Expresion de los genes analizados entre el grupo Control vs BLM+ADSC-2d
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Tabla 12. Expresion de los genes analizados entre
el grupo Control vs BLM+ADSC-14d

HSP 27 1+ 0,09 0,98 + 0,15 1,000
Vegfa 1+ 0,05 0,95 = 0,41 0,897
NFK B 1+£0,03 1,75 = 0,47 0,003*
IL6 1+£0,22 1,25 £ 0,42 0,245
Col4 0,99 £ 0,10 1,25 + 0,23 0,053
IL1 1+0,14 116 £ 0,15 0,053
Tng1 1+ 0,12 5,83 +2,06 0,002*
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Fig. 31 Expresion de los genes analizados entre el grupo Control vs BLM+ADSC-14d
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6.5.2 GRUPO Sham vs RESTO DE GRUPOS

El andlisis de la expresion de RNA mensajero de las muestras de pulmén del grupo Sham
vs BLM, BLM+ADSC-2d y BLM+ADSC-14d mostré los siguientes resultados para cada uno
de los genes analizados.

Tabla 13. Expresion de los genes analizados entre

el grupo Sham vs BLM
| omNes | sem | mw | p

HSP 27 1,06 £ 01 1,40 = 0,20 0,018*

Vegfa 1,03 0,09 1,05 + 0,05 0,885

NFK B 1£01 1,33 £ 0,13 0,009*

IL6 1,02+ 0,17 1,08 £ 0,24 0,602

Col4 1,01+ 0,15 178 % 0,26 0,004*

IL1 1,06% 0,19 0,49 * 0,09 0,006

TgfB1 1%0,20 14,44 * 2,50 0,006*
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Fig. 32 Expresion de los genes analizados entre el grupo Sham vs BLM
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Tabla 14. Expresion de los genes analizados entre
el grupo Sham vs BLM+ADSC-2d

HSP 27 1,06 + 0,11 0,98+0,04 0,273
Vegfa 1,03 £ 0,09 1,03+0,14 0,011*
NFK B 1+0M 174011 0,009*
IL6 1,02+ 0,17 0,92+0,05 0,251
Cold 1,01+ 0,15 1,65+0,10 0,006*
IL1 1,06+ 019 0,44%0,03 0,009*
TgfB1 1%0,20 11,82+0,86 0,009*
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Fig. 33 Expresion de los genes analizados entre el grupo Control vs BLM+ADSC-2d
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Tabla 15. Expresion de los genes analizados entre
el grupo Sham vs BLM+ADSC-14d

HSP 27 1,06 011 1M+016 0,519
Vegfa 1,03 £ 0,09 1% 043 0,897
NFK B 1£ 01 18+ 048 0,005*
IL6 1,02+ 017 0,63 £ 0,21 0,013*
Col4 101015 1£018 1,00
IL1 1,06+ 019 0,40 + 0,05 0,003*
TgfB1 1£0,20 3313 £ 11,69 0,003*
4 1\
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Fig. 34 Expresién de los genes analizados entre el grupo Sham vs BLM+ADSC-14d
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6.5.3 GRUPO BLM vs RESTO DE LOS GRUPOS

El andlisis de la expresion de RNA mensajero de las muestras de pulmén del grupo BLM
vs BLM+ADSC-2d y BLM+ADSC-14d mostré los siguientes resultados para cada uno de
los genes analizados.

Tabla 16. Expresion de los genes analizados entre

el grupo BLM vs BLM+ADSC-2d

HSP 27 1% 014 0,70 0,03 0,009*
Vegfa 1% 0,05 1,23 £ 0,13 0,006*
NFK B 1£0,09 130 £ 0,08 0,009*
IL6 1%0,22 0,85 * 0,05 0,175
Col4 1£015 0,92 * 0,06 0,465
IL1 1018 0,88 0,06 0,465
Tgfp1 1£0,17 0,81+ 0,05 0,100
( 1\
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Fig.35 Expresion de los genes analizados entre el grupo BLM vs BLM+ADSC-2d
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Tabla 17. Expresion de los genes analizados entre
el grupo BLM vs BLM+ADSC-14d

HSP 27 1+£014 0,79 £ 0,12 0,028*
Vegfa 1+ 0,05 0,95 = 0,41 0,770
NFK B 1+£0,09 1,36 = 0,36 0,040*
IL6 1+0,22 0,58 = 0,19 0,013*
Col4 1£0,15 0,56 = 0,10 0,002*
IL1 1+0,18 0,81+ 0,10 0,121
Tgf1 10,17 2,29 £ 0,80 0,002*
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Fig.36 Expresion de los genes analizados entre el grupo BLM vs BLM+ADSC-14d
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A continuacién, se muestra el andlisis de la expresién de RNA mensajero de cada gen de
forma individual.

Hsp27

No se observaron diferencias significativas en la expresion de Hsp27 entre el grupo Control
y el grupo Sham (p=0,522). La expresion Hsp27 en el grupo BLM fue significativamen-
te mayor (p= 0,018) que en el grupo Sham, mientras que su expresion en el grupo BLM
+ADSC-2d mostrd una disminucion significativa con respecto al grupo de BLM (p=0,009)
pero sin diferencias significativas con respecto al grupo Sham (p=0,100). Su expresion en
el grupo BLM+ADSC-14d resulté significativamente menor que el grupo BLM (p=0,028)
pero sin diferencias significativas con el grupo Sham (p =0,519).

Tabla 18. Expresion individual del gen HSP 27

Control 1+ 0,09
Sham 1,06 + 0,11

BLM 1+£014
BLM+ADSC-2d 0,70 £ 0,03
BLM+ADSC-14d 0,79 £ 0,12

p< 0.05
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FIG.37 Expresion individual del gen Hsp27
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No se observaron diferencias significativas en la expresion de Vegfa entre el grupo Control
y el grupo Sham (p=0,631). No hubo diferencias significativas de la expresion de Vegfa
entre el grupo BLM y el grupo Sham (p=0,855). Se observé un incremento significativo en
su expresion en el grupo BLM+ADSC-2d con respecto al grupo Sham (p=0,011 y al grupo
de BLM (p=0,006). Su expresién en el grupo BLM+ADSC-14d no mostro diferencias sig-
nificativas con respecto al grupo BLM (p=0,770) y Sham (p=0,897).

Tabla 19. Expresion individual del gen Vegfa

I S

Control
Sham
BLM
BLM+ADSC-2d
BLM+ADSC-14d

p< 0.05

1+0,05
1,03 = 0,09

1+0,05
1,23 £ 0,13
0,95 = 0,41

4.0 1
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FIG.38 Expresion individual del gen Vegfa
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NFkB

No se observaron diferencias significativas en la expresion de NFkB entre el grupo Control
y el grupo Sham (p=0,715). La expresiéon de NFkB en el grupo BLM fue significativamen-
te mayor (p = 0,009) que en el grupo Sham. La expresién en el grupo BLM+ADSC-2d fue
significativamente mayor con respecto al Sham (p=0,009) y BLM (p=0,009). Su expresién
en el grupo BLM+ADSC-14d fue significativamente mayor con respecto al Sham (p=0,005)
y al grupo BLM (p=0,040).

