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   “Today is the tomorrow you worried about yesterday” 

Dale Carnegie. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

AGRAÏMENTS 

Als Directors d’aquesta tesi; a la Silvia Vidal, per donar-me l’oportunitat d’iniciar-me en 

la Immunologia durant el màster, per motivar-me i creure en mi, i per no descansar 

fins trobar-me un projecte de doctorat per poder estar amb ella. A l’Oriol Sibila, per 

tota la confiança que diposita en mi, per valorar-me i guiar-me en la meva carrera i per 

totes les oportunitats que em continua oferint. Moltes gràcies als dos per mostrar-me 

també un enorme recolzament a nivell personal.   

A la Bet, per la seva dedicació, per ensenyar-me a interpretar i a ser crítica amb els 

resultats, i per escoltar-me i recolzar-me sempre que ho he necessitat. 

Al Juan i al Carlos, impossible separar-los, per la seva confiança, ajuda i per tots els 

riures que m’han tret al llarg de tots aquests anys.   

A la Mª Àngels, per la seva predisposició a ajudar-me sempre i per preocupar-se per mi 

com si formés part de la seva família.  

A la Maria, per convertir-se en la gran amiga que tothom voldria tenir a la poyata del 

costat i a la vida en general.  

A l’Eder, al Ruben, al Jose, l’Anais, la Leticia, la Laura, al Cándido i a tots els membres 

del Departament d’Immunologia per contribuir en la meva formació i pels bons 

moments que hem passat junts.  

Al Servei de Pneumologia i Microbiologia, en especial a l’Ana Rodrigo, al Guillermo 

Suárez, al Jordi Giner, a l’Alfons Torrego i al Diego Castillo per facilitar la 

col·laboració i així despertar el meu interès per les malalties respiratòries.  

Als meus pares i a la meva germana, per recolzar-me incondicionalment i per insistir-

me en que lluités per dedicar-me només a allò que em fes feliç.  

A les meves cosines, al meu cosí i als meus tiets, per alegrar-se dels meus èxits com si 

fossin els seus propis.  



Als qui van descobrir la carrera científica amb mi ara fa 10 anys, “los de siempre”. 

Sense el recolzament de la Laura, la Mireia, la Carla, el Guillem i el Marc aquests anys 

haurien estat més complicats.  

Als qui han estat al meu costat des d’abans de saber que acabaria dedicant-me a la 

ciència. A la Nàdia i a la Judith, perquè les alegries i les penes compartides amb elles 

sempre es porten millor.  

I en especial, a l’avi i al tiet que no han pogut veure fins on m’han portat els primers 

experiments.   

A tots ells, moltes gràcies de tot cor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

LLISTAT D’ABREVIACIONS 

 

ABPA Aspergil·losi broncopulmonar al·lèrgica 
AEC Cèl·lules alveolars epitelials 
AF Aguditzador freqüent 
BAL Rentat broncoalveolar 
BSI Bronchiectasis Severity Index 
CAT COPD Assessment Test 
CD Clúster de diferenciació 
CI Corticoides inhalats 
CXCL Chemokine (C-X-C motif) ligand 
CXCR CXC chemokine receptors 
DAMPs Damage-associated molecular patterns 
DNA Deoxyribonucleic acid 
EGFR Epidermal growth factor receptor 
ENA-78 Epithelial neutrophil- activating protein 78 
FABPs Fatty-acid binding protein  

FEV1 Forced expiratory volume in 1 second 

FVC Forced vital capacity 
GAGs Glicosaminoglicans 
GCP-2 Granulocyte chemotactic protein 2 
GOLD Global Obstructive Lunge Diseases 
GRO-α Growth-regulated oncogene α 
Ig Immunoglobulina 
IL Interleucina 
IMC Índex de massa corporal 
LABA Long-acting beta agonists 
LAMA Long-acting muscarinic antagonists 
LAP Latency-associated peptide 
LPS Lipopolisacàrid 
LTB4 Leucotriè B4 
LTBPs Latent transforming growth factor β binding proteins 
M-CSF Monocyte colony stimulating factor 
MEC Matriu extracel·lular 
MMPs Metal·loproteases de la matriu 
mMRC Modified Medical Research Council 
MPO Mieloperoxidasa 
MPOC Malaltia pulmonar obstructiva crònica 
MRC Malalties respiratòries cròniques 



NADPH Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
NAP-2 Neutrophil-activating peptide 2 
NE Neutròfil elastasa 
NETs Neutrophil extracellular traps 
NF Aguditzador no freqüent 
NF-kB Nuclear factors kappa B 
NK Natural killer cell 
NTHi Hemophilus influenzae no tipificable  
PAMPs Pathogen-associated molecular patterns 
PAMs Pèptids antimicrobians 
PRRs Pattern recognition receptors 
ROS Reactive Oxygen Species 
SABA Short-acting beta agonists 
SAMA Short-acting muscarinic antagonists 
SEP Substància extracel·lular polimèrica 
SLPI Secretory leukocyte protease inhibidor 
SP Surfactant Protein 
TC Tomografia computeritzada 
TGF-β Transforming growth factor β 
TIMPs Tissue inhibitors of metalloproteinases 
TLRs Toll-like receptors 
TNF-α Tumour necrosis factor α 
UFC Unitats formadores de colònies 
VDBP Vitamin D Binding Protein 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



I 

ÍNDEX 

1. RESUM ............................................................................................................................................... 1 

1.1. RESUM DE LA TESI I DE LES PUBLICACIONS DERIVADES ......................... 3 

1.2 SUMMARY OF THESIS AND ASSOCIATED PAPERS ............................................ 7 

2. INTRODUCCIÓ ........................................................................................................................... 11 

2.1 GENERALITATS DE LES MALALTIES RESPIRATÒRIES CRÒNIQUES ... 13 

2.1.1 Malaltia Pulmonar Obstructiva Crònica (MPOC) .................................................. 14 

2.1.1.1 Diagnòstic .................................................................................................................... 15 

2.1.1.2 Tractaments ................................................................................................................ 17 

2.1.1.3 Pronòstic ...................................................................................................................... 19 

2.1.2 Bronquièctasis ................................................................................................................... 19 

2.1.2.1 Diagnòstic .................................................................................................................... 20 

2.1.2.2 Tractaments ................................................................................................................ 21 

2.1.2.3 Pronòstic ...................................................................................................................... 23 

2.2 INFECCIÓ RESPIRATÒRIA BACTERIANA ............................................................. 24 

2.2.1 Infecció respiratòria en fase d’estabilitat clínica ..................................................... 24 

2.2.2 Episodis d’aguditzacions ............................................................................................... 25 

2.3 RESPOSTA IMMUNE INNATA PULMONAR EN LES INFECCIONS 
BACTERIANES ............................................................................................................................ 27 

2.3.1 Alteracions en la barrera epitelial respiratòria .......................................................... 28 

2.3.2 Resposta cel·lular ............................................................................................................. 32 

2.3.2.1 Neutròfils ..................................................................................................................... 32 

2.3.2.2 Monòcits i macròfags alveolars ............................................................................. 36 

2.3.3 Factors solubles pulmonars involucrats en la resposta innata ............................ 39 

2.3.3.1 Mediadors inflamatoris claus durant la infecció respiratòria ....................... 39 

2.3.3.2 Proteïnes i pèptids antimicrobians (PAMs) ...................................................... 46 

2.3.3.3 Proteïnes d’unió als àcids grassos (FABPs) ...................................................... 51 

2.3.4 Mecanismes bacterians d’evasió del sistema immune innat ............................... 52 

2.3.4.1. Secreció d’immunomediadors .............................................................................. 53 

2.3.4.2. Evasió humoral ......................................................................................................... 54 

2.3.4.3. Evasió cel·lular ......................................................................................................... 54 

2.3.4.4. Formació de biofilms .............................................................................................. 56 

3. HIPÒTESI I OBJECTIUS ......................................................................................................... 59 

3.1. HIPÒTESI ............................................................................................................................... 61 



II 

3.2. OBJECTIUS ............................................................................................................................ 62 

4. PUBLICACIONS .......................................................................................................................... 65 

4.1 ARTICLE I ................................................................................................................................ 67 

4.2 ARTICLE II .............................................................................................................................. 69 

4.3. ARTICLE III ........................................................................................................................... 71 

5. RESUM GLOBAL DE RESULTATS I DISCUSSIÓ ......................................................... 73 

5.1. ARTICLE I ............................................................................................................................... 75 

5.1.1. Resum global de resultats ............................................................................................. 75 

5.1.2 Discussió i rellevància ..................................................................................................... 77 

5.2. ARTICLE II............................................................................................................................. 79 

5.2.1. Resum global de resultats ............................................................................................. 79 

5.2.2. Discussió i rellevància ................................................................................................... 81 

5.3. ARTICLE III ........................................................................................................................... 83 

5.3.1. Resum global de resultats ............................................................................................. 83 

5.3.2. Discussió i rellevància ................................................................................................... 86 

6. CONCLUSIONS ........................................................................................................................... 87 

7. BIBLIOGRAFIA ............................................................................................................................ 93 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Página | 1  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. RESUM 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Página | 2 
 

 



Secció 1 · Resum 

| 3  
 

1.1. RESUM DE LA TESI I DE LES PUBLICACIONS DERIVADES 
 

Les infeccions bacterianes respiratòries en pacients amb Malaltia Pulmonar Obstructiva 

Crònica (MPOC) i amb bronquièctasis són una de les principals causes 

d’empitjorament del pronòstic d’aquestes malalties. Sovint aquestes infeccions causen 

episodis d’agudització durant les quals la simptomatologia dels pacients s’agreuja, 

arribant a requerir ingrés hospitalari per controlar la infecció. Es coneix que aquests 

pacients pateixen una inflamació pulmonar i sistèmica que apareix durant l’estabilitat 

clínica i s’accentua durant les aguditzacions. A més, es creu que el microambient 

inflamatori pulmonar d’aquestes malalties afavoreix la infecció per determinats bacteris, 

com la Pseudomona aeruginosa i l’Hemophilus influenzae, associats amb major severitat. Tot i 

així, encara es desconeixen els mecanismes immunològics pels quals hi ha pacients que 

aguditzen freqüentment, anomenats aguditzadors freqüents (AF) i altres pacients que 

no aguditzen o ho fan de manera poc freqüent (NF). Per aquestes raons, aquesta tesi 

pretén estudiar els diferents elements de la resposta immune innata local implicats en la 

defensa de les infeccions bacterianes, en dues malalties respiratòries d’elevat impacte en 

la salut pública com són la MPOC i les bronquièctasis. El primer objectiu ha estat 

associar els nivells pulmonars de Fatty-acid binding protein 4 (FABP4) en pacients amb 

MPOC amb la presència d’infecció respiratòria, severitat de la malaltia i poblacions 

cel·lulars. El segon objectiu s’ha centrat en estudiar els nivells pulmonars dels pèptids 

antimicrobians (PAMs) Lactoferrina, Lisozima, LL-37 i Secretory Leukocyte Protease 

Inhibitor (SLPI) com a possibles marcadors pronòstic de futures aguditzacions en 

pacients amb bronquièctasis. Per últim, el tercer objectiu ha estat caracteritzar diferents 

perfils immunològics d’inflamació pulmonar en pacients amb bronquièctasis i associar 

aquests als paràmetres clínics.  

A continuació, es resumeixen els resultats de cada publicació.  
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ARTICLE I - Reduced airway levels of fatty-acid binding protein 4 in COPD: 

relationship with airway infection and disease severity 

Lídia Perea, Ana Rodrigo-Troyano, Elisabet Cantó, Marisol Domínguez-Álvarez, 

Jordi Giner, Ferran Sanchez-Reus, Judit Villar-García, Sara Quero, Marian García-

Núñez, Alicia Marín, Eduard Monsó, Rosa Faner, Alvar Agustí, Silvia Vidal#, Oriol 

Sibila#.  

Respiratory Research. 2020 Jan 13;21(1):21.  Factor d’impacte: 3.8, Primer Quartil 

#Els autors comparteixen la posició sènior de l’article. 

Es van analitzar els nivells pulmonars i sistèmics de la proteïna FABP4 en mostres de 

sobrenedants de rentat broncoalveolar (BAL), d’esput i de plasma procedents de 

pacients amb MPOC (n=52) en fase d’estabilitat clínica. També es van comparar amb 

les mateixes mostres procedents de controls sense cap patologia respiratòria (n=29). Es 

va observar que els pacients amb MPOC presentaven nivells disminuïts de FABP4 en 

BAL comparat amb els controls sans. Aquesta diferència no es va trobar a nivell 

d’esput. Aquest resultat és consistent amb la dèbil correlació que es va observar entre 

els nivells de FABP4 en BAL i en esput (rho=0.31, p=0.01). Dins dels pacients amb 

MPOC, aquells amb infecció respiratòria presentaven nivells disminuïts de FABP4 en 

esput comparat amb els pacients sense infecció respiratòria. En aquest estudi, no es va 

trobar cap relació entre els nivells de FABP4 i cap bacteri en concret causant de la 

infecció respiratòria. Els pacients amb un grau de severitat major, mesurat per l’índex 

GOLD presentaven nivells disminuïts de FABP4 tant en BAL com en esput. Els 

pacients amb pitjor funció pulmonar i pitjor qualitat de vida també presentaven nivells 

disminuïts de FABP4 tant en BAL com en esput. Els nivells de FABP4 anaven 

relacionats de manera directa amb la presència de macròfags alveolars, tant en 

percentatge (rho=0.54, p=0.0003) com en nombre absolut (rho=0.52, p=0.0006). Pel 

que fa als nivells de FABP4 en plasma, no es va trobar cap diferència significativa entre 

els grups de pacients segons l’anàlisi anterior. En resum, els nivells pulmonars 

disminuïts de FABP4 es relacionen amb presència d’infecció bacteriana, amb major 

severitat i amb major presència de macròfags alveolars en pacients amb MPOC. 
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ARTICLE II - Antimicrobial peptides, disease severity and exacerbations in 

bronchiectasis 

Oriol Sibila*, Lídia Perea*, Elisabet Cantó, Amelia Shoemark, Diane Cassidy, 

Alexandria Holly Smith, Guillermo Suarez-Cuartin, Ana Rodrigo-Troyano, Holly R 

Keir, Martina Oriano, Samantha Ong, Silvia Vidal, Francesco Blasi, Stefano Aliberti, 

James D Chalmers.  

Thorax. 2019 Sep;74(9):835-842.  Factor d’impacte: 10.3, Primer Quartil 

*Els autors van contribuir de la mateixa manera en l’article. 

Es van analitzar els nivells pulmonars i sistèmics dels PAMs Lactoferrina, Lisozima, 

LL-37 i SLPI en mostres de sobrenedants d’esput i de plasma procedents de pacients 

amb bronquièctasis (n=135) en fase d’estabilitat clínica. Es va observar que els pacients 

amb major severitat i activitat de la malaltia, mesurada per l’índex Bronchiectasis Severity 

Index (BSI) i FACED, presentaven nivells pulmonars elevats de LL-37 i reduïts de 

SLPI. No es va trobar cap diferència amb els nivells de Lactoferrina i Lisozima en 

aquest grup de pacients. Els pacients que tenien infecció respiratòria per P.aeruginosa 

presentaven nivells pulmonars elevats de LL-37 i Lactoferrina i nivells disminuïts de 

SLPI comparat amb els pacients que tenien infecció causada per altres bacteris, així 

com amb els pacients que no presentaven infecció respiratòria. Els nivells reduïts de 

SLPI no es van associar amb els nivells de neutròfil elastasa activa (NE) ni amb els de 

metal·loproteasa 9 (MMP-9), proteases conegudes per causar el tall i la inactivació de 

SLPI. Finalment, es va fer l’anàlisi comparatiu de dos grups de pacients establint com a 

punt de tall els valors per sobre i per sota de la mediana dels nivells de LL-37 i de 

SLPI. Es va observar que els pacients amb nivells pulmonars de LL-37 més alts i de 

SLPI més baixos, de manera independent, patien un major nombre d’aguditzacions 

durant 1 any de seguiment. Pel que fa als nivells de PAMs en plasma, no es va trobar 

cap diferència significativa entre els grups de pacients segons els anàlisis anteriors. En 

resum, aquest estudi demostra que els pacients amb fenotip d’AF i els pacients amb 

infecció respiratòria, especialment causada per P.aeruginosa, presenten nivells elevats de 

LL-37 i nivells reduïts de SLPI que prediuen el risc de patir futures aguditzacions.  
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ARTICLE III - A cluster analysis of bronchiectasis patients based on the airway 

immune profile 

Lídia Perea*, Elisabet Cantó*, Guillermo Suarez-Cuartin, Stefano Aliberti, James D 

Chalmers, Oriol Sibila#, Silvia Vidal#.  

En revisió a la revista Chest 

*Els autors van contribuir de la mateixa manera en l’article. 

#Els autors comparteixen la posició sènior de l’article. 

Es van estudiar els perfils pulmonars immunològics en sobrenedants d’esput de 

pacients amb bronquièctasis (n=128) en fase d’estabilitat clínica agrupats segons els 

nivells pulmonars de PAMs. Per aquesta estratègia, es van generar tres clústers de 

pacients que presentaven diferents perfils pulmonars de PAMs. Aquests clústers també 

representaven grups de pacients amb diferent freqüència d’infecció respiratòria i 

diferents graus de severitat de la malaltia. A més, cada clúster s’associava amb diferents 

graus d’inflamació pulmonar, mesurada mitjançant els nivells de IL-8, TGF-β  i IL-6, 

de remodelació tissular i de dany epitelial, mesurats de forma surrogada a partir dels 

nivells de Glicosaminoglicans (GAGs), MMP-9, NE i quantitat de DNA total i 

bacterià. Tot i que els assajos de migració neutrofílica no van revelar diferències entre 

els tres clústers, sí que es va associar la capacitat de l’esput d’atreure neutròfils sans 

amb el contingut de IL-8 i de LL-37 dels esputs dels pacients de bronquièctasis. 

L’estudi conjunt de les associacions entre PAMs, inflamació pulmonar, remodelació 

tissular i dany epitelial van evidenciar una desregulació de la resposta immune innata 

entre els tres clústers. Finalment, aquests tres clústers també es van associar de manera 

diferent amb el nombre d’aguditzacions de forma prospectiva en un any de seguiment i 

amb el temps que trigarien aquests pacients a patir el primer episodi d’agudització des 

del moment de la inclusió a l’estudi. En resum, aquest estudi evidencia l’heterogeneïtat 

biològica en pacients amb bronquièctasis i l’existència de tres grups de pacients que 

presenten diferents perfils pulmonars immunològics, diferents graus de desregulació de 

la resposta innata i diferents graus d’infecció respiratòria, severitat i futures 

aguditzacions. 
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1.2 SUMMARY OF THESIS AND ASSOCIATED PAPERS  

Respiratory bacterial infections in patients with Chronic Obstructive Pulmonary 

Disease (COPD) and patients with bronchiectasis are one of the main causes of 

worsening the prognosis. These infections can cause exacerbations, known as episodes 

of acute worsening of disease symptoms which sometimes require hospitalization to 

stabilize the infection. These patients suffer from systemic and pulmonary 

inflammation during clinical stability and are elevated during exacerbations. In 

addition, the pulmonary inflammatory microenvironment of these diseases is thought 

to promote infection by certain bacteria, such as Pseudomona aeruginosa and Hemophilus 

influenzae, which are associated with greater severity. However, the immunological 

mechanisms by which patients frequently exacerbate, called frequent exacerbators 

(AF), and other patients who do not exacerbate or infrequently (NF) are still unknown. 

For these reasons, this thesis aims to study the different elements of the local innate 

immune response involved in the defense of bacterial infections, in two respiratory 

diseases with high public health impact such as COPD and bronchiectasis. The first 

objective was to associate the pulmonary and systemic levels of Fatty-acid binding 

protein 4 (FABP4) in COPD patients with the presence of respiratory infection, 

disease severity, and cell populations. The second objective was to study the pulmonary 

and systemic levels of antimicrobial peptides (AMPs) Lactoferrin, Lysozyme, LL-37 

and Secretory Leukocyte Protease Inhibitor (SLPI) as an outcome marker of future 

exacerbations in patients with bronchiectasis. Finally, the third objective was to 

characterize different profiles of pulmonary inflammation in patients with 

bronchiectasis 

The results of each original research are summarized below.  
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PAPER I - Reduced airway levels of fatty-acid binding protein 4 in COPD: 

relationship with airway infection and disease severity. 

Lídia Perea, Ana Rodrigo-Troyano, Elisabet Cantó, Marisol Domínguez-Álvarez, 

Jordi Giner, Ferran Sanchez-Reus, Judit Villar-García, Sara Quero, Marian García-

Núñez, Alicia Marín, Eduard Monsó, Rosa Faner, Alvar Agustí, Silvia Vidal#, Oriol 

Sibila#.  

Respiratory Research. 2020 Jan 13;21(1):21.  Impact factor: 3.8, First Quartile 

#These authors share the senior authorsip jointly. 

The pulmonary and systemic levels of FABP4 protein were analyzed in samples of 

supernatants of bronchoalveolar lavage (BAL), sputum and plasma from patients with 

clinically stable COPD (n=52). FABP4 levels were also compared with the same 

samples from controls without any respiratory condition (n=29). It was found that 

COPD patients had low FABP4 levels in BAL compared to controls. This difference 

was not found in the sputum content, thus explaining the weak correlation between 

FABP4 levels in BAL and sputum (rho=0.31, p=0.01). Among COPD patients, those 

with airway infection had low levels of sputum FABP4 compared with non-infected 

patients. In this work, no relationship was found between the pulmonary levels of 

FABP4 and any particular bacterium causing the respiratory infection. Patients with the 

highest severity, measured by the GOLD index, had low levels of FABP4 in both BAL 

and sputum. In addition, patients with worse lung function and worse quality of life 

also exhibited low levels of FABP4 in both BAL and sputum. FABP4 levels were 

directly related to the presence of alveolar macrophages, both in percent (rho=0.54, 

p=0.0003) and in absolute number (rho=0.52, p=0.0006). Regarding plasmatic FABP4 

levels, no significant differences were found in the previous analyzes among the groups 

of patients. In summary, low pulmonary FABP4 levels were associated with bacterial 

infection, higher severity, and greater presence of alveolar macrophages in COPD 

patients. 
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PAPER II - Antimicrobial peptides, disease severity and exacerbations in 

bronchiectasis. 

Oriol Sibila*, Lídia Perea*, Elisabet Cantó, Amelia Shoemark, Diane Cassidy, 

Alexandria Holly Smith, Guillermo Suarez-Cuartin, Ana Rodrigo-Troyano, Holly R 

Keir, Martina Oriano, Samantha Ong, Silvia Vidal, Francesco Blasi, Stefano Aliberti, 

James D Chalmers.  

Thorax. 2019 Sep;74(9):835-842.   Impact factor: 10.3, First Quartile 

*These authors share the first authorship jointly. 

The pulmonary and systemic levels of the AMPs Lactoferrin, Lysozyme, LL-37, and 

SLPI were analyzed in sputum supernatants and plasma samples from patients with 

clinically stable bronchiectasis (n=135). Patients with the highest severity and activity of 

the disease, as measured by the Bronchiectasis Severity Index (BSI) and FACED, had 

high pulmonary levels of LL-37 and low pulmonary levels of SLPI. No significant 

differences were found regarding the pulmonary levels of Lactoferrin and Lysozyme 

among the groups of patients. Patients infected by P.aeruginosa had high pulmonary 

levels of LL-37 and Lactoferrin, and low levels of SLPI compared with patients 

infected by other bacteria and with non-infected patients. The low levels of SLPI were 

not associated with the levels of active neutrophil elastase (NE) or metalloprotease 9 

(MMP-9), proteases that are known to cause SLPI shedding and inactivation. Finally, 

median values of LL-37 and SLPI levels were used as a cut-off to explore the 

outcomes. This analysis revealed that patients with independently high pulmonary LL-

37 levels and low SLPI levels suffered more exacerbations during 1 year of follow-up. 

Regarding the plasmatic levels of AMPs, no significant differences were found in the 

previous analyzes. In summary, this study demonstrates that patients with the 

phenotype of frequent exacerbator and patients with respiratory infection, specially by 

P.aeruginosa, had high pulmonary levels of LL-37 and low levels of SLPI, which 

independently predict the risk of future exacerbations. 
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PAPER III - A cluster analysis of bronchiectasis patients based on the airway 

immune profile 

Lídia Perea*, Elisabet Cantó*, Guillermo Suarez-Cuartin, Stefano Aliberti, James D 

Chalmers, Oriol Sibila#, Silvia Vidal#.  

Under review in the journal Chest. 

*These authors share the first authorship jointly. 

#These authors share the senior authorsip jointly. 

Immunological pulmonary profiles were studied in sputum supernatants from patients 

with clinically stable bronchiectasis (n=128) based on pulmonary levels of AMPs. This 

analysis generated three clusters of patients who presented significantly different 

pulmonary levels of Lactoferrin, Lysozyme, LL-37 and SLPI. These immunological 

clusters also represented groups of patients with varying degrees of respiratory 

infection frequency and varying degrees of disease severity. In addition, each cluster 

was associated with varying degrees of pulmonary inflammation, measured by levels of 

IL-8, TGF-β, and IL-6, tissue remodeling, and epithelial damage, measured by levels of 

Glycosaminoglycans (GAGs), MMP-9, NE and amount of total and bacterial DNA. 

Although neutrophilic migration assays did not reveal differences between these three 

clusters, they did associate the sputum ability to attract neutrophils with the total IL-8 

and LL-37 content in sputum. The study of the relationships between AMPs, 

pulmonary inflammation, tissue remodeling, and epithelial damage revealed a 

dysregulation of the innate immune response between the three clusters. Finally, these 

three clusters were also associated distinctly with the number of future exacerbations 

during 1 year of follow-up and with the time of the next exacerbation from the 

inclusion at the study. In summary, this study demonstrates biological heterogeneity in 

patients with bronchiectasis with the existence of three groups of patients with distinct 

immunological pulmonary profiles, distinct degrees of innate response deregulation, 

and distinct degrees of respiratory infection, severity, and risk of exacerbation. 
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2.1 GENERALITATS DE LES MALALTIES RESPIRATÒRIES 

CRÒNIQUES 

Les malalties respiratòries cròniques (MRC) són un grup de malalties pulmonars que 

afecten les vies aèries i, que a dia d’avui, no tenen cura. El tractament del qual es 

disposa és un tractament simptomàtic que està orientat a dilatar les vies aèries i millorar 

la sensació d’ofec, per tal de controlar la resta de símptomes (tos crònica, expectoració 

i recurrents infeccions respiratòries) i millorar la qualitat de vida del pacient1.  

La seva prevalença està augmentant a nivell mundial, constituint un problema 

important de salut pública en tots els països. S’estima que 1 bilió de persones al món 

pateixen alguna MRC2.  

Tot i que les MRC amb més prevalença són la malaltia pulmonar obstructiva crònica 

(MPOC)3 i l’asma4, també s’inclouen dins d’aquest grup les bronquièctasis, les malalties 

pulmonars ocupacionals, les malalties intersticials pulmonars, els trastorns de la son i la 

hipertensió pulmonar2. En aquesta tesi, les dues MRC que s’estudiaran seran la MPOC 

i les bronquièctasis (Figura 1). 

 
Figura 1. Comparativa de les vies aèries sanes, amb MPOC i amb bronquièctasis (Adaptat de British Lung 
Foundation https://www.blf.org.uk) 
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Els principals factors de risc, amb diferent impacte segons la MRC que s’estudiï, són: el 

tabac (incloent els fumadors passius), la pol·lució, l’exposició a substàncies 

contaminants laborals, les recurrents infeccions de les vies aèries inferiors durant la 

infantesa i la falta d’activitat física1,5.  

El desenvolupament de les MRC és lent i empitjora al llarg del temps. El seu impacte 

en la qualitat de vida dels pacients és significatiu degut a la sensació d’ofec, la tos 

productiva i la reducció de l’activitat física.  

El maneig de les MRC no és fàcil degut a què es caracteritzen per ser malalties 

complexes, multifactorials i heterogènies clínicament6–8. A més, entre elles també 

poden compartir característiques clíniques, funcionals, d’imatge i/o biològiques que 

pot arribar a dificultar el seu diagnòstic9.  

 

2.1.1 Malaltia Pulmonar Obstructiva Crònica (MPOC) 

La MPOC és una malaltia respiratòria d’elevada freqüència i morbimortalitat a nivell 

mundial, que suposa un problema de salut pública i econòmic de primera magnitud10. 

És la tercera causa de mort a nivell mundial11. Tot i així, es considera una malaltia 

evitable i tractable12. 

Es dona principalment en adults fumadors o ex-fumadors que presenten o havien 

presentat un consum de tabac de més de 10 paquets/any i que presenten símptomes 

respiratoris persistents com són l’obstrucció pulmonar, l’expectoració de mucositat i la 

tos crònica. Tot i que la causa primària és el tabac, també són grups de risc aquelles 

persones que viuen en àrees exposades a elevats nivells de pol·lució o treballadors 

exposats a la inhalació de substàncies i gasos nocius12.  

Tots els fumadors tenen uns nivells d’inflamació pulmonar superiors als de les 

persones no fumadores. La MPOC, però, comprèn un grup d’anomalies pulmonars 

relacionades amb una resposta inflamatòria exagerada en els alvèols, en les vies 
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respiratòries i en els vasos pulmonars, enfront l’exposició a determinats agents nocius. 

Dins de la MPOC s’inclou l’emfisema pulmonar, la bronquitis crònica i les malalties de 

les vies aèries petites13.  

La resposta inflamatòria anòmala produeix l’estretament de les vies aèries i la 

destrucció del teixit pulmonar, concretament de les parets alveolars. Els canvis 

estructurals produïts disminueixen la capacitat de les vies aèries de romandre obertes 

durant la inspiració, fet que es coneix com a atrapament aeri. Com a conseqüència, es 

produeix la hiperinflació pulmonar, que redueix la capacitat inspiratòria, de manera que 

augmenta la capacitat residual funcional i aplana el diafragma, fent que les pressions 

generades per expulsar l’aire siguin menors14.  

Degut a la obstrucció i a la hiperinflació pulmonar, els pacients amb MPOC poden 

desenvolupar comorbiditats relacionades amb afectacions de la funció del miocardi i de 

l’intercanvi de gasos, com la cardiopatia isquèmica, la insuficiència cardíaca i la 

hipertensió. Altres comorbiditats associades són la osteoporosi, l’anèmia normocítica, 

la diabetis, el síndrome metabòlic i la depressió12.  

2.1.1.1 Diagnòstic 
 

El diagnòstic de la MPOC s’ha de considerar en aquells pacients que presenten 

dispnea, expectoració, tos crònica i/o història d’exposició als factors de risc de la 

malaltia.  

Per confirmar la obstrucció respiratòria, es realitza una espirometria que demostra que 

el coeficient entre el volum expiratori màxim durant el primer segon (FEV1) i la 

capacitat vital forçada (FVC) després de la prova broncodilatadora és inferior a 0.7 

(Figura 2). Moltes vegades, és una malaltia que es diagnostica tard, ja que els pacients 

poden no tenir símptomes en les fases inicials12.  

L’índex Global Obstructive Lung Disease (GOLD) determina la severitat del pacient amb 

MPOC. Aquest índex consta de dues modalitats. Per una banda, la modalitat numèrica 
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Figura 2. Paràmetres mesurats durant l’espirometria. FEV1, forced expiratory volume in 1 sec; FVC, forced vital 
capacity; TLC, total lung capacity; RV, residual volume. 

(GOLD 1, 2, 3, 4) es basa en el grau d’obstrucció respiratòria, sent el grup GOLD 4 

aquell amb major obstrucció (<30%). Per l’altra banda, la modalitat alfabètica (GOLD 

A, B, C, D) té en compte el grau de dispnea mesurat per l’índex modified Medical Research 

Council (mMRC), els símptomes respiratoris avaluats mitjançant el COPD Assessment 

Test (CAT) i l’historial d’aguditzacions. Es considera el grup GOLD D com aquell grup 

amb un major grau de severitat de la malaltia en quant a la càrrega simptomàtica i el 

risc d’aguditzacions12 (Figura 3). 

 
 

Figura 3. Actual definició de l’índex GOLD (Vogelmeier CF. AJRCCM. 2017). 
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2.1.1.2 Tractaments  

L’educació del pacient amb MPOC és una de les principals estratègies a seguir per 

evitar l’impacte dels factors de risc. Dins d’aquesta educació es trobaria: la interrupció 

de l’hàbit tabàquic, amb o sense ajuda de la farmacoteràpia, la disminució de l’exposició 

laboral a contaminants, l’aplicació de les vacunes antigripals i antipneumocòcciques, la 

suplementació nutricional, la rehabilitació pulmonar, la correcta higiene bucal, la teràpia 

amb oxigen i l’ajuda psicològica, en cas que fossin necessàries15.  

Pel que fa als fàrmacs, tenen com a objectiu reduir la simptomatologia, la freqüència i 

la severitat de les aguditzacions, així com millorar la tolerància a l’exercici i l’estat de 

salut. A dia d’avui, però, encara no existeix cap fàrmac que modifiqui el deteriorament 

pulmonar que pateixen al llarg del temps ni que millori la supervivència dels pacients16. 

Broncodilatadors inhalats 

Els broncodilatadors inhalats són la medicació clau en els pacients amb MPOC ja que 

alleugeren l’obstrucció bronquial gràcies a la relaxació del múscul llis respiratori16. Es 

classifiquen en dos grups segons el seu mecanisme d’acció: 

- Acció curta: Tot i que no s’utilitzen en monoteràpia, aquests fàrmacs milloren 

FEV1 i la simptomatologia en pacients amb diferents graus de severitat17.  

o Agonistes dels receptors β2 (Short-acting beta agonists; SABA): L’activació 

dels receptors β2 de les cèl·lules bronquials musculars llises es produeix 

al cap de 5-10 minuts des de la inhalació fins a unes 4-6 hores (albuterol, 

levalbuterol). Promouen la broncodilatació a través de l’augment dels 

nivells d’adenosina cíclica monofosfat (cAMP)18. 

o Antagonistes dels receptors muscarínics (Short-acting muscarinic antagonists; 

SAMA): El bloqueig dels receptors muscarínics M1, M2 i M3 es manté 

fins a 8 hores (ipatropi) a través de la inhibició de la constricció del 

múscul llis bronquial per l’acetilcolina18. 
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- Acció llarga: Són fàrmacs recomanats com a primera línia de teràpia per 

pacients amb una càrrega simptomàtica important, freqüents aguditzacions i 

severa limitació bronquial15,19. 

o Agonistes dels receptors β2 (Long-acting beta agonists; LABA): Els seus 

efectes broncodilatadors duren entre 12 (formoterol, salmeterol) i 24 

hores (indacaterol, olodaterol, vilanterol)15.  

o Antagonistes dels receptors muscarínics (Long-acting muscarinic antagonists; 

LAMA): Els seus efectes broncodilatadors duren entre 12 (aclidini) i 24 

hores (glicopirroni, tiotropi, umeclidini)15.  