Tabla 20. Expresion individual del gen Nfkb

Control 1+ 0,03
Sham 1+0M
BLM 1+0,09
BLM+ADSC-2d 1,30 = 0,08
BLM+ADSC-14d 1,36 = 0,36
p< 0.05
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FIG.39 Expresion individual del gen Nfkb
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IL6

Se observo un incremento significativo en la expresion de IL6 entre el grupo Control y el
Sham (p=0,004) asi como en el grupo de BLM (p=0,006) con respecto al Control, aun-
que sin cambios significativos con respecto al Sham (p=0,602). Su expresién en el grupo
BLM+ADSC-2d no mostro diferencias significativas con respecto al grupo BLM (p=0,175)
y Sham (p=0,251). Su expresion en el grupo BLM+ADSC-14d no mostré diferencias sig-
nificativas con respecto al grupo Control, fue significativamente menor con respecto al
grupo Sham (p=0,013) y significativamente menor con respecto al grupo BLM (p=0,013).

Tabla 21. Expresion individual del gen IL 6

Control 1+0,22
Sham 1,02+ 0,17
BLM 1+£0,22
BLM+ADSC-2d 0,85 = 0,05
BLM+ADSC-14d 0,58 £ 0,19
p< 0.05
e 2
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FI1G.40 Expresion individual del gen IL 6
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Col4

Se observé un incremento significativo en la expresion de Col4 entre el grupo Sham vy el
Control (p=0,016) asi como en el grupo BLM con respecto al grupo Sham (p=0,004) y al
grupo Control (p=0,006). Su expresién en el grupo BLM+ADSC-2d no mostro diferencias
significativas con el grupo BLM (p=0,465) pero fue significativamente mayor que en el
grupo Sham (p=0,006) y Control (p=0,006). Su expresion en el grupo BLM+ADSC-14d fue
significativamente menor con respecto al grupo BLM (p=0,002) pero no mostré diferen-
cias significativas con respecto al grupo Sham (p=1,00) y al Control (p=0,053).

Tabla 22. Expresion individual del gen COL 4

Control 0,99 = 0,10
Sham 1,01+ 0,15
BLM 1+0,15
BLM+ADSC-2d 0,92 £ 0,06
BLM+ADSC-14d 0,56 = 0,10
p< 0.05
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Se observo un incremento significativo en la expresion de IL1entre el grupo Sham y el gru-
po Control (p=0,006). La expresion de IL1 en el grupo BLM fue significativamente mayor
que en el grupo Control (p=0,010) y menor que en el grupo Sham (p=0,006). La expresiéon
en el grupo BLM+ADSC-2d no mostré cambios significativos con respecto al grupo BLM
(p=0,465) pero fue significativamente mayor con respecto al grupo Control (p=0,011 y
menor con respecto al grupo Sham (p=0,009). Su expresion en el grupo BLM+ADSC-14d
no mostré cambios significativos con respecto al grupo BLM (p=0,053), y grupo Control
(p=0,053) pero mostré una disminucion significativa con respecto al Sham (p=0,003).

Tabla 23. Expresion individual del gen IL 1

T N T

Relative mMmRNA expression

Control 1£014
Sham 1,06+ 0,19
BLM 1+0,18
BLM+ADSC-2d 0,88 =+ 0,06
BLM+ADSC-14d 0,81+ 0,10
p< 0.05
N
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FIG.42 Expresion individual del gen IL1
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Tgfp1

Se observo una disminucion significativa en la expresion de Tgfp1entre el grupo Control y el
Sham (p=0,004). La expresion de Tgfp1en el grupo BLM fue significativamente mayor que
en el grupo Control (p=0,004) y Sham (p=0,006). La expresion en el grupo BLM+ADSC-2d
no mostro diferencias significativas con el grupo BLM (p=0,1) pero fue significativamen-
te mayor con respecto al grupo Control (p=0,006) y Sham (p=0,009). Su expresioén en el
grupo BLM+ADSC-14d fue significativamente mayor con respecto al grupo BLM (p=0,002),

al grupo Control (p=0,002) y Sham (p=0,003).

Tabla 24. Expresion individual del gen Tgfp1

e N

Control 1£0,12

Sham 1+ 0,20

BLM 12017

BLM+ADSC-2d 0,81+ 0,05
BLM+ADSC-14d 2,29 + 0,80
p< 0.05
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FIG.43 Expresion individual del gen Tgf31
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Las EPID son un grupo heterogéneo de enfermedades que presentan manifestaciones clini-
cas, anatomopatoldgicas, radioldgicas y funcionales similares que afectan a las estructuras
alveolo-intersticiales con un componente inflamatorio variable y, segun el caso, con la par-
ticipacion de las vias respiratorias de pequefio calibre y de la vascularizacion pulmonar’.

La FPI es la mas frecuente y agresiva de éstas enfermedades y la de peor prondstico, in-
cluso peor que algunos tipos de cancer, que sdlo engloba las patologias que presentan
una forma de neumopatias con fibrosis intersticial crénica limitada al pulmén y asociada
a un patrén histopatolégico de neumonia intersticial usual en el que se observan areas de
fibrosis pulmonar que coexisten con focos de proliferacion fibroblastica®

En la actualidad no existe un tratamiento médico eficaz que pueda frenar o cambiar el
curso evolutivo de la misma y evitar su fatal progresion afectando de forma considerable
la funcidn respiratoria y la calidad y cantidad de vida de los pacientes™.

En los ultimos afios se han producido importantes avances en el conocimiento de su fisio-
patologia, pasando del concepto de enfermedad inflamatoria a ser considerada actualmente
una enfermedad principalmente fibrogénica, de forma que se ha llegado a considerar un
problema de “homeostasis tisular alterada” y una “activacion aberrante” de las células
epiteliales alveolares y de los fibroblastos con el consiguiente depdsito de colageno que
se agrava con la edad. Sin embargo, son muchas las dudas que existen aun sobre los me-
canismos que generan la fibrogénesis incontrolada de la FPI®,

Es por ello que se demanda un esfuerzo de investigacion traslacional que ayude a mejo-
rar los conocimientos basicos de la enfermedad, debido a la necesidad de comprender
su patogénesis en mas profundidad y encontrar tratamientos eficaces. En este sentido,
este trabajo de tesis doctoral recoge varias de las recomendaciones para la investigacion
en FPI recientemente propuestas en un workshop del National Heart Lung and Blood
Institute-NHLBI ¥, como son:

1) El estudio de nuevos tratamientos durante las fases de fibrogénesis y de inicio de la
fase inflamatoria,

2) El estudio de los cambios en la matriz extracelular y la histologia de la arquitectura
pulmonar,