Combinació de les teràpies inhalades 

Es recomana la teràpia combinada LABA/LAMA per augmentar l’eficàcia en la millora 

de la funció pulmonar, la càrrega simptomàtica, la qualitat de vida i, fins i tot, en alguns 

estudis, el risc de patir aguditzacions severes20.  

A més, degut a què la monoteràpia amb corticoesteroides inhalats (CI) no està 

recomanada21, també es dona la combinació  CI/LABA i la triple CI/LABA/LAMA22 . 

Altres teràpies antiinflamatòries 

L’inhibidor de la fosfodiesterasa 4 (PDE4; Roflumilast) és un inhibidor selectiu que 

augmenta els nivells intracel·lulars de cAMP per relaxar el múscul llis respiratori i 

exercir un efecte antiinflamatori en pacients amb MPOC de grau moderat i sever11,23. 

El seu ús redueix la producció de leucotriè B4 (LTB4), de proteases i d’espècies 

reactives d’oxigen (ROS) per part dels neutròfils20,23. 

Els macròlids com l’azitromicina, tot i tenir activitats antibacterianes, també han 

demostrat que el seu ús de manera crònica exerceix un efecte antiinflamatori i 

immunomodulador que redueix la freqüència de les aguditzacions24. 
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2.1.1.3 Pronòstic 

L’edat i el valor de FEV1 són els millors paràmetres per predir la supervivència del 

pacient amb MPOC. El ritme de disminució del FEV1 anualment sembla que és l’índex 

que millor es relaciona amb la mortalitat. Quan el FEV1 és menor a 0.5, el risc de 

mortalitat augmenta respecte al de la població general. A més, l’Índex de Massa 

Corporal (IMC) menor a 21 kg/m2 també s’associa amb un augment de la 

mortalitat25,26. 

Altres factors que prediuen el pronòstic dels pacients amb MPOC són l’edat avançada, 

la gravetat de la hipoxèmia, la magnitud de la hipertensió pulmonar, la hipercàpnia i les 

comorbiditats. Finalment, cal destacar que el factor que més incideix en l’evolució del 

pacient és la persistència del consum de tabac25.  

2.1.2 Bronquièctasis 

Les bronquièctasis no associades a fibrosi quística, d’aquí en endavant anomenades 

bronquièctasis, són una de les malalties més oblidades en la medicina respiratòria. Això 

és degut a què és una malaltia molt heterogènia sense estudis epidemiològics 

representatius a gran escala27. Es coneix que la seva prevalença ha anat en augment a 

nivell mundial degut a la millora en el diagnòstic i a la creació de registres nacionals i 

internacionals28–30. 

A diferència del que succeeix a la MPOC, el tabac no suposa un factor de risc per si 

sol, ja que les bronquièctasis són majoritàriament causades per infeccions severes 

prèvies (tuberculosi o pneumònia), aspergil·losi broncopulmonar al·lèrgica (ABPA), 

deteriorament de la funció ciliar (discinèsia ciliar primària) i immunodeficiències 

primàries o secundàries. Tot i així, en un 40% dels casos l’etiologia és desconeguda31. 

Es caracteritzen per una anòmala i irreversible dilatació bronquial degut a la destrucció 

dels components elàstics i musculars de la paret bronquial per l’ambient inflamatori. 

Les conseqüències d’aquesta dilatació són tos productiva crònica, expectoració i 
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recurrents infeccions respiratòries, així com cansament, molèsties al pit, hemoptisi i 

pèrdua de pes32. Tot i que les bronquièctasis poden afectar a persones de qualsevol 

edat i sexe, la prevalença global augmenta amb l’edat i en les dones31. 

2.1.2.1 Diagnòstic 
 

El diagnòstic es basa en l’estudi radiològic del tòrax mitjançant tomografia 

computeritzada (TC) toràcica. En aquesta, es poden detectar les dilatacions bronquials 

junt amb l’historial mèdic i l’avaluació dels símptomes respiratoris. El problema és que 

en una gran majoria de casos, el diagnòstic es produeix en estadis avançats de la 

malaltia30.  

Per tal d’avaluar el grau de severitat dels pacients amb bronquièctasis, es van introduir 

en la pràctica clínica dos índexs àmpliament estudiats: el Bronchiectasis Severity Index (BSI) 

i el FACED.  

Per una banda, el BSI va ser específicament dissenyat per predir risc d’aguditzacions 

que requerissin ingrés hospitalari, per detectar aquells pacients amb pitjor qualitat de 

vida i, finalment, per predir la mortalitat. Aquest índex inclou 9 paràmetres clínics: 

l’edat, l’IMC, el percentatge predit FEV1, el nombre d’ingressos hospitalaris en els 

últims dos anys, el nombre d’aguditzacions l’any anterior, l’índex de dispnea mMRC, la 

infecció crònica per P.aeruginosa i la severitat radiològica33,34 (Taula 1). 

Per l’altra banda, l’índex FACED és un acrònim que inclou els paràmetres FEV1, edat, 

infecció crònica per P.aeruginosa, extensió radiològica de les bronquièctasis i dispnea. La 

diferència amb el BSI és que atorga més puntuació al paràmetre de l’edat i no inclou el 

nombre d’aguditzacions que ha patit el pacient l’any previ. La finalitat de l’índex 

FACED és predir la mortalitat34 (Taula 2). 
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Taula 1. Definició de l’índex BSI (bronchiectasis.com.au) 

 

Taula 2. Definició de l’índex FACED (Martinez-Garcia MA. ERJ. 2014). 

 

2.1.2.2 Tractaments 

Tot i que els factors de risc evitables com el tabac o la pol·lució no són els principals 

causants de les bronquièctasis, també es pot fer una educació del pacient per prevenir 

les infeccions respiratòries. Aquestes accions inclouen: interrompre l’hàbit tabàquic, en 

cas de que existeixi, administrar vacunes antigripals i antipneumocòcciques, incorporar 

una nutrició saludable amb suplementació de vitamina D35 i mantenir una higiene bucal 

correcta36. 
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El tractament amb farmacoteràpia té com a objectiu principal aturar els mecanismes 

patogenètics auto-perpetuants. Degut a què no existeix cap tractament específic, les 

principals estratègies són: augmentar l’eliminació de la mucositat, disminuir la 

inflamació pulmonar i erradicar les infeccions bacterianes37. 

Estratègies per l’eliminació de la mucositat 

La fisioteràpia ha resultat ser efectiva en l’eliminació de l’acumulació de mucositat als 

pulmons, reduint així la inflamació pulmonar i disminuint els símptomes de la 

producció i acumulació diària d’esput38–40. 

L’ús de fàrmacs mucolítics inhalats i d’agents hiperosmòtics permet fluïdificar el moc i 

augmentar la hidratació pulmonar, respectivament, per tal de facilitar l’eliminació de la 

mucositat durant la fisioteràpia30. 

Fàrmacs antiinflamatoris  

Tot i que l’ús de corticoesteroides i broncodilatadors inhalats està molt ben establert en 

altres patologies com la MPOC i l’asma41, en les bronquièctasis la seva aplicació és 

controvertida. Les guies clíniques només recomanen el seu ús quan el pacient pateix 

ofecs o comorbiditats amb la MPOC i l’asma37,42. Tot i així, els corticoesteroides 

inhalats són molt utilitzats en la pràctica clínica.   

 

El tractament amb atorvastatin no ha donat resultats consistents en diferents assajos 

clínics43,44. Aquesta controvèrsia evidencia que encara no es coneix bé quin paper té la 

inflamació en el desenvolupament de les bronquièctasis. Com que la inflamació en 

aquests pacients és principalment d’origen neutrofílic, diversos assajos clínics es van 

centrar en  reduir la quantitat de neutròfils pulmonars. Aquests estudis, però, no van 

obtenir una millora clínica significativa dels pacients infectats atès que reduint els 

neutròfils es pot suprimir la resposta inflamatòria durant un procés d’infecció 

bacteriana i augmentar la severitat de les infeccions 45,46. Per això, es creu que es 

necessiten teràpies que modulin la inflamació enlloc d’inhibir-la. Aquest és el cas de l'ús 
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d’un inhibidor de la neutròfil elastasa (NE), que ha donat bons resultats en un assaig 

clínic de fase II recentment publicat47. 

Antibiòtics 

Els macròlids són els antibiòtics orals més utilitzats en les bronquièctasis per les seves 

propietats antibacterianes i antiinflamatòries48. Són efectius contra un ampli espectre de 

bacteris Gram-positius, com els estreptococs i estafilococs, i tenen un cert grau 

d’activitat contra bacteris Gram-negatius, com l’H.influenzae. Sorprenentment, tot i que 

no tenen activitat bactericida contra P.aeruginosa, sí que poden modificar la seva 

virulència49. Pel que fa als resultats, diversos estudis han demostrat que l’administració 

a baixes dosis de macròlids redueixen la freqüència de les aguditzacions en els pacients 

amb bronquièctasis50–53. 

Els antibiòtics inhalats, com la tobramicina, la colistina i la gentamicina, 

disminueixen la càrrega bacteriana en els pacients amb infecció respiratòria, 

especialment causada per P.aeruginosa30,54. Després d’obtenir resultats conflictius en 

quant a l’eficàcia del seu ús55–59, es va publicar un estudi que suggeria que l’efectivitat 

dels antibiòtics inhalats depenia de la presència d’una alta càrrega bacteriana60.  

2.1.2.3 Pronòstic 

El pronòstic és molt variable atès que hi ha pacients que es mantenen amb unes 

bronquièctasis lleus durant molts anys i d’altres, que progressen molt ràpid, patint 

aguditzacions freqüents i un declivi accelerat de la funció pulmonar61,62.  

El risc de mortalitat en les bronquièctasis ve determinat per la relació entre l’edat, el 

dany pulmonar, la infecció respiratòria, l’activitat de la malaltia i les comorbiditats30. 

Tenint en compte aquests factors, els pacients amb aguditzacions freqüents, amb alta 

càrrega simptomàtica, d’avançada edat, amb una gran extensió radiològica de les 

bronquièctasis i amb una infecció crònica, especialment causada per P.aeruginosa, són els 

pacients amb més probabilitats de progressar més ràpidament30,61. 
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2.2 INFECCIÓ RESPIRATÒRIA BACTERIANA 

Segons el moment i la simptomatologia que acompanya a les infeccions respiratòries 

bacterianes en els pacients amb MPOC i amb bronquièctasis, podem distingir dos 

episodis molt diferents entre ells però estretament relacionats: les infeccions 

respiratòries en fase d’estabilitat clínica i les aguditzacions. 

2.2.1 Infecció respiratòria en fase d’estabilitat clínica 
 

Una proporció significativa de pacients amb MPOC i amb bronquièctasis en fase 

d’estabilitat clínica presenten infecció respiratòria sense aguditzar la seva 

simptomatologia basal. Aquest episodi també es coneix com a colonització bronquial. 

Entre els factors de risc de patir infecció respiratòria es troben, principalment, un 

elevat grau d’obstrucció respiratòria i el manteniment de l’hàbit tabàquic63.  

En el cas dels pacients amb bronquièctasis, un dels factors que afavoreix la presència 

d’infecció respiratòria són les característiques de la seva mucositat. Es coneix que 

presenten un moc més dens que no s’elimina eficientment degut a la disfunció dels cilis 

de l’epiteli respiratori. Aquestes dues característiques, junt amb una resposta immune 

desregulada, afavoreixen la persistència de bacteris, produint així episodis d’infecció 

bacteriana que no impliquen canvis en la simptomatologia basal54. 

El diagnòstic d’infecció respiratòria en ambdues malalties es determina amb el resultat 

positiu del cultiu microbiològic convencional de mostres respiratòries pels següents 

bacteris: Haemophilus influença no tipificable (NTHi), Pseudomona aeruginosa, Streptococcus 

pneumoniae, Streptococcus viridans, Moraxella catharralis i Staphylococcus aureus a una 

concentració de més de 103 unitats formadores de colònies (ufc) per mil·lilitre37,64–66. 

Dins d’aquest llistat de bacteris, l’aïllament d’algun d’ells en l’esput dels pacients 

s’associa amb una pitjor clínica.  

En pacients amb MPOC, l’aïllament d’H.influenzae en l’esput s’associa a un major 

nombre de símptomes respiratoris i a major producció d’esput purulent durant els 

episodis d’aguditzacions67. L’H.influenzae és un cocobacil Gram negatiu que colonitza 
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de manera no patogènica la nasofaringe però produeix una forta resposta inflamatòria 

quan es troba a les vies aèries baixes. Es classifica segons si presenta una càpsula 

polisacàrida, que pot ser de 6 tipus diferents (a-f) o si no té càpsula, com la NTHi13. 

En pacients amb bronquièctasis, la presència de P.aeruginosa en l’esput s’associa amb 

una forta disminució de la funció pulmonar i amb un augment del risc de patir 

aguditzacions amb ingrés hospitalari i de la mortalitat. La P.aeruginosa és un bacteri 

Gram-negatiu que rarament causa infecció en individus immunocompetents però és 

considerat un dels principals patògens oportunistes en pacients que presenten 

alteracions en la resposta immune pulmonar. Es caracteritza per presentar flagel i pili, 

dos apèndixs mòbils que li confereixen motilitat per progressar cap a l’epiteli respiratori 

i disseminar-se a través d’aquest68. La forta resposta inflamatòria que genera i la gran 

capacitat d’adaptar-se a tot tipus d’ambients, fa que sigui d’especial rellevància erradicar 

aquest tipus d’infecció en els pacients amb bronquièctasis69,70. 

La importància d’estudiar la infecció respiratòria en fase d’estabilitat clínica recau en 

l’associació que existeix entre la presència de patògens, el risc de desenvolupar 

aguditzacions posteriors i el pitjor pronòstic a curt i llarg termini71,72. 

2.2.2 Episodis d’aguditzacions 
 

Les aguditzacions en la MPOC i en les bronquièctasis es defineixen com un 

empitjorament agut dels símptomes respiratoris (expectoració purulenta, dispnea, tos, 

mucositat i febre) que requereix medicació addicional i, fins i tot, ingrés hospitalari12. 

Són una de les causes més importants de comorbiditats i mortalitat73,74.  

Es coneix que, sobretot les aguditzacions severes que requereixen ingrés hospitalari, 

són episodis de gran importància en la progressió de la malaltia, ja que s’associen amb 

un major deteriorament clínic, una qualitat pobre de vida i una major mortalitat75,76. Per 

això, és d’elevada importància la seva predicció i prevenció. A més, també cal destacar 

l’elevat impacte econòmic que suposen les aguditzacions severes, així com les re-

admissions a curt termini77. 
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Els bacteris que s’aïllen més freqüentment durant les aguditzacions són P.aeruginosa, 

H.influenzae, S.pneumoniae i M.catharralis78. Alguns d’aquest bacteris són comensals quan 

es troben a la nasofaringe o a la gola, però es converteixen en patogènics quan infecten 

les vies aèries baixes79. L’aïllament de P.aeruginosa durant un episodi d’agudització, és 

d’especial rellevància ja que s’observa en un subgrup de pacients especialment sever. La 

seva presència empitjora de manera dramàtica el pronòstic del pacient80,81. 

Tot i que el principal agent causant de les aguditzacions són les infeccions bacterianes, 

també es poden produir per infeccions víriques i per agents del medi ambient com la 

pol·lució que provoquen una resposta immunològica desmesurada en el pacient75. A 

més, està demostrat que, especialment a l’hivern, les aguditzacions són més severes ja 

que les infeccions víriques respiratòries estacionals agreugen el quadre clínic82.  

Arrel de què en la pràctica clínica es troben pacients que aguditzen de manera freqüent 

i altres pacients que no aguditzen o almenys no ho fan de manera freqüent, van sorgir 

diversos estudis per conèixer l’impacte del nombre d’aguditzacions. Aquests van 

evidenciar que els pacients que l’any anterior havien patit 2 o més aguditzacions, 

anomenats aguditzadors freqüents (AF), tenien un empitjorament clínic i de la seva 

qualitat de vida. En canvi, aquells pacients que havien patit menys de 2 aguditzacions 

l’any anterior, anomenats aguditzadors no freqüents (NF), es comportaven de manera 

més favorable clínicament83–86. A més, s’ha demostrat que el pacient AF es caracteritza 

per una càrrega simptomàtica important, edat avançada, àmplia extensió radiològica de 

la malaltia i infecció crònica principalment per P.aeruginosa. Entre aquests factors de 

risc, sembla que el nombre d’aguditzacions freqüents seria el factor potencialment 

modificable per evitar l’empitjorament del pacient61. Per això, una de les principals 

línies de recerca en MPOC i bronquièctasis és la predicció i prevenció de les 

aguditzacions. 
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2.3 RESPOSTA IMMUNE INNATA PULMONAR EN LES 

INFECCIONS BACTERIANES 

Els pulmons es troben contínuament exposats a la inhalació de microorganismes i 

contaminants potencialment patogènics. Per això, és essencial una correcta resposta 

immunitària, tant innata com adquirida. Quan aquesta resposta es desregula, provocant 

un context inflamatori exagerat, hi ha el risc de que es perpetuï i produeixi dany al teixit 

pulmonar, deteriorament de les defenses de l’hoste i, conseqüentment, un augment de 

la susceptibilitat dels pulmons a patir infeccions bacterianes. Aquests no són 

esdeveniments aïllats sinó que formen part d’un cercle viciós, tal i com es descriu en la 

teoria de Cole, que dificulta la resolució de la infecció en un context d’inflamació 

crònica87.  