3) La caracterizacion y explotacion de las vias endégenas que inhiban la inflamacién y
la fibrosis,

4) La realizacion de estudios genéticos para identificar nuevas dianas que nos permitan
influir en el desarrollo de la FPI.
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Los modelos experimentales de enfermedad son una gran herramienta de trabajo para
la investigacion traslacional, siempre que se realicen bajo la estricta regulacién de la
normativas internacionales de uso de animales de experimentacién y con el maximo cum-
plimiento de las conocidas 3 R, descrita por los bidélogos ingleses, Russell y Burch, en su
libro “The Principle of Humane Experimental Technique” en la década de los 60 y que
hacen referencia a los métodos de reemplazo, reduccion y refinamiento. Las alternativas
de reemplazo aluden a métodos que eviten o sustituyan el uso de animales que incluyen
tanto los reemplazos absolutos (es decir, sustituir animales por modelos informaticos),
como los reemplazos relativos (es decir, sustituir vertebrados, por animales con una me-
nor percepcion del dolor, como algunos invertebrados). Las alternativas de reduccion
aluden a cualquier estrategia que tenga como resultado el uso de un menor numero de
animales para obtener datos suficientes que respondan a la cuestion investigada, o la ma-
ximizacion de la informacion obtenida por animal, para asi limitar o evitar potencialmente
el uso posterior de otros animales, sin comprometer el bienestar animal. Las alternativas
de refinamiento hacen mencién a la modificacion de la cria de animales o de los procedi-
mientos para minimizar el dolor y la angustia, asi como para mejorar el bienestar de los
animales utilizados en la ciencia desde su nacimiento hasta su muerte’'. Asi, siguiendo el
segundo principio de “alternativas de reduccion”, en el grupo control de nuestro proyecto
en lugar de emplear 6 pulmones de 6 animales distintos, decidimos analizar por separado
pulmones derechos e izquierdos de 3 animales (6 pulmones igualmente) minimizando el
numero de animales a sacrificar.

El modelo de desarrollo de fibrosis pulmonar en ratas mediante la instilacién traqueal de
BLM utilizado en esta tesis doctoral, ha demostrado ser un buen modelo experimental dada:

1D La aparicién de lesiones pulmonares similares a las observadas en los enfermos con
FPI en un grado significativamente mayor que el observado en el grupo Sham,

2) La pérdida de peso de los animales en relacion con la instauracién de la enfermedad,
3) La ausencia de mortalidad entre los animales de los grupos tratados y la supervivien-
cia de los mismos hasta los 28 dias, cuando la mayoria de los estudios experimentales

sacrifican los animales a los 14 dias®*.

4) La expresion significativa de los genes relacionados con la fibrosis pulmonar como
son Hsp27, Nfkb, IL6, IL1, Tgfp1 y Col4.
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Ademds, dicho modelo cumple con las 3 R previamente descritas en cuanto que no exis-
ten alternativas de reemplazo y que se han extremado las alternativas de reduccion del
numero de animales y las técnicas de refinamiento durante la realizacién de los procedi-
mientos y durante el sacrificio de los animales.

Por todo ello, podemos dar por cumplido el primer objetivo de nuestro trabajo en cuanto
a “desarrollar un modelo experimental valido en ratas de FP inducida con BLM”.

En los ultimos afios, hemos sido testigos de la gran cantidad de datos experimentales
relacionados con el aislamiento, diferenciacion y aplicacion de SC como una opcién de
tratamiento en modelos animales de fibrosis e inflamacién. Sin embargo, ha habido esca-
sos estudios experimentales y clinicos en relacién con la patologia respiratoria en general
y con la fibrosis pulmonar en particular

Las SC representan una nueva y prometedora estrategia terapéutica con innumerables
aplicaciones clinicas en las enfermedades pulmonares cronicas que implica la reparacion
de tejidos y su regeneracion. Sang Hoon Lee et al.’®, demostraron en un modelo experi-
mental de FP inducida por BLM con 40 ratas macho que la administracion intraperitoneal
de ADSC disminuy6 el proceso inflamatorio, los fendmenos fibréticos, la apoptosis y el
aumento de Tgfp1.

Una observacion prometedora para los futuros ensayos clinicos es el adecuado nivel de
seguridad de las SC que es el aspecto esencial que apoyaria el uso de las SC en la FPI au-
nque quedan aun aspectos por aclarar sobre todo en lo que conciernen al momento mas
apropiado para trasplantar las SC, la dosis ideal y la mejor o mejores vias de administracion
desde el punto de vista traslacional. En el estudio de Hare et al.*® evaluaron la seguridad
y eficacia de hMSC derivadas de médula ésea alogénica administradas en pacientes que
experimentan un primer infarto agudo de miocardio, aunque hubo toxicidad comparado
al placebo, la administracién de SC fue bien tolerada.

A pesar de ser un buen modelo experimental, desde un punto de vista traslacional, el mo-
delo de FP inducido por BLM podria ser mejorado a la hora de mantener de forma crénica
el proceso de FP para que se asemeje de forma aliin mas realista a lo que ocurre en la FPI,
de forma que nos permita ensayar diferentes alternativas terapéuticas de forma mas pro-
longada, modelo en el que ya estamos trabajando. Una posible limitacidn de los actuales
modelos experimentales de estudio de la FP es la utilizacidn de ratones o ratas jovenes de
menos de 3 meses, como ocurre en la mayoria de los modelos que se han utilizado, ya que
el envejecimiento de pulmdn es uno de los principales factores de riesgo de la FPI. Tashiro
et al.>* describieron que las lesiones pulmonares se pueden resolver espontaneamente en
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los animales jévenes en un estudio de FP inducida con BLM y usando ADSC por via iv. Se
ha sugerido que ésta variable debe ser tenida en cuenta en la evaluacién de los resultados
preclinicos y en la traslacion de los mismos a los ensayos clinicos. Sin embargo, en nuestro
estudio utilizamos ratas jovenes de 3-4 meses de edad como donantes de células madres
y como receptores del trasplante, no pudimos comprobar la regresién espontdnea de las
lesiones pulmonares fibréticas inducidas por BLM, ya que todos los animales del grupo
de BLM presentaron niveles altos en la Escala de Achroft, aunque bien es verdad que los
estudio de Tashiro et al.** esta realizados en ratones y no en ratas donde la variabilidad
genética entre especies puede haber influido en los resultados.

Tashiro et al*%, utilizaron dosis de 5x10° de ADSC iv. sin embargo, nosotros conseguimos
en nuestro estudio excelentes resultados con dosis muy inferiores por via traqueal, siendo
el primer estudio de FP experimental que se describe en este sentido. La necesidad de una
dosis mayor de ADSC por via sanguinea puede tener relacién con el bloqueo de SC en los
capilares pulmonares de forma que éstas no pueden acceder al espacio alveolar'®, hecho
que se consigue directamente con nuestro modelo de trasplante trastraqueal de ADSC.

Por otro lado, el mismo grupo describe una mortalidad del 4% con la instilacidn traqueal de
la misma dosis que utilizamos en nuestro estudio, 2,5 mg/kg. Es probable que esta morta-
lidad que describen pueda tener relacién no sélo con la elevada edad de los animales, sino
también con la forma de administracion de la BLM, dado el hecho de que nuestros valores
de la Escala de Ashcroft fueron mas de 2 puntos superior al de este estudio.

Las terapias basadas en células madre han mostrado un gran potencial para tratar a paci-
entes con enfermedades pulmonares. En una reciente revision de M. Ghadiri et al.™ sobre
diferentes estudios validan que la administracion de las células madre en un pulmén lesi-
onado puede ser considerado como un método terapéutico para reparar y reemplazar el
tejido pulmonar dafiado y que las células trasplantadas tienen la capacidad de proliferar
y diferenciarse en las células alveolares, y se han propuesto como una estrategia terapéu-
tica para el tratamiento de FPI. El mismo articulo sefiala que una de las vias de futuro de
la investigacién en FPI es la combinacion de terapia con células madre y terapia génica,
como hemos comentado anteriormente en el capitulo Il de esta Tesis y como podria ser
el modelo de investigacidon que ha seguido esta Tesis doctoral.

Por otro lado, se sabe que los procesos de dxido-reduccidn intracelular y las defensas
frente a los mismos estan presentes y regulados genéticamente en la FP, y que se inician
desde las primeras fases de la lesion. De esta forma, en el pulmoén con lesiones fibréticas
se produce una situacién de estrés oxidativo celular crénico que es responsable del dafio
tisular irreversible®.
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En nuestro estudio, la administracién de ADSC por via transtraqueal no utilizado antes en
modelos experimentales de FP, ha paliado de forma significativa el dafio pulmonar sub-
secuente asociado a la misma. La disminucion significativa de las lesiones pulmonares y
del grado de fibrosis en el grupo tratado con ADSC tanto a los 2 como a los 14 dias sugie-
re que las ADSC son capaces de modular los procesos inflamatorios y el estrés oxidativo
inicial que conducen a la aparicion de la FP y a regenerar el tejido cuando la fibrosis estd
instaurada.

Estos hechos adquieren un valor adicional teniendo en cuenta que: 1 el andlisis histolo-
gico se realizé de forma ciega respecto al grupo de procedencia de las muestras y, 2) los
resultados negativos del andlisis microbiolégico en todas las muestras descartan que la
gradacion del proceso de fibrosis observado entre los distintos grupos pudiera haberse
debido a infecciones intercurrentes.

Ello, nos permite dar por cumplido el segundo objetivo de nuestro trabajo en cuanto al
hecho de “valorar la capacidad de proliferacion, diferenciacion y reparacion tisular de las
ADSC en el modelo de FP”.

Por otro lado, la susceptibilidad pulmonar a sufrir FPI estd determinada por una com-
binacion variable de genes, polimorfismos y alteraciones transcripcionales y cambios
epigenéticos (metilacion, modificacion de histonas, regulacion de microARN, etc) que pa-
recen ser los responsables del desarrollo especifico de la FPI y de la expresion de genes
relacionados con la inflamacidn y la fibrosis.

Es interesante destacar que los ultimos avances en el conocimiento de la genética humana
han establecido una relacién clara entre la disfuncién telomérica y diferentes enfermedades
degenerativas. El descubrimiento de la mutacién en el gen DKC1 como la base genética
de una rara enfermedad conocida como Disqueratosis Congénita, establecid las bases de
futuras investigaciones en el campo de los telémeros’™.

El gen DKC1 codifica para la disquerina, proteina esencial para la estabilidad del compo-
nente TR y de la funcién de la telomerasa. De este modo, las mutaciones en TERT, TR,
DKC1 y/o shelterina causan pérdida de funcién de la enzima y aceleran el acortamiento
telomérico, que normalmente ocurre con la edad, provocando un envejecimiento pre-
maturo’. Las mutaciones en TERT y TR son las mds frecuentes y se manifiestan con un
patrén de herencia autosémica dominante’™. De este modo, el defecto de la longitud telo-
merica esta presente en las células germinales dando lugar a diferentes presentaciones
clinicas. La agrupacion de las mismas bajo el espectro de un mismo sindrome (Sindromes
Teloméricos)”” puede ser crucial en la toma de decisiones clinicas, puesto que diversos



“Efectos del trasplante de células madre en un modelo experimental de Fibrosis Pulmonar”

organos pueden verse afectados incluso cuando predominan las manifestaciones de una
Unica enfermedad. Recientes investigaciones en modelos animales modificados genética-
mente han concluido que los sujetos con deleciones de TERT y/o TR Unicamente expresan
fenotipo cuando la longitud telomérica esta afectada’. A través de un mecanismo de anti-
cipacién genética, el acortamiento telomérico provoca el empeoramiento fenotipico en
generaciones consecutivas mediante la acumulacion de telémeros disfuncionantes. Los
portadores de la mutacién que son fumadores mueren una media de 10 afios antes que los
portadores que no son fumadores’. Por tanto, la ausencia de telomerasa no es suficiente
para causar enfermedad degenerativa. Hay evidencia de que la longitud telomérica es he-
redable siendo, por tanto, el principal determinante genético en la severidad del fenotipo.

Los tejidos con alta tasa de recambio son particularmente sensibles a la longitud telomérica.
Por este motivo, las enfermedades asociadas a telémeros se manifiestan prematuramente
en la medula 6sea, debido al agotamiento de las SC. En tejidos con baja tasa de recambio,
como el pulmén, la disfuncién telomérica causa fenotipos prominentes observando una
alta penetrancia de afectacion pulmonar.

No obstante, el defecto telomérico por si solo no es suficiente para inducir enfermedad
pulmonar espontdnea. Un segundo agravio es necesario para dafiar adicionalmente los
teldémeros disfuncionantes de las células epiteliales pulmonares, que debido a su baja tasa
de recambio presentan un agotamiento replicativo retardado. Por este motivo, la afecta-
cion pulmonar representa un fenotipo atenuado cominmente expresado después de la
mediana edad. Para que para se desarrolle FPI es necesaria la participacion de factores
exdgenos o ambientales sobre un terreno genéticamente predispuesto.

Hay que tener en cuenta que el pulmén fibrético se asemeja marcadamente a un érga-
no “supercicatrizado”, sugiriendo que la fibrosis podria visualizarse como un proceso de
reparacion “excesivo” probablemente como resultado de la inflamacién continuada. De
hecho, un nimero considerable de estudios ha examinado la interaccién entre células in-
flamatorias y células del parénquima pulmonar, principalmente fibroblastos, ilustrando la
relevancia de estas interacciones en la patogénesis de la fibrosis pulmonar. Asi, el incre-
mento en el depdsito de fibras coldgenas en el intersticio pulmonar que caracteriza a esta
enfermedad, ocurriria como resultado de la activacion de los fibroblastos por moléculas
liberadas por varias células inflamatorias (citoquinas), particularmente por macréfagos
alveolares y linfocitos™.