A continuació, es descriuran els mecanismes que formen part d’aquest cercle viciós en 

la MPOC i en les bronquièctasis, representats de manera general en la Figura 4.  

 
Figura 4. Teoria del cercle viciós de Cole en les malalties respiratòries cròniques (Adaptada de 
Synspira.com/therapeutic-areas/progressive-pulmonary-disease).  
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2.3.1 Alteracions en la barrera epitelial respiratòria 

La barrera epitelial respiratòria es considera la primera línia de defensa immune innata 

pulmonar contra l’entrada de patògens. Està formada per la matriu extracel·lular 

(MEC) i per les cèl·lules epitelials respiratòries. A més, per reforçar el seu mecanisme 

protector, està recoberta per una capa mucosa fina i mòbil que contribueix a l’adhesió 

dels patògens i dels agents nocius.   

Pel que fa a la MEC, aquesta és la xarxa de proteïnes amb característiques dinàmiques 

que envolta a les cèl·lules epitelials de tots els teixits humans. La seva composició 

canvia segons els factors externs o el dany epitelial. En el pulmó, durant condicions 

homeostàtiques, els principals components són els proteoglicans (heparan sulfat, 

perlecan i agrina), les glicoproteïnes solubles (vitronectina i fibronectina) i les proteïnes 

fibroses (col·lagen, elastina i laminina). Aquests components s’entrellacen entre ells per 

formar una xarxa robusta que doni suporta les cèl·lules epitelials88. En les MRC, la 

composició de la MEC varia i es produeixen depòsits bronquials fibròtics, així com la 

pèrdua d’estructura epitelial. A més, quan es produeix dany tissular al pulmó, les 

proteïnes de la matriu extracel·lular de l’epiteli queden exposades als patògens i 

interaccionen amb elles per augmentar la seva adhesió i establir la infecció respiratòria88 

(Figura 5).  

A nivell cel·lular, l’epiteli respiratori el formen les cèl·lules epitelials, els fibroblasts i les 

cèl·lules musculars llises. La seva composició cel·lular, però, varia al llarg de les vies 

aèries. Comença amb una organització pseudoestratificada en la tràquea, que és 

substituïda gradualment per un epiteli bronquial a mida que s’aproxima a les vies aèries 

baixes, i acaba en els bronquíols terminals amb la morfologia característica de sac dels 

alvèols, que contenen l’aire89. En el cas de l’MPOC i les bronquièctasis, la bronquitis 

crònica característica d’aquests pacients afecta sobretot l’epiteli respiratori de les vies 

aèries petites, amb menys de 2 mm de diàmetre12. En aquest tram, es distingeixen tres 

tipus principals: les cèl·lules basals, les cèl·lules secretores i les cèl·lules ciliades90. 
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Figura 5. Comparativa de la composició de l’epiteli respiratori en persones sanes i en persones amb 
MPOC i bronquièctasis. La pèrdua d’estructura de l’epiteli respiratori i l’ambient inflamatori que es produeix 
durant la infecció bacteriana afavoreix la persistència dels bacteris i l’adhesió a les cèl·lules epitelials, donant lloc a 
infeccions cròniques i aguditzacions (Creada amb Biorender.com).  

Les cèl·lules basals són les cèl·lules que es troben adherides a la làmina basal de 

l’epiteli. No tenen contacte directe amb el lumen i són les progenitores de la resta de 

tipus cel·lulars epitelials. Es troben localitzades al llarg de tot l’epiteli, des de la tràquea 

fins els bronquíols terminals. En condicions patològiques, la hiperplàsia de les cèl·lules 

basals resulta en un augment de mida de l’epiteli bronquial91. 

Les cèl·lules secretores i les ciliades són les que tenen contacte amb el lumen respiratori 

i, per tant, són les que reconeixeran la presència de patògens. Es troben connectades 

entre elles per unions estretes per assegurar la permeabilitat selectiva de l’epiteli89,92.  

Per un costat, les cèl·lules secretores es divideixen en diferents subtipus com les 

cèl·lules de Clara, de Goblet i les seroses. Aquestes són les encarregades de secretar 

tant de manera constitutiva com induïda mucines, molècules antimicrobianes, com els 
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PAMs i la immunoglobulina A (IgA), i molècules immunomoduladores, com les 

citocines i les secretoglobines. Totes aquestes molècules formen part de la composició 

del moc93,94. S’ha de tenir en compte, que en pacients amb patologia respiratòria, el 

nombre de cèl·lules de Globet augmenta de manera significativa, i aquestes són les 

responsables de la hipersecreció de moc95. Per l’altre,  es troben les cèl·lules ciliades 

que són les encarregades de contribuir a la mobilització del moc. El moviment dels cilis 

està perfectament orquestrat per assegurar també que els patògens que entren a les vies 

aèries siguin transportats cap a la faringe per ser eliminats amb la tos. El dany ciliar i 

l’acumulació de moc són dues característiques que propicien l’aparició d’infeccions 

respiratòries en els pacients amb MPOC i amb bronquièctasis96. S’han descrit múltiples 

factors que poden contribuir al dany dels cilis, com són els factors genètics97, l’ambient 

inflamatori98 i els factors de virulència d’alguns bacteris99.    

En la part terminal dels bronquíols es troben els alvèols, constituïts per les cèl·lules 

alveolars epitelials (AEC) que posseeixen característiques úniques degut a la seva 

localització. D’una banda, les AEC de tipus I són les encarregades de l’intercanvi gasós. 

Aquestes cèl·lules es disposen en una fina capa al voltant dels capil·lars pulmonars per 

crear una barrera de difusió dels gasos. De l’altra, les AEC de tipus II són les que 

serveixen com a progenitores de les AEC de tipus I i produeixen el surfactant 

pulmonar100. Aquest surfactant serveix principalment per mantenir la tensió superficial 

alveolar entre la interfase aire-líquid. A més, dins del 10% de la seva composició 

proteica, es troben proteïnes de la família de les col·lectines, com les proteïnes del 

surfactant A (SP-A) i SP-D, amb un paper clau en la opsonització bacteriana i en la 

regulació de la producció de citocines, ROS i quimiocines101,102. En la MPOC i en les 

bronquièctasis, es produeix l’apoptosi i la senescència de les AEC de tipus II, de 

manera que es produeixen alteracions en la reparació tissular i en les funcions immunes 

innates associades a SP-A i SP-D103.  

En condicions d’homeòstasi, la capa de moc que recobreix l’epiteli respiratori està 

formada pel 97% d’aigua i el 3% de sòlids com les mucines, els lípids, les sals i les 

restes cel·lulars. Això resulta en un moc poc viscós i poc elàstic fàcilment mobilitzable 
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pels cilis respiratoris. En condicions inflamatòries, la hipersecreció de mucines i la 

desregulació del volum de líquid de la superfície de l’epiteli fa que la concentració de 

sòlids incrementi fins al 15%, produint un moc molt viscós i elàstic que beneficia la 

persistència dels patògens sobre l’epiteli respiratori104,105.  

La infecció respiratòria s’inicia amb l’adhesió dels patògens als sucres microbians  que 

es troben a la superfície de l’epiteli respiratori.  En les persones sanes amb un correcte 

funcionament dels cilis i de l’eliminació del moc, aquests patògens adherits al moc 

serien expulsats ràpidament a l’exterior. En el cas dels pacients amb MPOC i amb 

bronquièctasis, diversos factors intervenen perquè es perpetuï la infecció. En primer 

lloc, la deshidratació del moc proporciona unes propietats viscoses i elàstiques que 

causen una major adherència del moc a l’epiteli i, per tant, dels patògens que han 

quedat adherits al moc106,107. L’increment de l’adherència junt amb els defectes en la 

motilitat dels cilis, dificulten la seva eliminació104,105. En segon lloc, l’epiteli respiratori 

exposat al tabac i als productes bacterians presenta disrupcions en les unions estretes i 

alteracions en la reparació del dany epitelial108,109. I per últim, aquests pacients 

presenten alteracions en la diferenciació de les cèl·lules basals i en la composició de la 

MEC. Això causa una excessiva remodelació tissular, que inclou la hiperplàsia de les 

cèl·lules de Goblet i la metaplàsia de les cèl·lules escamoses petites. El resultat final 

d’aquestes alteracions són la hipersecreció de moc, la deficiència de l’eliminació 

mucociliar i la obstrucció pulmonar que acaben afavorint l’establiment de la infecció 

respiratòria110,111. 

Durant la infecció respiratòria, el moc presenta un augment de cèl·lules inflamatòries 

infiltrants. Per tant, l’epiteli respiratori no es considera només una barrera mecànica 

sinó que també participa activament en el reclutament de neutròfils i monòcits cap al 

lloc de la infecció respiratòria, mitjançant la secreció de quimiocines i citocines pro-

inflamatòries112. En resposta a la presència de patògens, les cèl·lules epitelials també 

afavoreixen l’arribada cel·lular augmentant l’expressió de la integrina ICAM-1 per 

permetre l’adhesió i la transmigració dels leucòcits113. 
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L’arribada massiva de cèl·lules de la immunitat innata condueix a una activació 

descontrolada i a la secreció de mediadors inflamatoris que contribueixen a la 

destrucció epitelial. Entre els mediadors inflamatoris destaquen les metal·loproteases i 

les elastases, secretades principalment pels neutròfils, amb una acció directa en la 

destrucció i en l’acumulació de fibrosi en la barrera epitelial respiratòria114,115. A la 

vegada, l’ambient inflamatori que es produeix durant el dany pulmonar provoca 

l’apoptosi de les cèl·lules epitelials a través de les proteases i de l’acció citotòxica 

directa de les cèl·lules natural killer (NK)116. Altres mecanismes de mort cel·lular que 

s’han descrit en les patologies respiratòries són la necroptosi117 i la ferroptosi induïda 

per l’exposició de les cèl·lules respiratòries al fum de tabac118. Aquests processos de 

mort es consideren altament inflamatòries degut a què alliberen una gran quantitat de 

damage-associated molecular paterns (DAMPs)119. 

2.3.2 Resposta cel·lular 

L’inici de la resposta efectora cel·lular es produeix amb el reconeixement de patògens 

en les vies aèries baixes, a través de l’expressió dels receptors de reconeixement de 

patrons (Pattern recognition receptors; PRRs) en les cèl·lules epitelials, en les endotelials i en 

les del sistema immune innat120–122. Els Toll-like receptors (TLRs) són PRRs que s’activen 

en presència de patrons moleculars associats a patògens (Pathogen-associated molecular 

patterns; PAMPs) procedents dels patògens. Aquests són els responsables d’iniciar la 

senyalització intracel·lular a través de l’activació de la via Nuclear factor kappa B (NF-

kB)120. 

En la MPOC i en les bronquièctasis, es produeix una acumulació pulmonar de les 

cèl·lules de la resposta immune innata com són els neutròfils, els macròfags i els 

monòcits.   

2.3.2.1 Neutròfils 

Els neutròfils són els leucòcits més abundants en sang perifèrica, constituint fins al 

70% del total. Tenen una vida mitja curta, aproximadament al voltant de 8 hores. En 
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condicions fisiològiques, es produeixen 1-2x1011 neutròfils/dia, però en condicions 

d’infecció, es poden arribar a produir fins a 1012 123.  

Es caracteritzen per tenir un nucli multilobular i un citoplasma granular, degut a la 

presència dels grànuls azurofílics (primaris), dels específics (secundaris) i dels que 

contenen la proteasa gelatinasa (terciaris), així com de les vesícules secretores. Aquests 

grànuls contenen múltiples proteïnes que faciliten la comunicació intercel·lular, la 

migració neutrofílica, l’activitat bactericida i la remodelació, reparació i degradació 

tissular. L’alliberació d’aquestes proteïnes està molt ben regulada per evitar la toxicitat i 

depèn dels estímuls inflamatoris de l’ambient en el qual es trobi el neutròfil124.  

La inflamació neutrofílica en les vies aèries és molt característica dels pacients amb 

MPOC125 i amb bronquièctasis126. S’observa tant en la fase estable dels pacients com en 

les infeccions respiratòries i aguditzacions, durant les quals augmenta de manera 

significativa la seva presència61,127. 

Durant la infecció respiratòria, els neutròfils circulants són reclutats als pulmons 

gràcies a la presència de factors quimiotàctics com el LTB4, les quimiocines CXCL1, 

CXCL5, la interleucina-8 (IL-8) i el factor de necrosi tumoral alpha (TNF-α)128. La 

migració neutrofílica és un procés regulat per esdeveniments interrelacionats i 

organitzats, que inclou canvis en l’expressió dels receptors de superfície, increment de 

la senyalització cel·lular i canvis en el citoesquelet dels propis neutròfils, de l’endoteli i 

de la matriu extracel·lular129.  

En condicions normals, una vegada arriben els neutròfils als pulmons, els patògens i 

mediadors inflamatoris els activen i els neutròfils exerceixen les seves funcions 

d’eliminació de patògens: la desgranulació, la fagocitosi i la producció d’espècies 

reactives d’oxigen i de trampes extracel·lulars (Neutrophil extracellular traps; NETs)113 

(Figura 6).  
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Figura 6. Funcions dels neutròfils durant les infeccions bacterianes. El primer pas en una infecció 
bacteriana és la migració de neutròfils circulants des de la sang fins al lloc de la infecció. Un cop allà, els neutròfils 
són capaços d’eliminar els bacteris a través dels processos de fagocitosi, desgranulació i NETosi (Creada amb 
Biorender.com). 

En el cas de les bronquièctasis i de la MPOC, l’arribada massiva de neutròfils ve 

seguida d’una activació descontrolada. A més, en les vies aèries d’aquests pacients 

existeixen factors que afavoreixen la supervivència dels neutròfils i allarguen la seva 

vida mitja i mantenen més temps les seves funcions. D’aquesta manera, però, també es 

manté el dany que produeix la seva activació126,130.   

Durant la desgranulació, els neutròfils continuen produint IL-8, de manera que mes 

neutròfils continuaran migrant al lloc de la infecció i s’amplificarà la resposta 

inflamatòria131. També contribueixen a la destrucció del teixit pulmonar amb la 

secreció de proteases com la NE, la catepsina G, la proteïnasa-3, la MMP-8 i la MMP-

9. Una altra funció que se’ls ha atribuït a les proteases, en concret a la NE, la catepsina 

G i la proteïnasa-3, és l’estimulació de les glàndules submucoses i les cèl·lules de 

Goblet per contribuir en la hipersecreció de moc i, conseqüentment, en la obstrucció 

pulmonar90. Tot i que el sistema immune també compta amb la presència d’inhibidors 

de proteases per limitar l’activitat d’aquestes, en la MPOC i en les bronquièctasis es 

produeix un desequilibri de l’activitat proteasa. L’excés de proteases i la inactivació dels 

seus inhibidors afavoreix el dany de l’epiteli respiratori, alenteix el moviment dels cilis i 

promou la secreció de moc61,132,133.     

Una de les característiques més importants en la MPOC i en les bronquièctasis és que, 

tot i l’abundància de neutròfils en les vies aèries, aquestes cèl·lules són incapaces 
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d’eliminar la infecció respiratòria124. Aquest fet s’explica per la disfunció que presenten 

aquests neutròfils i s’ha demostrat que pot estar produïda per diferents mecanismes. Es 

coneix que la NE i les defensines alliberades pel neutròfil durant la desgranulació, 

poden inhibir la fagocitosi a través del tall dels receptors de superfície necessaris per 

detectar la presència dels bacteris. Aquests receptors són els Fcγ i els receptors del 

sistema del complement, en concret el Fcγ RIIB (CD16), Fcγ RIIA (CD32), el receptor 

del complement 1 (CD35) i el receptor del complement 3 (CD11b/CD18). Els 

receptors Fcγ reconeixen els microorganismes que han de fagocitar perquè estan 

opsonitzats per IgG. En canvi, els receptors del complement 1 reconeixen els 

components del sistema del complement C3b/C4b dipositats sobre la superfície dels 

microorganismes, mentre que els receptors del complement 3 reconeixen el 

component iC3b113. En aquests pacients, la NE pot tallar aquests components del 

sistema del complement, de manera que no es produeix la opsonització dels bacteris i, 

conseqüentment, no s’activa el sistema del complement correctament134,135. L’ambient 

inflamatori també produeix una disfunció de la senyalització intracel·lular durant la 

fagocitosi134,136. 

Un cop els patògens han estat fagocitats pels neutròfils, es produeix la desgranulació i 

l’alliberació de ROS en l’interior dels fagolisosomes per contribuir en l’activitat 

bactericida. En aquest procés, el sistema Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

(NADPH) oxidasa actua com a un canal que permet el pas d’electrons des del citosol 

fins el fagolisosoma, estimulant la reducció de O2 en l’anió superòxid O2- 137. Quan es 

produeix una resposta inflamatòria exagerada, l’estrès oxidatiu causat pels neutròfils en 

les vies aèries es converteix en un dels principals causants del dany epitelial138,139.  

La última funció que pot exercir el neutròfil en un context d’infecció respiratòria és la 

NETosi140. Els neutròfils són capaços de generar NETs per atrapar diversos 

microorganismes com bacteris Gram-negatius141, bacteris Gram-positius142 i fongs143. 

Les NETs són estructures de cromatina descondensada amb productes bactericides 

units com mieloperoxidasa (MPO), catepsines i histones nuclears141. En els pacients 

amb MPOC i amb bronquièctasis, s’ha observat un augment de NETosi a nivell 
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pulmonar, que s’incrementa encara més durant les infeccions respiratòries i les 

aguditzacions116,144. Aquesta disfunció també contribueix al dany epitelial que presenten 

aquests pacients.  

2.3.2.2 Monòcits i macròfags alveolars 

Els monòcits són cèl·lules circulants en la sang perifèrica, en la medul·la òssia i en la 

melsa, que constitueixen el 10% del total dels leucòcits. La seva vida mitja en sang és 

entre 1 i 2 dies. Si en aquest temps no són reclutats a l’interior d’algun teixit per 

convertir-se en macròfags, moren i són eliminats de la sang. Es caracteritzen per tenir 

un nucli ovalat i vesícules i grànuls citoplasmàtics que contenen lisosomes, vacuoles 

fagocítiques i filaments esquelètics145.  

L’àmplia expressió de receptors, tant en la seva superfície com intracel·lularment, 

converteix als monòcits en cèl·lules clau durant l’activació de la resposta immune 

innata146. El factor macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) és clau per la supervivència 

dels monòcits circulants, ja que potencia la seva capacitat fagocítica i la secreció de 

citocines. Per això, els monòcits madurs expressen en la seva superfície el receptor del 

macrophage colony-stimulating factor (M-CSFR).  

En condicions d’homeòstasi, el M-CSF produït per les cèl·lules de l’estroma i dels 

teixits indueix la diferenciació de monòcit a macròfag147. En canvi, en un context 

inflamatori, aquesta diferenciació està controlada pel factor granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor (GM-CSF), que genera macròfags de tipus inflamatori148. En els 

pacients amb malalties respiratòries, algunes de les alteracions en les funcions dels 

macròfags alveolars, com la fagocitosi, també s’han observat en els monòcits circulants. 

Aquestes troballes evidencien que, en alguns casos, els defectes funcionals cel·lulars no 

són només deguts a l’exposició dels macròfags alveolars, a les toxines i a l’ambient 

inflamatori del pulmó, sinó que ja hi són de base a les cèl·lules d’aquests pacients149. 

Els macròfags són les cèl·lules que resideixen en els teixits humans, on poden 

representar fins al 10-15% del total de cèl·lules en condicions de quiescència145. En 
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canvi, en patologies respiratòries com la MPOC i les bronquièctasis, el nombre de 

macròfags s’incrementa respecte al total de cèl·lules150,151.  

En el pulmó es diferencien dos tipus de poblacions de macròfags. Per una banda, els 

macròfags alveolars són els que resideixen a les vies aèries del pulmó. Per l’altra banda, 

els macròfags intersticials són els que es troben en l’espai intersticial entre els alvèols i 

els vasos sanguinis (Figura 7). 

En quant a les característiques morfològiques, els macròfags alveolars són més grans 

que els intersticials152. A nivell fenotípic també són diferents: els macròfags alveolars es 

descriuen com a CD45+CD206+CD14loCD71+CD169+, mentre que els intersticials són 

CD45+CD206+CD14hiCD71-CD169- 153. Dins dels macròfags alveolars, però, també 

podem trobar diverses poblacions en funció, per exemple, de l’expressió del receptor 

scavenger del complex hemoglobina-haptoglobina CD163 154.  

Funcionalment, els macròfags intersticials es consideren els moduladors de la resposta 

adaptativa155. En canvi, els macròfags alveolars són els que eliminen les restes cel·lulars 

i bacterianes156, suprimeixen la resposta adaptativa157 i regulen el reclutament de 

neutròfils i de monòcits cap al pulmó158. Tot i que les dues poblacions presenten 

capacitat fagocítica, els macròfags alveolars són els fagòcits més potents159. A més, són 

els macròfags més sensibles per les senyals als PRRs152. Però, de la mateixa manera que 

succeeix en els neutròfils dels pacients amb MPOC i amb bronquièctasis, els seus 

macròfags alveolars també són menys eficients en la fagocitosi dels patògens149,160.  

Una de les funcions claus dels macròfags alveolars és l’esferocitosi. Mitjançant aquest 

mecanisme, els macròfags alveolars eliminen les cèl·lules apoptòtiques, sobretot els 

neutròfils i les cèl·lules epitelials, de l’entorn respiratori, per tal de resoldre el procés 

inflamatori. Però, quan més temps aquestes cèl·lules mortes romanguin a les vies 

aèries, major serà la inflamació causada per la contínua alliberació de productes de la 

desgranulació i per l’evolució cap a processos de necrosi secundària. Això és el que 

succeeix en les vies aèries dels pacients amb MPOC i bronquièctasis, ja que presenten 

una esferocitosi deficient161,160. Es coneix que la NE està implicada en aquesta alteració 
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Figura 7. Interacció dels macròfags alveolars i intersticials en els pulmons sans. Els macròfags alveolars es 
troben als espais aeris juxtaposats amb les cèl·lules epitelials alveolars de tipus I i tipus II. Els macròfags 
intersticials es troben a l’espai intersticial entre l’alvèol i els vasos sanguinis, on també es troben les cèl·lules T, les 
cèl·lules dendrítiques i una escassa població de cèl·lules B. (a) L’epiteli respiratori regula als macròfags alveolars a 
través de la interacció amb CD200, amb TGF-β i amb IL-10. (b) La secreció de TGF-β i àcid retinoic pels 
macròfags alveolars pot induir l’expressió de FoxP3 en les cèl·lules T presents al lumen de les vies respiratòries  
(Hussell T. Nat Rev Immunol. 2014). 

funcional, ja que elimina els receptors de fosfatidilserina necessaris per reconèixer a les 

cèl·lules apoptòtiques de la superfície dels macròfags162. Com a teràpia, sembla que, en 

concret en els pacients amb bronquièctasis, la proteïna d’unió a la vitamina D (VDBP) 

ajudaria a restablir la funció de l’eferocitosi163. També s’han publicat estudis en els 

quals el tractament amb macròlids millora la fagocitosi de les cèl·lules apoptòtiques a 

través de l’increment de l’expressió dels receptors de manosa164. 
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Tant els monòcits com els macròfags alveolars són grans productors de les MMP-1, -2, 

-7, -9 i -12, així com de les catepsines K, L, B i S165,166. Aquestes proteases també tenen 

la particularitat de tallar les proteïnes petites i exposar els fragments quimiotàctics, o 

actuar elles mateixes com a quimioatractants per tal de perpetuar l’acumulació de 

macròfags al pulmó167,168. En la MPOC i les bronquièctasis, aquests tipus cel·lulars 

també participen en el desequilibri de l’activitat proteasa. En concret en la MPOC, la 

progressió de la malaltia es correlaciona amb l’activació persistent dels macròfags 

alveolars i amb els canvis en l’equilibri entre les proteases secretades i els seus 

inhibidors169.  

2.3.3 Factors solubles pulmonars involucrats en la resposta innata 

Com a conseqüència dels infiltrats cel·lulars al lumen i a la paret de les vies aèries del 

parènquima pulmonar, es produeix un increment de factors solubles involucrats en el 

reclutament cel·lular, en la resposta inflamatòria i en la remodelació tissular.  

2.3.3.1 Mediadors inflamatoris claus durant la infecció respiratòria 

Diversos mediadors inflamatoris, incloent les quimiocines, les citocines i les proteases 

d’origen leucocitari, es troben presents a nivell pulmonar durant la infecció respiratòria 

causada per H.influenzae i per P.aeruginosa (Figura 8). Encara que aquests mediadors 

actuen en xarxes interactives complexes, en les MRC destaquen principalment la 

quimiocina IL-8, pel seu efecte atraient sobre els neutròfils; la citocina TGF-β, pel seu 

paper en la inflamació generada a partir de processos de fibrosi pulmonar; i les 

proteases leucocitàries, per la seva contribució a la pèrdua d’estructura de l’epiteli 

respiratori. 
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Figura 8. Mediadors inflamatoris produïts durant la infecció bacteriana. L’epiteli respiratori recluta els 
neutròfils a través de la secreció de senyals pro-inflamatòries (IL-8, proteïna 2 inflamatòria del macròfag (MIP-2) 
i TNF-α) i augmenta l’expressió de les molècules d’adhesió (ICAM1) i (VCAM1). La molècula del complement 
C5a estimula l’alliberació de IL-8, TNF-α, IL-1b i LTB4, que produeixen el reclutament de neutròfils. Un cop 
arriben al pulmó, els neutròfils desgranularan alliberant proteases i ROS, que contribuiran a la inflamació 
pulmonar i destrucció epitelial (Chalmers JD. Nat Rev Dis Primers. 2018). 

2.3.3.1.1 IL-8 

La quimiocina IL-8, o també denominada CXCL8, és d’especial rellevància en la 

MPOC i en les bronquièctasis per l’efecte d’atracció i activació dels neutròfils al lloc de 

la infecció respiratòria170. 

La IL-8 és produïda per una varietat de cèl·lules, incloent els mateixos neutròfils, 

monòcits, eosinòfils, basòfil, fibroblasts, macròfags alveolars, cèl·lules epitelials 

bronquials, cèl·lules endotelials de la microvasculatura pulmonar i cèl·lules del múscul 

llis respiratori170. La seva secreció es produeix davant de citocines pro-inflamatòries, 

com TNF-α i IL-1β, de bacteris, de virus i dels productes bacterians i vírics171. La 

presència d’aquests estímuls incrementa els nivells de IL-8 en els BALs i en els esputs 
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dels pacients amb MPOC i bronquièctasis amb infecció respiratòria171. A més, els 

factors ambientals, com condicions hipòxiques i la presència de ROS també poden 

induir la producció de IL-8 per part de diversos tipus cel·lulars171. 

L’efecte l’exerceix gràcies als seus principals receptors de la superfície dels neutròfils: 

CXCR1 i CXCR2172. Aquests receptors són molècules unides a la membrana cel·lular 

formades per set dominis transmembrana i acoblades a proteïnes G en la porció 

COOH-terminal171. Tot i que els dos receptors poden unir la IL-8 amb una gran 

afinitat, també són receptors per altres quimiocines. Mentre el CXCR1 només 

interacciona amb la proteïna quimiotàctica del granulòcit (Granulocyte chemotactic protein 2; 

GCP-2), el CXCR2 pot unir l’oncogen α relacionat amb creixement (Growth-regulated 

oncogene α; GRO-α), el pèptid-2 activador de neutròfil (Neutrophil-activating peptide 2; 

NAP-2), el pèptid-78 activador de neutròfil derivat de les cèl·lules epitelials (Epithelial 

neutrophil- activating protein 78; ENA-78) i la GCP-2 170. Una altra diferència entre els dos 

receptors és la seva sensibilitat a les concentracions de IL-8. El CXCR2 respon a 

concentracions de picomolars de IL-8, per tal d’atreure els neutròfils que es troben més 

allunyats del lloc de la infecció. En canvi, el CXCR1 detecta altes concentracions de IL-

8 com les que es troben en el lloc de la infecció, per tal de contribuir en l’activació del 

neutròfil170.  

Un cop la IL-8 interactua amb un dels seus receptors, s’inicia el flux de calci 

intracel·lular i l’activació de la cinasa fosfatidilinositol-3 170. Els receptors 

s’internalitzaran i es reciclaran per reaparèixer en la membrana cel·lular ràpidament, 

aproximadament als 60 minuts des de la interacció amb el lligand171. A través de la 

cascada de senyalització intracel·lular, la IL-8 activarà el neutròfil per exercir alguna de 

les seves funcions, com la desgranulació i l’esclat oxidatiu173.  

En pacients amb MPOC i bronquièctasis, els nivells pulmonars de IL-8 correlacionen 

amb la presència de neutròfils i amb els marcadors de la seva activació, com la MPO i 

l’elastasa174,175. En quant a la clínica, nivells elevats de IL-8 s’associen amb menor 

FEV1, infeccions respiratòries i aguditzacions171.  
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En resum, degut a què els bacteris indueixen la producció de IL-8, durant les 

infeccions respiratòries en els pacients amb MPOC i bronquièctasis, es produeix un 

increment dels nivells de IL-8 que contribueixen en la migració i activació de neutròfils 

en el lloc de la infecció.  

2.3.3.1.2 TGF-β 

La família del factor de creixement transformant β (TGF-β) regula processos claus en 

la patogènesi de la MPOC i de les bronquièctasis, com són el desenvolupament 

pulmonar, la inflamació, el dany i la reparació tissular176. L’increment dels nivells 

pulmonars de TGF-β és el responsable de l’acumulació de fibrosi al voltant de les vies 

aèries petites d’aquests pacients, contribuint així a l’obstrucció de manera progressiva i 

irreversible177.  

Existeixen tres isoformes del TGF-β (TGF-β1, 2 i 3) amb funcions similars però amb 

característiques úniques i receptors específics176. Mentre que el TGF-β1 està implicat 

en el desenvolupament pulmonar, el TGF-β2 i 3 s’expressen a l’epiteli bronquial i la 

seva presència és clau per mantenir la correcta estructura de l’epiteli i la transició 

epiteli-mesènquima178–180. La major part del TGF-β secretat forma part d’un gran 

complex latent (LLC) format pel pèptid associat a latència (Latency-associated peptide; 

LAP) i les proteïnes d’unió al TGF-β latent (Latent transforming growth factor β binding 

proteins; LTBPs). Per alliberar la forma activa de TGF-β, és necessària la interacció de la 

LTBP-1 amb les integrines de la MEC. Aquesta interacció produeix una deformació en 

LAP i aconsegueix alliberar la forma activa de TGF-β 181,182.  

Les tres isoformes de TGF-β es continuen expressant a nivell pulmonar en els adults 

sans en les cèl·lules epitelials, en els macròfags alveolars, en els fibroblasts i en les 

cèl·lules del múscul llis respiratori183. En les malalties pulmonars, es produeix un 

augment de l’expressió de TGF-β degut a l’increment dels tipus cel·lulars mencionats 

prèviament. El TGF-β produeix canvis patològics en els pulmons d’aquests pacients 

promovent la hiperplàsia de les cèl·lules de Goblet, la fibrosi subepitelial, el dany 

epitelial i la hipertròfia del múscul llis respiratori183.  
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L’expressió de TGF-β està involucrada en la resposta inflamatòria pulmonar que 

augmenta enfront diversos estímuls inflamatoris. La NE indueix la secreció i l’activació 

del TGF-β1 i aquest, a la vegada, inhibeix l’expressió de IL-10 en les cèl·lules 

immunitàries per tal de mantenir la resposta pro-inflamatòria184. Tot i que els neutròfils 

no tenen la capacitat de secretar TGF-β, aquest sí que participa en el seu reclutament 

cap als pulmons, contribuint d’aquesta manera a la inflamació neutrofílica que pateixen 

aquests pacients. D’aquesta manera, es creu que el TGF-β interfereix en la resposta 

innata durant les infeccions respiratòries augmentant la inflamació pulmonar i reduint 

l’eliminació bacteriana185.  

2.3.3.1.3 Proteases 

Quan els neutròfils s’activen en el lloc de la infecció respiratòria, secreten una gran 

quantitat de proteases, com són la NE, la catepsina G i la proteïnasa-3 186. Després 

d’una estimulació, principalment per TNF-α i IL-1β, els neutròfils també secreten 

metal·loproteases de la matriu (MMPs).  

Pel que fa a la NE, és un dels enzims proteolítics fisiològics, de la família de les serin 

proteases, necessari pel correcte funcionament dels neutròfils i involucrat en la 

resposta inflamatòria187. La NE és una proteasa que destrueix la matriu extracel·lular i 

modula la inflamació i la remodelació tissular. El seu efecte inflamatori pot ser directe, 

a través del dany tissular, o indirecte, mitjançant la inducció de citocines pro-

inflamatòries com la IL-6, la IL-8 i el GM-CSF162,187,188. 

La NE talla directament diversos receptors cel·lulars implicats en la iniciació de 

respostes innates claus durant la infecció respiratòria. En primer lloc, inhibeix 

directament la fagocitosi a través del tall dels receptors fagocítics Fcγ (CD16 i 

CD32)189. En segon lloc, talla alguns dels components de superfície del sistema del 

complement (CD35 i CD11b/CD18) per evitar la opsonització i l’activació del 

complement189. A més, actua contra els components del complement (C3b/C4b i 

iC3b) i contra la IgG units a patògens190. Per últim, també talla els receptors de 

fosfatidilserina dels macròfags, que són claus pel reconeixement de les cèl·lules 
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apoptòtiques, principalment els neutròfils pulmonars. Quan aquest procés d’eliminació 

dels neutròfils morts, anomenat esferocitosi, no es produeix correctament, resulta en 

un augment de la inflamació i del dany a través de l’alliberació desregulada de 

productes dels grànuls neutrofílics i de la conversió de les cèl·lules apoptòtiques cap a 

la necrosi secundària162.  