La FPI puede ser el resultado de un envejecimiento pulmonar acelerado, tal y como he-
mos comentado previamente. Se sabe que entre el 20-35% de los pacientes presentan
acortamiento telomérico y el 50-70% con Fibrosis Pulmonar familiar (FPF) se asocian a
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este defecto y aun peor prondstico y mayor nimero de problemas asociados al trasplante.
Como se relaciona estas alteraciones teloméricas con la expresion de genes proinflama-
torios y la aparicion de lesiones fibroticas esta aun por resolver. Futuras investigaciones
en este campo haran posible el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, protocolos
de manejo y consejo genético para la atencién personalizada de estos pacientes.

En este sentido, los resultados observados en los cambios de expresion génica de los genes
relacionados con la FPI como el aumento de su expresion el grupo de BLM y la significativa
reduccion en el grupo tratado con ADSC, nos permiten dar por cumplido el tercer objeti-
vo de nuestro trabajo de “Analizar la expresion génica en busqueda de biomarcadores de
fibrosis pulmonar y monitorizar la respuesta al tratamiento con ADSC”

Hay que tener en cuenta que las MSC expresan diferentes tipos de mediadores celulares
como Tgfp1, Vedf, Pdgf, Egf y Fgf con efectos celulares paracrinos durante los procesos
de reparacion y regeneracion tisular, que actian como una unidad funcional cuyo objeti-
vo final es la restauracion del tejido®. Las proteinas albergadas en las células de los seres
vivos se ven sometidas constantemente a la accién de numerosos agentes estresantes lo
que les produce multiples alteraciones, algunas de las cuales pueden ser incompatibles
con la vida. Para luchar contra ellos, las células se hallan dotadas de una serie de meca-
nismos protectores entre los que se encuentran las proteinas del shock térmico, también
conocidas como proteinas del estrés o “Heat shock proteins”. Su cometido fundamental
consiste en proteger a las proteinas estructurales contra los efectos que el estrés origina
sobre su sintesis y funcionalismo, incluida la muerte celular programada o apoptosis. En
este sentido, Hsp27 es una pequefia proteina miembro de esta familia capaz de formar
largas cadenas que actian como chaperonas involucradas en el plegado y la renatura-
lizacion de las proteinas y en la degradacion de aquellas que se han desnaturalizado de
manera irreversible. Entre sus acciones mds destacadas se encuentran: 1) su capacidad
para modular las ERO (especies reactivas del oxigeno) y estimular la expresidn de enzimas
antioxidantes actuando entonces como un citoprotector, 2) inhibir la apoptosis y proteger
a los filamentos de actina de la fragmentacion, asi como, 3) tener un papel esencial en la
diferenciacion de los tejidos, en la termotolerancia y en la citoproteccion bajo condiciones
de estrés y oxidacion. Sin embargo, a pesar de sus propiedades protectoras Wettstein G
et al.8° describieron que esta proteina esta directamente relacionada con la FPI y que su
inhibicion bloquea el desarrollo de la FP. De hecho, otros autores como Vidyasagar®, la
sefialan como un biomarcador de enfermedad y una potencial diana terapéutica.

Una posible explicacion a todos estos hallazgos podria ser la existencia de un efecto
diferencial de Hsp27, con mayor accion o sobre expresion en fibroblastos y miofibroblas-
tos (disminuyendo su apoptosis y favoreciendo su perpetuacion mas alld de acabado el
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proceso de reparacion) y con un menor efecto o sobreexpresion sobre las CEA (y por
tanto con menor accién protectora sobre las mismas). En nuestro estudio, hemos podido
observar que la Hsp27 se expresa de forma significativa en el grupo de BLM y que el tra-
tamiento con ADSC disminuye su expresion hasta niveles normales lo que indica que: o
bien esta proteina efectivamente esta directamente implicada en el desarrollo de la FP y
que el efecto protector de las ADSC reduce su expresion contribuyendo a la disminucion
del grado de fibrosis pulmonar, o bien Hsp27 se expresa ante el dafio pulmonar inducido
por la fibrosis en un intento por proteger a las células del dafio oxidativo, de forma que su
expresion disminuiria con las ADSC al disminuir éstas el estrés oxidativo, los fendmenos
inflamatorios y la lesion pulmonar. Esta segunda hipdtesis, se ve apoyada por dos trabajos
de nuestro grupo de investigacion. El primero corresponde a un estudio con DNA micro-
arrays del rechazo crénico en el trasplante pulmonar®? en el que se concluyé que Hsp27
protege el citoesqueleto del rechazo croénico e inhibe la apoptosis. El segundo estudio,
sobre los efectos del ozono (O3) sobre el rechazo crénico del trasplante pulmonar, fue
financiado por una beca del ISCIII (Pl 10/01485) y motivo de una Tesis Doctoral Europea
cuyos resultados estdn pendientes de publicacién; en él se observé que en los animales
tratados con O3 la expresion de Hsp27 estaba también disminuida, como muestra del
efecto antioxidante con caracter reparador sobre la sobreexpresion de estas proteinas.
Por estos motivos, pensamos que para averiguar cual es el papel real de Hsp27 en la FPI
se requiere de mas estudios, en los que nuestro grupo esta en la actualidad trabajando.

Vegf es una proteina sefalizadora implicada en la vasculogénesis (formacién de novo
del sistema circulatorio embrionario) y en la angiogénesis (crecimiento de vasos sanguineos
provenientes de vasos preexistentes). Vegf tiene acciones sobre las células endoteliales,
estimulando su divisién y migracion, pero también tiene efectos sobre otros tipos celula-
res ya que estimula la migraciéon de monocitos/macréfagos, neuronas, células epiteliales
renales, células tumorales y células madre hematopoyéticas®. Es vasodilatador por esti-
mulacién de la liberacién de éxido de nitrégeno, incrementa la permeabilidad vascular, la
actividad de la metano monooxigenasa, la actividad de la integrina avp3, la creacién de
la luz y de las fenestraciones de los vasos®. En nuestro estudio, el trasplante de ADSC-
2d incremento de forma significativa la expresion de Vegf, en probable relacion con: 1) el
proceso de regeneracion tisular y la diferenciacién de las ADSC, 2) el estimulo migratorio
de las monocitos y macroéfagos hacia los focos inflamatorios donde realizan sus acciones
de depuracion de restos celulares en fases precoces de la enfermedad, 3) la estimulacion
de la neovascularizacion y la diferenciacion de las ADSC hacia células endoteliales depen-
dientes de VEGF cuando la via de sefializacion RhoA/ROCK dependiente de la activacion
por TgfB1 no esta activa®.
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La ausencia de expresion significativa en el grupo de ADSC-14d podria indicar que: 1) su
papel en fases mds avanzadas y fibréticas es menos relevante 6 2) que simplemente se
requiere mas tiempo para detectar una aumento significativo de su expresion, teniendo en
cuenta que la expresion de Vegf en MSC trasplantadas en otros tejidos tiene lugar sobre
los 21 dias después del trasplante® ¢ 3) que su expresion esté inactivada por la activacion
de la via de sefializacion RhoA/ROCK dependiente de Tgfp1.