En condicions normals, l’acció de la NE és inhibida per les antiproteases endògenes, 

com l’α1-antitripsina i la Secretory Leukocyte Protease Inhibitor (SLPI), per mantenir un 

correcte equilibri de l’activitat proteasa (Figura 9). En canvi, en un context 

d’inflamació crònica, com en la MPOC i en les bronquièctasis, la gran activitat proteasa 

que es produeix per l’arribada i activació contínua de neutròfils al pulmó, indueix la 

degradació dels inhibidors de proteases62. El desequilibri que es produeix entre la 

quantitat de proteases i d’inhibidors contribueix en el dany tissular, en l’alentiment de la 

mobilitat dels cilis i en la producció de moc191. 

 
Figura 9. Equilibri de l’activitat proteasa. Entre les proteases més abundants al teixit pulmonar es troben les 
de la família de les serin proteases, com la NE, les catepsines, les MMP i la proteïnasa 3. L’excés d’aquestes 
produeix reparació tissular. Per controlar l’equilibri, són essencials els inhibidors de proteases, entre els quals 
destaquen l’SLPI, l’elafin, l’α1-antitripsina i l’α1-macroglobulina. La seva presència evita el dany progressiu 
tissular produït per elevats nivells de proteases.  

 

Els nivells pulmonars de NE correlacionen amb la presència de neutròfils en mostres 

respiratòries, amb els nivells de citocines pro-inflamatòries (IL-8 i TNF-α) i amb 

marcadors d’activitat de la malaltia com és el volum d’esput que expectora un pacient al 

llarg de 24 hores192. En les bronquièctasis, s’ha arribat a plantejar la concentració de la 

NE com a marcador pronòstic d’aguditzacions54,62.  
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Respecte a les MMPs, aquestes són les proteases que s’encarreguen de degradar la 

MEC per mantenir una correcta remodelació epitelial. En humans existeixen 24 MMPs 

diferenciades segons l’especificitat pel tipus de substrat193. A part de la MEC, altres 

dianes de les MMPs al pulmó són els factors de creixement, quimiocines, proteases i 

proteïnes de la superfície cel·lular, com les molècules d’adhesió193. 

De la mateixa manera que en la resta de proteases, l’expressió de les MMPs en el 

pulmó està altament regulada per evitar danys colaterals del teixit. En la MPOC i en les 

bronquièctasis, també es produeix un desequilibri entre la quantitat de MMPs i els seus 

inhibidors (Tissue inhibitors of metalloproteinases; TIMPs). Aquest desequilibri és el 

responsable de la destrucció pulmonar i dels canvis fibròtics que caracteritzen a 

aquestes malalties193.  

Tant les MMPs com els TIMPs són produïts per una gran varietat de tipus cel·lulars 

com són els neutròfils, les cèl·lules epitelials, els fibroblasts i els macròfags alveolars194. 

A més, també hi ha molècules que poden regular l’activitat de les MMPs, com són les 

proteïnes presents en el surfactant pulmonar193. En concret, la SP-D incrementa la 

secreció de MMP-1, MMP-3, i MMP-12 en els macròfag alveolars. S’ha vist que aquest 

increment és independent de la presència de IL-1β i TNF-α, que també actuen com a 

dos potents inductors de les MMPs195. 

En condicions normals, els nivells pulmonars de MMPs són baixos. En canvi, durant 

un context inflamatori, els nivells pulmonars incrementen, sobretot dels tipus MMP-7, 

MMP-8, MMP-9 i MMP-12 193. Alguns dels estímuls que indueixen aquest increment 

són la presència de bacteris, el context d’estrès oxidatiu produït per l’alliberació massiva 

de ROS i agents externs nocius com el tabac193. La presència de MMPs es troba 

estretament relacionada amb la fibrosi pulmonar que presenten els pacients amb 

MPOC i amb bronquièctasis, degut al dany tissular. De la mateixa manera que en el cas 

de la NE, els nivells pulmonars de MMPs van associats a la presència de neutròfils en 

aquestes malalties, en concret, les MMP-8 i MMP-9 195. A més, les concentracions de 

MMP-12 es relacionen amb els macròfags alveolars durant el seu reclutament cap al 

pulmó193.  
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2.3.3.2 Proteïnes i pèptids antimicrobians (PAMs) 

El fluid que recobreix l’epiteli conté una gran varietat de proteïnes i PAMs, que actuen 

com a antibiòtics naturals i formen part de la primera línia de defensa pulmonar. Estan 

produïts per les glàndules submucoses, les cèl·lules epitelials, els neutròfils i els 

macròfags195.  

Aquestes no només tenen activitat bactericida sinó que també presenten propietats 

inflamatòries i de regeneració tissular (Figura 10 i Taula 3). És per aquest motiu que 

s’ha associat l’alteració dels nivells de PAMs amb la patogènesi de diverses malalties 

respiratòries196.  

 

Figura 10. Múltiples funcions dels PAMs en la defensa de l’hoste. Els PAMs poden induir una varietat de 
respostes en les cèl·lules immunes innates. La immunomodulació dels PAMs resulta en la protecció contra la 
infecció, el control de la inflamació, l’estimulació de la reparació tissular i la iniciació de la resposta immune 
adaptativa. (Adaptada de Lai Y. Trends in Immunology. 2009. Creada amb Biorender.com). 

La seva producció pulmonar està altament regulada pel que fa al tipus cel·lular que els 

secreta i al moment en el qual s’alliberen. Poden produir-se de manera constitutiva i 



Secció 2 · Introducció 

| 47  
 

incrementar els seus nivells amb l’exposició a patògens, el dany epitelial, les citocines, 

els factors de creixement produïts durant la reparació tissular o els nutrients com la 

vitamina D. Tot i que poden compartir l’activitat bactericida, sovint els PAMs són 

actius per diferents patògens en diferents localitzacions del cos humà i amb diferents 

mecanismes d’acció197. Degut a la gran varietat de PAMs, no existeix encara cap 

classificació acceptada però s’agrupen segons la mida, l’estructura conformacional o els 

aminoàcids predominants196. Segons les seves característiques estructurals i 

biològiques, es distingeixen dues famílies principals detectades en les secrecions 

respiratòries: les defensines i les catelicidines.  

Dins de les defensines, es troben les α- i les β-defensines. Les α-defensines inclouen els 

pèptids que es troben als grànuls azurofílics dels neutròfils (HNP 1-4). Un cop el 

neutròfil fagocita el microorganisme, les α-defensines contribueixen a la seva 

eliminació a través de mecanismes independents d’oxigen198. Pel que fa a les β-

defensines, la β-defensina 1 i 2 són les que s’expressen  de manera constitutiva a les 

cèl·lules epitelials del tracte respiratori199,200. També poden ser produïdes pels 

monòcits, pels macròfags i per les cèl·lules dendrítiques201.  

Pel que fa a la família de les catelicidines, la LL-37/hCAP-18 és la única catelicidina 

humana localitzada als grànuls específics dels neutròfils, a les cèl·lules epitelials i als 

macròfags presents a les vies aèries202,203. En els neutròfils, el pèptid s’emmagatzema en 

forma de pro-pèptid (hCAP-18) i un cop és secretat, la proteïnasa-3 el talla per generar 

la forma processada LL-37 204 .  

Altres PAMs molt abundants en les secrecions respiratòries i, que actualment no 

pertanyen a cap classificació, són la Lactoferrina, la Lisozima, el Secretory Leukocyte 

Protease Inhibitor (SLPI), l’elafina i la RNase 7 197,205. 

Els microorganismes susceptibles a l’activitat antimicrobiana dels PAMs són els 

bacteris Gram-positius i Gram-negatius, els fongs i els virus encapsulats. Els 

mecanismes que utilitzen per eliminar aquests microorganismes són la disrupció de la 

integritat de la membrana microbiana, la quelació del ferro i la disrupció enzimàtica 
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d’estructures microbianes essencials206. En els bacteris Gram-negatius, el principal 

component de la paret bacteriana és el lipopolisacàrid (LPS). Moltes vegades, l’acció 

dels PAMs va dirigida a neutralitzar aquest component per finalitzar la resposta 

inflamatòria, com és el cas de la catelicidina LL-37. De vegades, els PAMs no només 

actuen intracel·lularment en el fagolisosoma sinó que també poden ser secretats pels 

neutròfils per adherir-se al DNA de les NETs i augmentar la seva capacitat 

bactericida207. Aquesta funció l’exerceix principalment la LL-37, que estimula la 

formació de NETs i les estabilitza oferint protecció contra la degradació produïda per 

les nucleases207,208.  

Durant el dany epitelial, els nivells de PAMs s’incrementen per protegir el teixit 

pulmonar destruït de les infeccions bacterianes. Aquesta protecció la duen a terme 

gràcies a la seva activitat bactericida i a la seva capacitat per reclutar cèl·lules 

inflamatòries. Diversos PAMs, com l’α-defensina, la β-defensina i la LL-37, poden 

actuar com a quimioatractants de monòcits, neutròfils, cèl·lules dendrítiques 

immadures, cèl·lules T CD4+ en repòs i cèl·lules T CD8+ 209. En concret, les α-

defensines indueixen la producció de IL-8 per part de les cèl·lules pulmonars. Tot i que 

alguns dels receptors no són ben coneguts, s’ha demostrat que la β-defensina recluta 

cèl·lules dendrítiques immadures i cèl·lules memòria a través del receptor CCR6 210. En 

canvi, la LL-37 recluta neutròfils, monòcits i cèl·lules T a través del receptor del pèptid 

formil de tipus I (FPRL1). Segons l’activitat de la seva membrana, els PAMs també 

tenen una citotoxicitat dosi-dependent cap a les cèl·lules eucariotes. Les α-defensines, 

per exemple, indueixen la mort de les cèl·lules epitelials i són capaces d’unir-se als 

inhibidors de proteases com l’α-1-antitripsina per promoure el dany cel·lular211. 

Altres activitats inflamatòries que els PAMs duen a terme, a part de la quimiotaxi i la 

neutralització de l’efecte de LPS, són l’increment de la fagocitosi, l’estimulació de la 

producció de prostaglandina, l’augment de l’angiogènesi i la inducció de la reparació 

tissular. Alguns membres de la família de les defensines i de les catelicidines, així com la 

Lactoferrina, estimulen la proliferació dels fibroblasts i de les cèl·lules epitelials per tal 

de restablir la integritat epitelial206. 
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En diverses patologies respiratòries, no només s’ha observat que la producció dels 

PAMs està disminuïda sinó que la seva activitat està inhibida per diferents mecanismes, 

afavorint l’establiment de la infecció respiratòria212–214. En la fibrosi quística, s’ha 

observat que el baix pH del fluid que recobreix l’epiteli redueix l’activitat dels 

PAMs215,216. En el microambient pulmonar també poden existir factors que 

condicionin l’activitat dels PAMs, com són la seva degradació produïda per proteases 

d’origen bacterià217,218 i la seva inhibició per la concentració de sals, pels polisacàrids 

microbians, per l’F-actina, i pel DNA de les cèl·lules mortes i el moc219.  

En els pacients amb MPOC, degut a la inflamació neutrofílica, els nivells de PAMs 

estan incrementats i s’associen amb les exacerbacions218,220. El mateix s’ha observat en 

malalties com la l’asma neutrofílica, la síndrome de la bronquiolitis obliterans i les 

malalties pulmonars intersticials221–223. En aquestes patologies, els PAMs participarien 

en el dany pulmonar i en la inflamació degut a les seves propietats pro-inflamatòries i 

citotòxiques a elevades concentracions Per això, tant les concentracions insuficients de 

PAMs com les excessives, contribueixen al desenvolupament i progressió de les 

malalties pulmonars197. Per una banda, les baixes concentracions de PAMs s’associen 

amb major susceptibilitat a la infecció, alteracions del microbioma i dèficit en la 

reparació tissular i inflamació. Però, per l’altra banda, les concentracions elevades de 

PAMs contribueixen en la inflamació, en el reclutament descontrolat de cèl·lules 

inflamatòries al lloc de la infecció, al dany pulmonar i també a alteracions del 

microbioma. Aquests fets evidencien la importància de mantenir l’homeòstasi dels 

PAMs a nivell pulmonar.  
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Taula 3. Estructura, producció i activitat antimicrobiana de PAMs amb activitat immunomoduladora (Adaptada de Rogan P.Resp Res. 2006).  

PAM Estructura Cèl·lula productora Activitat antimicrobiana Activitat immunomoduladora 

LL-37 Pèptid que requereix el 
processament de la 
proteïnasa 3 per alliberar la 
LL-37 funcional 

Grànuls secundaris dels 
neutròfils i cèl·lules 
epitelials  

Bactericida, antifúngica 
bacteriostàtica i antiviral 

Migració de neutròfils i 
monòcits 
Neutralització de LPS 

SLPI Proteïna no-glicosilada d’11.7 
kDa 

Macròfags, neutròfils, 
cèl·lules epitelials 

Bactericida i antiviral 
bacteriostàtic 

Inhibidor de proteases 
Inhibeix l’activació de NF-kB 

Lactoferrina Glicoproteïna d’unió de ferro 
80kDa 

Grànuls secundaris dels 
neutròfils i cèl·lules 
epitelials 

Bactericida, bacteriostàtica, 
inhibeix la formació de biofilms, 
antifúngica, antiviral 

Antioxidant 
S’uneix a motius CPG 
Neutralització de LPS 

Lisozima Enzim de 14 kDa Grànuls primaris i 
secundaris dels neutròfils, 
macròfags i cèl·lules 
epitelials 

Bactericida, bacteriostàtica Actua de manera sinèrgica amb 
la lactoferrina 

Defensines Pèptids de 3 a 5 kDa Grànuls primaris dels 
neutròfils 

Bactericida, bacteriostàtica, 
antifúngica, antiviral i 
antiparasitària 

Mitogènica i quimiotàctica 
Contribueix a la proliferació 
epitelial pulmonar 

BPI Proteïna de 55 kDa Grànuls primaris dels 
neutròfils 

Bactericida, bacteriostàtica, 
opsonització 

Neutralització de LPS 

SP-A i SP-D Complex de lipoproteïnes Cèl·lules Clara i 
pneumòcits de tipus II 

Bactericida, bacteriostàtic, 
antifúngic, antiviral i 
opsonització 

Modulen múltiples funcions 
leucocitàries 

CCL20 Quimiocina d’estructura 
similar a les defensines 

Epiteli respiratori Bactericida contra bacteris 
Gram-negatius 

Estimula la migració de cèl·lules 
B, cèl·lules dendrítiques i 
cèl·lules memòria T 
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2.3.3.3 Proteïnes d’unió als àcids grassos (FABPs) 

Les proteïnes d’unió als àcids grassos (Fatty-acid binding protein; FABPs) són un grup de 

proteïnes de baix pes molecular (14-15 kDa) membres de la superfamília de proteïnes 

d’unió a lípids. Són les encarregades de la regulació de la resposta dels lípids en les 

cèl·lules i s’associen amb vies inflamatòries i metabòliques224.  

Existeixen diferents FABPs que presenten característiques úniques del teixit en el qual 

s’expressen. Tot i així, no són específics de teixit ni de cèl·lula productora225. 

S’expressen de manera més abundant en els teixits implicats en el metabolisme dels 

lípids com el fetge, l’intestí, el cor, els adipòcits, l’epidermis, l’ili, el cervell, la mielina i 

els testicles. Per les malalties respiratòries, les FABPs d’especial rellevància són la 

FABP4 i la FABP5, ja que s’expressen al pulmó i als macròfags224. 

Per una banda, la FABP4, anomenada també FABP dels adipòcits (A-FABP o aP2), 

s’expressa principalment en aquestes cèl·lules però també ho fa en els macròfags i en 

les cèl·lules dendrítiques224. La FABP4 actua com a una adipocina secretada que 

presenta funcions de la immunitat innata. En models experimentals, s’ha demostrat el 

paper protector de la FABP4 enfront la infecció respiratòria per P.aeruginosa. La FABP4 

exerceix aquesta protecció regulant els nivells de la quimiocina CXCL1, també 

produïda pels macròfags alveolars per tal de reclutar neutròfils al lloc de la infecció 

respiratòria226,227. Tot i que no hi ha dades sobre el paper de la FABP4 pulmonar en 

pacients amb MPOC i amb bronquièctasis, sí que ha estat estudiada en models 

experimentals d’asma. En aquests, també s’ha observat que la FABP4 participa en el 

reclutament i en l’activació dels eosinòfils fins als pulmons. Fora del pulmó, la FABP4 

juga un paper important en el desenvolupament de resistència a la insulina i de 

l’arterioesclerosi228.  

Per l’altra banda, la FABP5, anomenada també FABP epidèrmica (E-FABP), s’expressa 

en una gran varietat de teixits i cèl·lules entre els quals es troben el pulmó i els 

macròfags. La FABP5 exerceix funcions immunomoduladores en l’epiteli respiratori 

exposat al fum del tabac i a infeccions bacterianes. Aquestes funcions les porta a terme 
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a través de la modulació de l’activitat del receptor nuclear gamma activat pel 

proliferador de peroxisomes (PPAR-γ)229. Aquest receptor té un paper anti-inflamatori 

en la resposta immune, de manera que quan es redueixen els nivells de FABP5, es 

redueix l’activitat de PPAR-γ, i es potencia la resposta pro-inflamatòria230. Els pacients 

amb MPOC presenten una reducció de l’expressió de FABP5 en el seu epiteli 

respiratori231. A més, les cèl·lules epitelials modificades in vitro perquè no expressin 

FABP5 i exposades posteriorment al fum del tabac, secreten una major quantitat de 

citocines pro-inflamatòries229. També s’ha demostrat el paper protector de FABP5 

enfront infeccions respiratòries causades per P.aeruginosa230.  