Este ultimo punto cobra ain mds fuerza, teniendo en cuenta que Tgfp1 es una protei-
na que pertenece a la superfamilia de factores de crecimiento transformante beta de
las citoquinas. Es una proteina de secrecion que lleva a cabo diversas funciones en la
célula, como el control del crecimiento celular, proliferacion celular, procesos de diferenci-
acion y apoptosis®. Se ha descrito que Tgfp1, ademads, es capaz de estimular directamente
a los fibroblastos y miofibroblastos e inducir FP? por lo que sus actividades estan intima-
mente relacionadas con la generacion de enfermedad obstructiva pulmonar e hipertensién
pulmonar. Es interesante destacar que, en un gran numero de células, TgfB1 es capaz de
provocar una respuesta de estrés oxidativo, la cual parece estar asociada con la actividad
del factor de transcripcion TIEG (Tgf1-inducible early-response gene)® y que probable-
mente la accion de TgfB1 como pro-fibrético cuando se expresa en el tejido pulmonar
con FP no tiene relacién con sus acciones cuando es expresado por las ADSC durante la
fase de reparacion tisular. De hecho, en nuestro estudio, observamos un incremento sig-
nificativo de la expresion de Nfkb en el grupo tratado con BLM, en relacién con su accion
profibrotica y ademas su expresion se incrementd significativamente con el trasplante de
ADSC-14d, mientras que la expresidn de Vegf no mostré diferencias significativas como
hemos comentado previamente, lo cual apoya la teoria de que la via de actuacion de Tgf1
podria ser la activacion de la via de sefalizacion RhoA/ROCK que permite la diferencia-
cion de las MSC en miofibroblastos inhibiendo la expresion de Vegf®e.

NfkB es un complejo proteico que controla la transcripcion del ADN, se encuentra en la
mayoria de células animales y estd implicado en la respuesta celular frente a estimulos
como el estrés oxidativo, las citoquinas, la radiacion ultravioleta, las LDL oxidadas y an-
tigenos bacterianos o virales®. Es un factor de transcripcion nuclear con importante
actividad proinflamatoria que, una vez activado, se traslada al nicleo donde estimula la
expresion de genes implicados en una amplia variedad de funciones bioldgicas, incluida la
sintesis de citocinas proinflamatorias como IFNg, TNFa e IL-8. Su activacion se ha asoci-
ado con numerosas enfermedades inflamatorias y se ha podido comprobar que existe un
incremento de su activacion en la FP®, Su regulacion defectuosa esta relacionada con el
cancer, las enfermedades inflamatorias y autoinmunes, shock séptico, infecciones virales
o un desarrollo inmune inadecuado®®, de forma que se ha observado que en muchos can-
ceres hay una sobre-activacion del factor Nfkb y que su inhibicion limita la proliferacion
de células cancerosas y la respuesta inflamatoria; por lo que los métodos de inhibicion de



“Efectos del trasplante de células madre en un modelo experimental de Fibrosis Pulmonar”

la sefializacion de Nfkb tienen un gran interés terapéutico en cédnceres y enfermedades
inflamatorias como pudiera ser la FPI®”%8, Cuando las células madre mesénquimales estan
expuestas a dafo célular por la presencia de TNF, endotoxinas y la hipoxia, incrementan
la activacion de Nfkb, ERK (extracellular signal-regulated kinase), y JNK (quinasas c-Jun
N-terminal) y Nfkb inhibe la expresion de Vegf, Fgf2 y Hgf . En nuestro estudio obser-
vamos un incremento significativo de la expresion de Nfkb en el grupo tratado con BLM,
en relacion con su accidn proinflamatoria en FP. A su vez, el grupo tratado con ADSC-2d
mostré menor expresién de Nfkb y una aumento significativo de Vegf, mientras que el
grupo de ADSC-14d mostré una aumento significativo de Nfkb y una disminucion de la
expresién de Vedf, lo que evidencia que la relacién inversa descrita en MSC también esta
presente en las ADSC, siendo la primera vez que se describe esta relacién en ADSC y en
tejido pulmonar, lo que podria traducir que se trata de la expresion de una forma univer-
sal de comportamiento de las SC ante la lesion celular y tisular, dependiendo de la fase
de regeneracion en la que se encuentren el tejido, no bien conocida aun.

IL6 es una glicoproteina de pequefio tamafio (21 KDa), localizada en el cromosoma 7, una
citoquina producida por las células del sistema inmunolégico innato, los macréfagos, células
T, células endoteliales y también fibroblastos como potente inductor de la fase de respues-
ta aguda. Su liberacion estd inducida por la IL-1y se incrementa en respuesta a TNFa. Su
accién proinflamatoria y de su accidn profibrética han sido descritas en modelos experi-
mentales de FP inducida con BLM®. La IL6 ha sido también conocida como interferon-R2
(IFN-R2) o B-cell stimulating factor-2 (BSF-2) y es idéntica al factor estimulante de he-
patocitos (HSF), lo que prueba su capacidad para estimular los hepatocitos y producir
proteinas de la fase aguda, como el fibrindgeno y la alfa-1-antitripsina entre otros.En nu-
estro estudio, el trasplante de ADSC-14d disminuyd significativamente su expresion hasta
el nivel de los animales controles reduciendo de forma importante su accion profibroética.