2.3.4 Mecanismes bacterians d’evasió del sistema immune innat 

Durant la infecció respiratòria, els bacteris com l’H.influenzae i la P.aeruginosa han de fer 

front a múltiples estrès ambientals: la competició intra i interespècies pels nutrients i 

l’espai, l’ambient anaeròbic causat per l’acumulació de la mucositat, les altes 

concentracions d’antibiòtics utilitzades per tractar la infecció i l’abundància cel·lular i 

dels seus mediadors solubles (PAMs, ROS i citocines)232. Aquestes pressions 

produeixen evolucions en els bacteris mitjançant l’adquisició de mutacions espontànies. 

Les soques que colonitzaran les vies respiratòries durant períodes perllongats de temps 

seran aquelles que hagin estat seleccionades genotípicament i fenotípicament gràcies a 

aquestes modificacions adquirides233.  

Les adaptacions genètiques que adquireixen els bacteris durant aquest procés 

d’evolució estan involucrades, principalment, en la síntesi de noves proteïnes de 

superfície, en la captació de ferro, en l’expressió de proteïnes antioxidants, en l’adhesió 

tissular i en la evasió del sistema immune234 (Figura 11).   
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Figura 11. Esquema general de diferents mecanismes que utilitzen els bacteris per evadir la resposta 
immune innata (Creada amb Biorender.com).  

2.3.4.1. Secreció d’immunomediadors 

Especialment els bacteris Gram-negatius han desenvolupat mecanismes de secreció de 

factors de virulència com les toxines i les proteases. Durant les infeccions respiratòries, 

s’ha descrit que la P.aeruginosa és capaç d’alliberar quatre toxines diferents, anomenades 

toxines de tipus III, amb l’objectiu d’eliminar les cèl·lules epitelials i afavorir la 

capacitat invasiva de la soca235,236. 

Pel que fa a les proteases bacterianes, una de les seves finalitats és degradar els 

components que formen la MEC per tal de beneficiar-se del dany tissular i afavorir la 

infecció respiratòria88. Diverses proteases secretades per la P.aeruginosa, com la proteasa 

IV i la elastasa B (LasB), degraden proteïnes del surfactant pulmonar per tal d’inhibir la 

seva funció de defensa de l’hoste237,238. En concret, la elastasa LasB degrada la 

col·lectina SP-A per evitar la opsonització i la fagocitosi de la P.aeruginosa pels neutròfils 

i monòcits. La LasB també degrada la Lisozima i la LL-37, evitant que puguin dur a 

terme la seva activitat antimicrobiana238,239. En resum, les proteases bacterianes són un 

factor de virulència especialment rellevant ja que permet als bacteris produir dany 
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tissular, disrupcions en les unions estretes de l’epiteli pulmonar i degradació de 

components de la immunitat innata incloent proteïnes del surfactant, PAMs, 

quimiocines i citocines240. A més, algunes d’aquestes proteases també van dirigides 

contra els anticossos que es troben en la mucosa respiratòria.  

2.3.4.2. Evasió humoral 

La unió d’IgA als patògens evita l’adhesió bacteriana a les cèl·lules epitelials, inactiva les 

toxines i inhibeix l’aglutinació241. L’H.influenze és un dels pocs patògens que alliberen 

proteases contra la IgA, concretament contra la subclasse IgA1 que és la predominant 

en la mucosa respiratòria242. Durant la infecció respiratòria, aquests enzims hidrolítics 

degraden la IgA pulmonar per tal d’evitar que la IgA secretora (sIgA) dugui a terme el 

mecanisme d’exclusió immune, mitjançant el qual s’evita la interacció dels patògens 

amb l’epiteli respiratori243,244.    

Amb la producció de proteases bacterianes, els patògens aconsegueixen reduir la 

presència d’anticossos en la mucosa respiratòria i inactivar el sistema del complement 

per evitar la seva eliminació. Però, aquestes proteases també intervenen en la 

supervivència intracel·lular dels patògens alterant l’acidificació dels lisosomes245. 

2.3.4.3. Evasió cel·lular 

El primer mecanisme bacterià per evadir-se de les cèl·lules immunitàries innates recau 

en evitar ser reconegut pel sistema immune. Per aconseguir-ho, els bacteris modifiquen 

la seva estructura d’oligosacàrids  per tal d’atenuar el reclutament cel·lular i regular els 

mediadors inflamatoris en el lloc de la infecció246. També són capaços d’atenuar les 

respostes dels PRRs de l’hoste. En el cas de l’H.influenzae, per iniciar la resposta 

inflamatòria, cal que el sistema immune el reconegui a través de la senyalització per 

TLR2 i TLR4 presents en les cèl·lules efectores. Però, quan la soca adquireix 

determinats factors de virulència, el patogen fa servir la senyalització a través del 

receptor de factor de creixement epidèrmic (Epidermal growth factor receptor; EGFR), ja 
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que aquest inhibeix la senyalització a través del TLR2, de manera que aconsegueix 

atenuar la resposta dels PRRs de l’hoste i facilita la infecció respiratòria13. 

Per evitar ser fagocitats, adopten modificacions en les seves proteïnes de superfície més 

immunogèniques. En el cas de la P.aeruginosa, la flagel·lina és un dels components 

principals del flagel que la caracteritza. És un potent activador del TLR5 i indueix una 

forta resposta pro-inflamatòria. Durant la infecció respiratòria, la P.aeruginosa s’adapta 

per persistir i perd l’expressió del seu flagel o altera la seva composició per no ser 

reconeguda pels receptors fagocítics. Amb aquesta modificació també aconsegueix 

disminuir l’activació immune a través del TLR5 68.  

Una altra estratègia bacteriana per evadir-se del sistema immune és induir la mort dels 

neutròfils, ja que és la cèl·lula que es troba en major proporció als pulmons durant una 

infecció respiratòria247. La P.aeruginosa és capaç de secretar unes substàncies, els 

ramnolípids, que actuen com a potents detergents i causen la necrosi dels neutròfils248.    

Tot i caracteritzar-se per ser bacteris extracel·lulars, l’H.influenzae i la P.aeruginosa també 

posseeixen la capacitat d’expressar certes proteïnes de superfície que els hi permeten 

l’adhesió als macròfags, la invasió i la persistència intracel·lular, enlloc de ser eliminades 

per fagocitosi249. A més, especialment la NTHi, té la capacitat de penetrar entre les 

cèl·lules epitelials i residir en l’espai intercel·lular del teixit pulmonar. Aquesta 

localització li proporciona un reservori temporal o de llarg termini durant el qual pot 

establir la infecció respiratòria crònica i a la vegada estar protegida de la resposta 

immune245.   

Degut a què la des-estructuració de l’epiteli respiratori és beneficiosa per la colonització 

bacteriana, un dels mecanismes d’evasió que utilitzen els bacteris és la reducció, de 

manera selectiva, de l’expressió de les proteïnes que mantenen la integritat de l’epiteli 

respiratori. L’H.influenzae redueix l’expressió de la proteïna d’unió estreta E-caderina250, 

mentre que la P.aeruginosa actua sobre les proteïnes transmembranes claudines 1 i 4, 

ocludina i tricelulina251.  
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2.3.4.4. Formació de biofilms 

Un dels factors de virulència associats amb l’H.influenzae  i amb la P.aeruginosa és la 

formació de biofilms, tot i que no totes les soques tenen la mateixa capacitat252.  

Els biofilms són comunitats multi-microbianes dinàmiques on els bacteris mantenen 

una baixa taxa de replicació i un metabolisme quiescent per sobreviure en una 

estructura formada per DNA extracel·lular, exopolisacàrids i proteïnes, donant lloc a la 

substància extracel·lular polimèrica (SEP)253. El creixement del biofilm consta de 

quatre fases, durant les quals va adquirint l’estructura necessària per protegir-se del 

sistema immune innat i del tractament antibiòtic (Figura 12).  

Els exopolisacàrids, o polisacàrids extracel·lulars, són produïts pels bacteris per 

conferir una major adhesió del biofilm a l’epiteli i promoure l’evasió del sistema 

immune. En concret, els exopolisacàrids aporten resistència contra els PAMs, la 

fagocitosi per part dels neutròfils i dels macròfags, i a les ROS alliberades pels 

neutròfils254.  

La resposta immune innata és menys efectiva davant els biofilms que no pas davant el 

propi bacteri. Això és degut a què els biofilms funcionen com a estructures protectores 

resistents a les cèl·lules efectores. A més, la resposta generada davant els biofilms és 

menor degut a què les proteïnes bacterianes més immunogèniques es troben 

emmascarades per la matriu del biofilm i no són tant accessibles per les cèl·lules 

efectores255. Tot i així, es continua produint una resposta immune innata enfront la 

presència de biofilms. 

Els biofilms poden activar de manera massiva als neutròfils per produir l’esclat oxidatiu 

i la desgranulació, induint així una forta inflamació neutrofílica. A més, també poden 

provocar la necrosi dels neutròfils, donant lloc a més inflamació, reclutant més 

neutròfils i generant de manera colateral més dany tissular. Aquesta necrosi, a la 

vegada, contribueix a alliberar DNA extracel·lular que s’unirà a l’estructura del biofilm 

per aportar-li encara més estabilitat256. Tot i que els biofilms també són resistents a les 
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NETs alliberades pels neutròfils, el DNA extracel·lular que s’allibera després de la seva 

activació, també passarà a formar part de l’estructura dels biofilms257.  

 
Figura 12. Fases durant la formació dels biofilms. (a) Durant la fase inicial d’iniciació del biofilm, els bacteris 
s’uneixen a la superfície de l’hoste gràcies a les adhesines. (b) En la fase primerenca, els bacteris comencen a 
dividir-se i a produir la SEP, que millora l’adhesió i forma la matriu on s’immobilitzaran els bacteris. (c) 
Seguidament, ve la fase de maduració del biofilm durant la qual la matriu d’SEP proporciona una estructura 
protectora i multi-funcional que permet la interacció polimicrobiana per coexistir dins del microambient creat en 
el biofilm. (d) Finalment, durant la fase de dispersió els bacteris abandonen el biofilm i tornen a adquirir la seva 
capacitat infectiva, així com la susceptibilitat als antibiòtics. (Koo. Nat Rev Microb. 2018). 
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Per últim, un altre benefici dels biofilms pels bacteris és la resistència que els ofereix 

enfront els anticossos per evitar ser reconeguts i eliminats257. En el cas dels biofilms 

formats per NTHi, a la superfície apical del biofilm es troben proteases que tallen la 

IgA de l’hoste per reforçar la protecció dels bacteris242.  

En resum, les infeccions respiratòries amb presència de biofilms es caracteritzen per 

una resposta immune innata hiperactivada però ineficaç en l’eliminació bacteriana. 

Conseqüentment, aquesta hiperactivació és la responsable del dany tissular 

perllongat254.  
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3.1. HIPÒTESI 

La inflamació crònica pulmonar que presenten els pacients amb MPOC i 

bronquièctasis afavoreix la presència d’infeccions bacterianes. Aquestes infeccions, 

conseqüentment, incrementen la severitat clínica de la malaltia i el risc de patir episodis 

d’agudització, durant els quals pot ser necessària l’hospitalització del pacient.  

El sistema immune d’aquests pacients no sembla capaç de controlar la infecció 

respiratòria i contribueix a la perpetuació de la inflamació. Aquest context inflamatori, 

a la seva vegada, produeix danys a l’epiteli respiratori, que fan al pacient més 

susceptible a la invasió per part de bacteris com la P.aeruginosa i l’H.influenzae. Per tant, 

la hipòtesi principal d’aquesta tesi és que els pacients amb MPOC i bronquièctasis que 

tenen infecció respiratòria clínicament estable, presenten alteracions pulmonars en els 

nivells de PAMs i FABP4, de quimiocines i citocines inflamatòries, així com dany a 

l’epiteli respiratori. Aquestes alteracions també augmentarien la severitat clínica i el risc 

de futures aguditzacions. A més, és possible que la resposta immune pulmonar difereixi 

segons quin sigui el bacteri causant de la infecció respiratòria. A diferència dels estudis 

basats en l’anàlisi individual de paràmetres immunològics sobre la clínica, també creiem 

que la complexitat d’aquestes malalties és deguda a la relació entre diferents factors. 

Aquest estudi, basat en una eina estadística anomenada anàlisi de conglomerats o 

clústers, ens permetria identificar de manera més acurada perfils immunològics de 

pacients que es podrien associar a diferents graus de severitat clínica i risc 

d’aguditzacions. 

 
      Figura 13. Esquema de la hipòtesi. Marcat en vermell les mesures valorades als objectius de la tesi. 
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3.2. OBJECTIUS 
 

GENERAL: 

Estudiar els diferents elements de la resposta immune innata en la MPOC i les 

bronquièctasis, incloent la producció pulmonar i sistèmica de mediadors solubles, el 

dany i remodelació tissular, i la presència de poblacions cel·lulars, per tal d’associar 

aquesta resposta inflamatòria amb paràmetres d’infecció respiratòria, severitat i 

pronòstic de la malaltia.  

ESPECÍFICS: 

En pacients amb MPOC en fase d’estabilitat clínica:  

1. Determinar els nivells pulmonars i sistèmics de FABP4 en cohorts de controls 

sense patologia respiratòria i de pacients amb MPOC. 

2. Relacionar els nivells pulmonars i sistèmics de FABP4 amb la presència 

d’infecció respiratòria, amb la presència d’H.influenza com a bacteri causant de la 

infecció i amb la severitat clínica. 

3. Associar els nivells pulmonars de FABP4 amb les poblacions cel·lulars presents 

en les mostres de BAL. 

En pacients amb bronquièctasis en fase d’estabilitat clínica:  

1. Determinar els nivells pulmonars i sistèmics dels PAMs Lactoferrina, Lisozima, 

LL-37 i SLPI.  

2. Relacionar els nivells pulmonars i sistèmics dels PAMs amb la presència 

d’infecció respiratòria, amb la presència de P.areuginosa com a bacteri causant de 

la infecció i amb la severitat clínica. 

3. Estudiar els nivells pulmonars i sistèmics dels PAMs com a marcadors 

pronòstic de futures aguditzacions durant un any de seguiment. 
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4. Aplicar l’anàlisi de clústers per abordar l’heterogeneïtat biològica i determinar 

diferents perfils de PAMs, inflamació pulmonar i dany i remodelació tissular en 

pacients amb bronquièctasis. 

5. Associar els clústers immunològics identificats en els pacients amb 

bronquièctasis amb la presència d’infecció respiratòria i, concretament, de 

P.areuginosa. 

6. Estudiar la validesa clínica dels clústers immunològics identificats en els 

pacients amb bronquièctasis. 
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Reduced airway levels of fatty-acid binding
protein 4 in COPD: relationship with airway
infection and disease severity
Lídia Perea1, Ana Rodrigo-Troyano2, Elisabet Cantó1, Marisol Domínguez-Álvarez3,4, Jordi Giner2,
Ferran Sanchez-Reus5, Judit Villar-García6, Sara Quero4,7, Marian García-Núñez4,7,8, Alicia Marín4,8, Eduard Monsó4,7,
Rosa Faner4,9, Alvar Agustí4,9, Silvia Vidal1† and Oriol Sibila2*†

Abstract

Background: For still unclear reasons, chronic airway infection often occurs in patients with Chronic Obstructive
Pulmonary Disease (COPD), particularly in those with more severe airflow limitation. Fatty-acid binding protein
4 (FABP4) is an adipokine involved in the innate immune response against infection produced by alveolar
macrophages (Mɸ). We hypothesized that airway levels of FABP4 may be altered in COPD patients with
chronic airway infection.

Methods: In this prospective and controlled study we: (1) compared airway FABP4 levels (ELISA) in induced
sputum, bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and plasma samples in 52 clinically stable COPD patients (65.2 ±
7.9 years, FEV1 59 ± 16% predicted) and 29 healthy volunteers (55.0 ± 12.3 years, FEV1 97 ± 16% predicted); (2)
explored their relationship with the presence of bacterial airway infection, defined by the presence of potentially
pathogenic bacteria (PPB) at ≥103 colony-forming units/ml in BALF; (3) investigated their relationship with the quantity
and proportion of Mɸ in BALF (flow cytometry); and, (4) studied their relationship with the severity of airflow limitation
(FEV1), GOLD grade and level of symptoms (CAT questionnaire).

Results: We found that: (1) airway levels of FABP4 (but not plasma ones) were reduced in COPD patients vs. controls
[219.2 (96.0–319.6) vs. 273.4 (203.1–426.7) (pg/ml)/protein, p = 0.03 in BALF]; (2) COPD patients with airway infection
had lower sputum FABP4 levels [0.73 (0.35–15.3) vs. 15.6 (2.0–29.4) ng/ml, p = 0.02]; (3) in COPD patients, the number
and proportion of Mɸ were positively related with FABP4 levels in BALF; (4) BALF and sputum FABP4 levels were
positively related with FEV1, negatively with the CAT score, and lowest in GOLD grade D patients.

Conclusions: Airway FABP4 levels are reduced in COPD patients, especially in those with airway infection and more
severe disease. The relationship observed between Mɸ and airway FABP4 levels supports a role for FABP4 in the
pathogenesis of airway infection and disease severity in COPD.