IL1 es una citoquina producida por multiples estirpes celulares, principalmente por ma-
créfagos activados. Se produce en grandes cantidades como respuesta a infecciones o
cualquier tipo de lesion o estrés. Es un mediador clave en la respuesta inflamatoria oca-
sionando fiebre, neutrofilia y produccién de proteinas de fase aguda. Posee numerosas
actividades bioldgicas, como son la proliferacion de linfocitos T a través de la liberacién de
IL-2, la proliferacion y diferenciacion de los linfocitos B, actuar como factor de crecimiento
de los fibroblastos, como pirégeno enddgeno, y liberar prostaglandinas y colagenasas. Se
ha descrito que los macrdéfagos alveolares producen IL-6 e IL-1y los fibroblastos pulmo-
nares producen IL-6. A su vez, la produccién de IL-1 por los monocitos regula la expresién
de IL6 por los fibroblastos pulmonares, de forma que ambas estan intimamente entrelaza-
das® como hemos comentado previamente. En nuestro estudio no se observaron cambios
significativos en su expresion con el trasplante de ADSC en fases precoces ni tardias de
la instauracion de la enfermedad.
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El gen Col4 se localiza en el brazo largo del cromosoma 16 (16q12.5) y codifica una proteina
de la membrana basal que actiia como constituyente estructural de la matriz extracelu-
lar, el coldgeno tipo IV. Dicho coldgeno se encuentra implicado en la diferenciacion de las
células epiteliales, la organizacion de la membrana basal, la morfogénesis de los vasos
sanguineos y sus alteraciones se han asociado con multiples enfermedades: angiopatia
hereditaria, nefropatia, aneurismas y calambres musculares, sistema nervioso central con
vasos de pequefio calibre y con hemorragia. Las ratas que recibieron un tratamiento pre-
vio con un inhibidor especifico para la enzima inducible que produce éxido nitrico (iNOS)
mostraron menores niveles de expresion de Col4. Por otro lado, la sefializacién genera-
da por el éxido nitrico potencia la expresion de Tgf1 TIMP-1y HSP47 en los fibroblastos
pulmonares que juegan un papel importante en la fibrosis pulmonar. En nuestro estudio,
su expresion fue significativamente menor en el grupo al que se le trasplantaron ADSC-
14d, en relacion con el efecto antifibrético y regenerativo de las ADSC.

Conviene puntualizar que la capacidad del organismo para articular una reaccion inflama-
toria en respuesta a agresiones tisulares es esencial para la supervivencia del organismo.
De modo que para comprender la patogénesis de la fibrosis pulmonar es fundamental
entender las causas que alteran una reaccion, esencialmente homeostatica, como es la
inflamacion. De hecho, la FPI es la expresion de la enfermedad como la continuacion de
los procesos fisioldgicos mas alla de los limites requeridos para una funcién homeostatica.
Tan pronto como el pulmén es dafiado, se inician mecanismos de reparacién, donde las
mismas citoquinas y factores de crecimiento juegan un papel central en la orquestacion
de estos mecanismos de inflamacidn-reparacion, en constante tendencia al desequilibrio
para producir o bien enfermedad o bien reparacion.

Finalmente, a modo de resumen podemos considerar que en nuestro estudio, el tratamiento
con ADSC ha disminuido de forma significativa el grado de fibrosis y de lesion pulmonar
inducido por la BLM tanto en fases precoces como establecidas de la enfermedad, de-
bido a la induccioén en el organismo de un efecto antiinflamatorio e inmunomodulador y
probablemente antioxidante a nivel local. Estos resultados abren una nueva alternativa de
tratamiento y/o prevencion de la FP. La expresion de los genes estudiados Hsp27, Nfkb,
Vegf, Tgfp1, 116 y Col4 podrian servir como biomarcadores de respuesta al tratamiento con
ADSC, o como potenciales dianas para el desarrollo de terapias génicas.

Dado que la administracién de ADSC por via respiratoria es una técnica sencilla, desde
el punto de vista traslacional podria suponer una nueva opcion potencialmente aplicable
en esta patologia. Los futuros estudios experimentales y los ensayos clinicos que deven-
gan nos ayudaran a confirmar la aplicabilidad terapéutica del trasplante de ADSC en la FP.
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El modelo de desarrollo de FP en ratas mediante la instilacion traqueal de
BLM utilizado en esta tesis doctoral, ha demostrado ser un buen modelo ex-
perimental de estudio de la enfermedad dada:

1) La aparicion de lesiones pulmonares similares a las observadas en los
enfermos con FPI en un grado significativamente mayor que el observado
en el grupo control y Sham.

2) La progresiva pérdida de peso de los animales en relacion con la instaura-
cion de la enfermedad.

3) La ausencia de mortalidad entre los animales de los grupos tratados alcan-
zando los 28 dias de supervivencia.

4) La expresion significativa de los genes relacionados con la FP en el grupo
de animales tratados con BLM.

El trasplante traqueal de ADSC, no utilizado antes en modelos experimentales
de FP ha disminuido de forma significativa el grado de FP cuando el trasplan-
te se ha realizado en fases precoces de la enfermedad (2 dias) o en fases de
enfermedad instaurada (14 dias). La administracion traqueal permitié la utili-
zacion de dosis mas bajas de ADSC ya que éstas actuan directamente sobre
el tejido pulmonar dahado sin que exista la perdida celular de la via venosa
por retencion capilar pulmonar.

Estos hechos, adquieren un valor adicional teniendo en cuenta que:

1) El andlisis histolégico se realizé de forma ciega respecto al grupo de pro-
cedencia de las muestras.

2) Los resultados negativos del analisis microbiolégico en todas las mues-
tras descartan que la gradacion del proceso de FP pudiera haberse debi-
do a infecciones intercurrentes.

3) En la mayoria de los estudios descritos, los animales son sacrificados a
los 14 dias.
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El trasplante de ADSC ha disminuido de forma significativa la expresién de
4 Hsp27 cuando éstas se administraron en fases precoces (2 dias) y de enfer-

medad establecida (14 dias), lo que indica que o esta implicada en el desar-
rollo de FP y que el efecto protector de las ADSC reduce su expresién o bien
Hsp27 se expresa ante el dafio pulmonar en un intento por proteger a las
células, de forma que su expresion disminuiria con las ADSC al disminuir la
lesion pulmonar. En nuestra opinion, el papel real de Hsp27 en la FP es con-

trovertido por lo que se requieren mas estudios.

Vegf, en probable relacion con: 1) el proceso de regeneracion tisular, 2) el
estimulo migratorio de las monocitos y macréfagos, 3) la estimulacién de
la neovascularizacion y su diferenciacion hacia células endoteliales depen-
dientes de VEGF, cuando la via RhoA/ROCK dependiente de activacion por
TgfB1 no esta activa.

5 El trasplante de ADSC-2d incrementé de forma significativa la expresion de

La ausencia de expresion significativa en el grupo de ADSC-14d podria indi-
car que: 1D su papel en fases mas avanzadas y fibrdticas es menos relevante
6 2) que simplemente se requiere mas tiempo para detectar un aumento
significativo de su expresion, teniendo en cuenta que la expresion de Vegf
en MSC trasplantadas en otros tejidos tiene lugar sobre los 21 dias después
del trasplante 6 3) que su expresion esta inactivada por la activacion de la
via de senializacion RhoA/ROCK dependiente de Tgfp1.

to significativo de Vegf, mientras que con ADSC-14d se observé un aumento
significativo de Nfkb y una disminucion de Vegf, lo que evidencia una rela-
cion inversa que se describe por primera vez en ADSC y en tejido pulmonar.

6 El grupo tratado con ADSC-2d mostré menor expresion de Nfkb y un aumen-

El trasplante de ADSC-14d disminuy¢ significativamente la expresion de IL6
7 hasta el nivel de los animales controles reduciendo de forma importante su
accion profibrética descrita en FP.
No se observaron cambios significativos en la expresion de IL1 con el tras-
plante de ADSC.
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La expresion de Col4 fue significativamente menor en el grupo al que se le
trasplantaron ADSC-14d, en relacion con el efecto antifibrético y regenera-
tivo de las ADSC.

Estos resultados abren una nueva alternativa de tratamiento y/o prevencion
de la FP.

La expresion de los genes estudiados Hsp27, Nfkb Vegf, Tgf1, 116 y Col4 po-
dria usarse como biomarcador de respuesta al tratamiento con ADSC.

Desde el punto de vista traslacional el trasplante de ADSC por via traqueal
supone una nueva nueva opcién potencialmente aplicable al ser humano.

Los futuros estudios experimentales y los ensayos clinicos que devengan nos
ayudaran a confirmar esta singular aplicabilidad terapéutica de las ADSC en
la fibrosis pulmonar.
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Rodriguez, siendo el coordinador del grupo Biopharm el profesor Dr. Leandro
Fernandez Pérez.

Dicho proyecto de investigacion ha sido parcialmente financiado con fondos
propios y con una Beca de la Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica
(SEPAR).

El Dr. Norberto Santana Rodriguez, ha cedido libremente la informacién necesaria
relativa al método y resultados de los experimentos a D. Daniel Lopez Fernandez
para la realizacion de su tésis doctoral.

Para que ejerza los efectos oportunos expido el presente certificado en Riyadh,
Arabia Saudi el 6 de Noviembre del 2017.

Atentamente:

Dr. Norberto Santana Rodriguez, MD, PhD.

Section Head of Thoracic Surgery. Department of Surgery. King Faisal Specialist
Hospital and Research Center, Riyadh, Arabia Saudi.

Investigador Principal del IUBIS, Grupo Biopharm, Las Palmas de Gran Canaria,
Espafia.



Daniel Lépez Fernandez

Ref. Autorizacion Utilizacion Diapositivas para Tesis Doctoral Dr. Daniel Lopez
Fernandez. Universidad de las Palmas de Gran Canaria

Estimado Dr. Lopez,

En referencia a su solicitud de la semana pasada, que nos remitié nuestro compafiero
Oscar Romero, para utilizar las imagenes contenidas en el correo de fecha 19 de enero,
contenidas en una pagina web propiedad de Hoffman La Roche, para incluirlas como
parte de su Tesis Doctoral sobre Fibrosis Pulmonar Idiopatica.

Le informamos que tras solicitar dicho permiso a nuestro equipo internacional, nos
autorizan a darle los permisos necesarios para su utilizacién como parte de la
mencionada Tesis Doctoral.

Unicamente recordarle que solo podran ser utilizadas, incluyendo en cada una de ellas
las referencias correspondientes a cada uno de los articulos de donde han sido
extraidos los datos que contienen y que en ningun caso se podra utilizar como
referencia la pagina web en las que estaban contenidas.

Para cualquier aclaracion no dude en ponerse en contacto con nosotros

Un saludo

Marcos Sharaf
Medical Unit Manager
Speciality Care

Roche Farma S.A.



“Efectos del trasplante de células madre en un modelo experimental de Fibrosis Pulmonar”
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Informe del Comité Etico de Experimentacion y Bienestar Animal del Hospital Universitario
de Gran Canaria, Dr. Negrin

José Luis Martin Barrasa como a Secretario del Comité Etico de Experimentacion y Bienestar
Animal del Hospital Universitario de Gran Canaria Dr. Negrin (CEEBA - HUGCDN).

CERTIFICA:

Que el Procedimiento que lleva por titulo “Prevencion de la Fibrosis pulmonar
(VALORACION DEL TRATAMIENTO MEDIANTE TRANSFECCION DE HSP27, OZONO Y CELULAS
MADRE DERIVADAS DE TEJIDO ADIPOSO EN UN MODELO EXPERIMENTAL DE FIBROSIS
PULMONAR INDUCIDA CON BLEOMICINA)”, presentado por el investigador Dr. Norberto
Santana Rodriguez, ha sido presentado a este Comité el dia 5 de octubre de 2011, para su
proxima valoracion. Informamos que a dicho procedimiento se le ha asignado el codigo de
referencia CEEBA-HUGCDN 013/2011,

.. Las Palmas de Gran Canaria a 14 de noviembre de 2011

ER Jbsé; Luis Martin Barra
" - . Secretario del CEEBA - HUGCDN
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Journal of Investigative Medicine - Decision on Manuscript ID jim-2017-000494.R4
04-Nov-2017

Dear Mr. LOPEZ FERNANDEZ
Manuscript ID jim-2017-000494.R4 - AIRWAY TRANSPLANTATION OF ADIPOSE STEM CELLS PROTECTS AGAINST BLEOMYCIN-INDUCED PULMONARY FIBROSIS

I am pleased to inform you that your work has now been accepted for publication in the Journal of Investigative Medicine. All manuscript materials will be forwarded
immediately to the production staff for placement in an upcoming issue.

Thank you for submitting your interesting and important work to the journal.

Please note that authors will be billed a publication charge of $40/printed page unless you are a confirmed AFMR member, who are exempt from these charges. Authors
will also be charged for color figures at $400/article. Page charges and color charges will be billed by, and are payable to, the publisher.

If you have chosen to pay to have your article published under our Open Access option, please ensure that you pay the required fee within 48 hours so that we can
process your article without delays. If you have selected our Open Access option, please be aware that your article will be published behind access controls if payment
is not verified within 40 days from acceptance. If payment is received after publication, access controls will be removed once this has been verified. You can choose to
pay by card or invoice, using our secure 3rd party online system.

For more details on our Open Access option please visit http://journals.bmj.com/site/authors/openaccess.xhtml.

BM] has partnered with the Copyright Clearance Center to offer a payment method via their RightsLink system. If payment is due, you will receive a separate email
from Copyright Clearance Centre with instructions on how to pay.

Your paper will be now sent for editing and typesetting and you will receive a proof to check in about 10 working days; please check your junk mail if you have not
received your proof within this time.

When will we publish your article?

Most articles are published Online First in their final form (edited and typeset) about 3 weeks after acceptance. Online First publication establishes primacy for the work;
the article is deposited with PubMed and is fully citable. For further details please visit: http://group.bmj.com/products/journals/instructions-for-authors/online-first.
Publication in a subsequent print version of the journal is determined by the Editor in Chief.

Post publication

You will be sent a link to your article by email when it is published online and you will be able to track its usage. All articles have individual usage statistics that are
updated monthly; these can be accessed from the “Article Usage Statistics” link in the “Services” section to the right of the article online.

We encourage you to sign up for content alerts so you don’t miss anything published in Journal of Investigative Medicine - it only takes a few seconds and we only need
your email address http://jim.bmj.com/cgi/alerts/etoc
Yours sincerely,

Dr. Michael McPhaul

ScholarOne Manuscripts
Editor in Chief, Journal of Investigative Medicine
http://jim.bmj.com/
04-Nov-2017
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