Keywords: FABP4, Chronic obstructive pulmonary disease, Macrophages, Bronchoalveolar lavage fluid
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Introduction
Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) cur-
rently is the third leading cause of mortality worldwide
[1]. Chronic airway bacterial infection often occurs in
COPD patients, particularly in those with more severe
airflow limitation [2, 3]. The presence of airway infection
increases the economic impact of the disease and
worsens clinical outcomes including increased mortality
[4]. Several studies have demonstrated that innate im-
munity alterations favor airway infection in COPD [5, 6].
However, the underlying biological mechanisms leading
to chronic airway infection in COPD have not been yet
fully elucidated.
Alveolar macrophages (Mɸ) are a central component

of the innate immune response against airway infection.
Several alterations of Mɸ in marker expression and func-
tions have been previously described in COPD [7, 8].
Among many other functions, Mɸ produce fatty acid-
binding protein 4 (FABP4), also known as adipocyte A-
FABP or aP2. FABP4 is a member of the FABP family of
small-molecular weight intracellular lipid chaperones that
functions as a secreted adipokine and plays a role in air-
way defense against infection [9, 10]. For instance, in an
experimental model of Pseudomonas aeruginosa infection
in mice, the presence of FABP4 protected against airway
infection [11]. However, limited data on COPD and its re-
lationship with disease severity and airway infections are
available.
We hypothesized that airway FABP4 levels may be re-

duced in COPD patients, especially in those with the more
severe disease and with potentially more dysfunctional
Mɸ. Accordingly, this study sought to: (1) compare airway
(and plasma) FABP4 levels in COPD and healthy volun-
teers and, (2) study their relationship with presence of air-
way infection, quantity and proportion of Mɸ and several
clinical markers of disease severity, such as the severity of
airflow limitation (FEV1), the GOLD classification and the
level of symptoms (CAT questionnaire).

Methods
Study design and ethics
This was a prospective, multicenter, cross-sectional
study that included clinically stable COPD patients and
healthy volunteers with normal lung function, who
served as controls. Participants were recruited from five
university tertiary hospitals [Hospital de la Santa Creu i
Sant Pau (Barcelona, Spain), Hospital del Mar (Barce-
lona, Spain), Hospital Universitari Parc Taulí (Sabadell,
Spain), Hospital Germans Trias i Pujol (Barcelona,
Spain) and Hospital Clínic (Barcelona Spain)]. The study
protocol was approved by the local institutional review
board (IIBSP-MIC-2015-57) and all subjects gave signed
informed consent.

Participants
The diagnosis of COPD was established according to the
Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease
(GOLD) guidelines [12]. The inclusion criteria were: 8
weeks of clinical stability (defined by the absence of an
exacerbation that required oral corticosteroids and/or
antibiotic treatment), age between 40 and 75 years, and
FEV1 between 20 and 70% predicted. All patients under-
went a computerized tomography scan, and those with
bronchiectasis, lung cancer, pneumonia, and/or intersti-
tial lung diseases were excluded. Other exclusion criteria
were patients with active malignant disease and/or any
type of immunosuppression, drug addiction or alcohol
abuse. As controls, we included adult volunteers without
respiratory diseases and with normal spirometry re-
cruited in these same centers [13].

Clinical assessment
Demographic data, the number of exacerbations in the
previous year, the time from last exacerbation, relevant
comorbid conditions and current treatments were re-
corded at inclusion using standardized questionnaires. All
patients underwent spirometry (Datospir-600; Sibelmed
SA, Barcelona, Spain) following international recommen-
dations. Reference values were those of Mediterranean
populations [14].

Samples collection and processing
Bronchoalveolar lavage fluid (BALF), induced sputum
and plasma were obtained from all participants and were
processed immediately. BALF samples were recovered
using 150 ml saline lavage with the bronchoscope
wedged in the right middle lobe. BALF samples were
centrifuged at 800 xg for 10 min to obtain the cellular
pellet and the supernatant. Induced sputum was col-
lected just before the bronchoscopy as previously de-
scribed [15]. Sputum samples were disaggregated using
dithiothreitol (Oxoid Ltd., Hampshire, United Kingdom)
for 15min and were centrifuged at 600 xg for 6min to ob-
tain the supernatant. Proteases inhibitors (Calbiochem,
San Diego, CA) were added to the supernatants during
thawing. Plasma samples were obtained from blood col-
lected in ethylenediamine tetra-acetic acid (EDTA) tube
and centrifuged at 850 xg for 10min. BALF and sputum
supernatants and plasma were stored immediately at −
80 °C until analysis.

Microbiological study
Samples were processed for qualitative and quantitative
bacteriology, as previously described [16]. Airway infec-
tion was defined as the presence of potentially patho-
genic bacteria (PPB) at ≥103 colony-forming units/ml in
BALF [17] in clinically stable patients.
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FABP4 measurement
FABP4 levels were measured by validated, commercially
available ELISA kit (RayBiotech, Peachtree Corners, GA)
according to the manufacturer’s instructions. The limit
of kit detection was 38 pg/ml. The dilutions used were
1/7 for BALF supernatants, 1/5 for sputum supernatants
and 1/75 for plasma. BALF FABP4 levels were adjusted
to the total protein content quantified using Qubit
fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA).

BALF flow cytometry
In COPD patients, cellular pellet obtained from BALF
samples was lysed to avoid red blood cells contamin-
ation (RBC lysing solution; BioLegend, San Diego, CA).
Cells were resuspended in one ml of PBS supplemented
with 2% bovine serum albumin (BSA; Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany) to quantify the number of
total cells in a MACSQuant cytometer (Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany). Cells were adjusted to
1x106cells/ml and stained for 15min at room temperature
in dark with viability dye (Zombie NIR; BioLegend), CD45-
FITC, CD14-APC (Immunotools GmbH, Friesoythe,
Germany) and CD15-PE (Biolegend, San Diego, CA).
Aggregated and non-viable cells were excluded from the
analysis. Mɸ were gated according to CD45 positive popu-
lation, CD15 negative, CD14 positive and high side scatter
(SSC) parameter.

Statistical analyses
Results of continuous variables are presented as mean
and standard deviation (SD) or median and interquartile
range [25th – 75th percentile IQR], according to the
Kolmogorov-Smirnov test of normality distribution,
whereas categorical variables are presented as frequen-
cies. Groups were compared using Student t-test,
ANOVA test or their corresponding non-parametrical
test when required. Correlations were analyzed using
Spearman’s Rho due to the variables did not present a
normal distribution. A p-value < 0.05 was considered sig-
nificant. Statistical analyses were performed using SPSS
version 22 and Graph Pad Prism 7 software.

Results
Characteristics of participants
Fifty-two COPD patients and 29 controls were included.
Table 1 shows their demographic and clinical character-
istics. COPD patients were older (65.2 ± 7.9 vs. 55.0 ±
12.3, p = 0.0002) than controls but gender (75.9 vs.
65.4% males, p = 0.6) and BMI (26.3 ± 4.7 vs. 28.7 ± 9.7,
p = 0.7) were similar in both groups. Airflow limitation
in patients with COPD ranged from mild to severe
(FEV1 of 59 ± 15% of predicted) whereas spirometry was
normal in controls by design. Twenty-four patients
(46%) were classified as GOLD grade C and D, and 21

patients (40%) were frequent exacerbators, defined as
those patients who suffered from 2 or more exacerba-
tions during the previous year to the inclusion.
Twelve COPD patients (23%) had airway infection.

Patients with airway infection were predominantly males
(92%) and older than non-infected ones (Table 2).
Haemophilus influenzae was the most common PPB iso-
lated (n = 9, 75%), followed by Streptococcus pneumoniae
(n = 2, 17%) and Moraxella catharralis (n = 1, 8%).

Airway and systemic FABP4 levels in patients and
controls
Airway FABP4 levels were lower in COPD patients than
in controls, reaching statistical significant differences in
BALF [219.2 (96.0–319.6) vs. 273.4 (203.1–426.7) (pg/
ml)/protein, p = 0.03], but not in sputum [12.2 (0.7–
27.5) vs. 14.5 (0.5–45.6) ng/ml, p = 0.4] (Fig. 1A, C). Yet,
we observed a positive significant correlation between
BALF and sputum FABP4 levels in the entire population
(rho = 0.31, p = 0.01) and in COPD patients (rho = 0.37,
p = 0.01). On the other hand, plasma FABP4 levels were
similar in patients and controls [26.6 (19.3–39.5) vs. 25.2
(18.3–36.5) ng/ml, p = 0.4)] and no significant correl-
ation was observed between systemic and airway FABP4
levels.

FABP4 levels and airway infection in COPD patients
Airway FABP4 levels were lower in COPD patients with
airway infection vs. those without it, reaching statistical
significant differences in sputum [0.73 (0.35–15.3) vs.
15.6 (2.0–29.4) ng/ml, p = 0.02] but not in BALF [181.5
(28.7–395.5) vs. 228.5 (106.3–319.1) (pg/ml)/protein,
p = 0.7) (Fig. 1B, D). No differences in plasma FABP4
levels were observed between COPD patients with and
without airway infection [29.8 (20.4–45.0) vs. 26.1 (19.3–
37.9) ng/ml, p = 0.6].

Table 1 Demographics and clinical characteristics among
controls and COPD patients

Controls (n = 29) COPD (n = 52) P value

Age 55.0 ± 12.3 65.2 ± 7.9 0.0002

Male, n (%) 22 (75.9) 34 (65.4) 0.6

BMI (kg/m2) 28.7 ± 9.7 26.3 ± 4.7 0.7

Smoking status, n (%)

Never 5 (17.2) 0 (0.0) < 0.0001

Former 10 (34.5) 41 (78.8)

Current 14 (48.3) 11 (21.1)

Pack-years 26.0 ± 19.0 43.5 ± 19.2 0.002

FEV1 (% pred) 97 ± 16 59 ± 16 < 0.0001

FVC (% pred) 92 ± 15 85 ± 16 0.07

FEV1/FVC 0.79 ± 0.05 0.52 ± 0.14 < 0.0001

Data is presented as mean ± SD unless otherwise indicated
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FABP4 levels and disease severity
Airway (but not plasma) FABP4 levels were related with
several measures of disease severity, including GOLD
stage, airway limitation and quality of life. Patient with
GOLD D had the lowest values both in BALF (Fig. 2A)
and sputum (Fig. 2B). In addition, a positive correlation
among airway FABP4 levels and FEV1 (% predicted)
(Fig. 3A, B) and a negative correlation with levels of
symptoms measured in CAT questionnaire (Fig. 3C, D)
were observed.
No differences in airway FABP4 levels were observed

regarding age and smoking status. Patients using inhaled
corticosteroid (ICS) had lower values in BAL compared
with those without ICS [(pg/ml)/protein, 123.6 (12.6–
306.4) vs 250 (171.6–344.7), p = 0.03)].

FABP4 and alveolar Mɸ
Alveolar Mɸ represented 49.9 (26.4–76.8) % of cells in
BALF of COPD patients, corresponding to an absolute
number of 140 (48.9–311) Mɸ per μl. Both proportion and
absolute number of alveolar Mɸ were significantly related
with BALF FABP4 levels [proportion (rho = 0.54, p =
0.0003) and absolute number (rho = 0.52, p = 0.0006)]
(Fig. 4). No significant differences among infected and non-
infected patients and related to GOLD stage were found.

Discussion
The main results of this study show that, as hypothe-
sized: (1) airway (but not plasma) levels of FABP4 are re-
duced in COPD patients, particularly in those with
airway infection and more severe disease; and, (2) BALF

Table 2 Patient demographics, clinical characteristics and prior treatments among non-infected and infected patients

Non-infected (n = 40) Infected (n = 12) P value

Age 63.7 ± 7.6 69.9 ± 6.9 0.02

Male, n (%) 23 (57.5) 11 (91.7) 0.04

Smoking status, n (%)

Never 0 (0) 0 (0) 0.7

Former 31 (77.5) 10 (83.3)

Current 9 (22.5) 2 (16.7)

Pack-years 42.3 ± 20.0 47.8 ± 16.1 0.2

Comorbid conditions, n (%)

Cardiovascular 13 (32.5) 6 (50) 0.3

Hypertension 15 (37.5) 6 (50) 0.4

Diabetes 0 (0) 0 (0) 1

Gastroesophageal reflux 14 (35) 6 (50) 0.3

Treatment, n (%)

ICS 22 (55) 6 (50) 0.5

LABA 32 (80) 8 (66.7) 0.3

LAMA 32 (80) 11 (91.7) 0.3

FEV1 (% pred) 58 ± 169 61 ± 17 0.6

FVC (% pred) 87 ± 16 76 ± 17 0.04

BMI (kg/m2) 26.4 ± 4.8 26.0 ± 4.4 0.8

GOLD stage, n (%)

A 13 (32.5) 6 (50) 0.4

B 8 (20) 1 (8.3)

C 9 (22.5) 1 (8.3)

D 10 (25) 4 (33.4)

Prior exacerbations, n (%)

0 16 (40) 4 (33.3) 0.9

1 8 (20) 3 (25)

≥ 2 16 (40) 5 (41.7)

Weeks from last exacerbation 26.2 ± 18.9 27.3 ± 19.1 0.6

CAT questionnaire 11.2 ± 6.5 10.5 ± 7.6 0.6

Data is presented as mean ± SD unless otherwise indicated
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Fig. 1 Airway FABP4 levels in COPD. A BALF FABP4 levels in controls and COPD patients and (B) in non-infected and infected patients. C Sputum
FABP4 levels in controls and COPD patients and (D) in non-infected and infected patients. P-values were obtained by Mann-Whitney test. *p-
value < 0.05. Data is represented as median with interquartile range

Fig. 2 Association of airway FABP4 levels and disease severity. A BALF and (B) Sputum FABP4 levels and GOLD stages classified in mild (GOLD A),
moderate (GOLD B), severe (GOLD C) and very severe (GOLD D). P-values were obtained by Mann-Whitney test. *p-value < 0.05 and
**p-value < 0.01. Data is represented as median with interquartile range
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FABP4 levels are related to the number and proportion
of alveolar Mɸ. Collectively, these results suggest that re-
duced production of FABP4 by alveolar Mɸ is associated
with the presence of airway infection in COPD.

Previous studies
FABP4 is an adipokine widely studied in metabolic
and cardiovascular diseases [18]. Its role in chronic
respiratory diseases is poorly understood, although it
has been recognized that FABP4 is associated with

airway inflammation [19]. Likewise, a dysregulation of
airway FABP4 has been previously described in
asthma [20] where it has been shown in experimental
models that FABP4 participates in the recruitment
and activation of eosinophils [21]. In patients with
COPD, a dysregulation of systemic FABP4 compared
with controls has been suggested [22], which is at
variance with our findings here. Differences may be
related to distinct inclusion criteria. Whereas Zhang
et al excluded patients with metabolic and vascular

Fig. 3 Relationship between FEV1 and (A) BALF FABP4 and (B) sputum FABP4. Relationship between CAT score and (C) BALF FABP4 and (D)
sputum FABP4. Data was obtained using Spearman correlation

Fig. 4 Relationship between BALF FABP4 levels and (A) proportion and (B) absolute number of BALF Mɸ. Data was obtained using Spearman correlation
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comorbidities [22], known to be associated with ele-
vated systemic FABP4 levels [23, 24], we did not
because cardiovascular comorbidities are highly preva-
lent in patients with COPD (74% in our cohort) and
we did not want to bias our study population. In any
case, to our knowledge, our study is the first to inves-
tigate airway FABP4 levels, and their relationship with
airway infection and disease severity in COPD.

Interpretation of novel findings
Bacterial airway infections are relevant in the natural his-
tory of COPD [3] because it worsens clinical outcomes, in-
cluding mortality and costs [4]. The molecular and
cellular mechanisms that favor bacterial infection in some
COPD patients are, however, not yet fully elucidated. We
observed that airway FABP4 levels were reduced in COPD
patients, particularly in those with evidence of airway in-
fection, and we found a relationship between BALF Mɸ
(absolute number and proportion) and FABP4 levels in
COPD. Given that alveolar Mɸ produce FABP4 [9], these
observations support a pathogenic role for a locally defect-
ive Mɸ production of FABP4. In support of this interpret-
ation is the fact that FABP4 facilitates the interaction
between Mɸ and neutrophils through the regulation of
CXCL1, a chemokine secreted by Mɸ to recruit neutro-
phils to the site of infection [11, 25]. Further works study-
ing Mɸ subpopulations would help to better understand
the immunological mechanism related to FABP4 produc-
tion by Mɸ.
On the other hand, we found that patients with severe

COPD showed the lowest airway FABP4 levels. We also
found that there was a direct relationship between
airway FABP4 concentration and FEV1 levels and an in-
verse relationship between the former and CAT score
(i.e. worse health status). In keeping with these observa-
tions, some previous studies had demonstrated that pa-
tients with severe COPD have altered airway innate
immunity [16, 26, 27] that leads to chronic airway in-
flammation and dysregulation of normal alveolar Mɸ
function [28]. Yet, because our study is cross-sectional,
we cannot infer what is the cause and what is the conse-
quence, this is, what comes first.

Potential limitations
Our study has some limitations that deserve comment.
First, controls were younger than COPD patients, but
we did not observe any relationship between airway
FABP4 levels and the age of the participants. Second, in-
duced sputum was collected just before the bronchos-
copy so we cannot discard any interaction with BALF
samples, although this procedure had been applied to all
the participants. Third, we did not perform flow cytome-
try in BALF from controls, but it is well reported in the
literature that COPD alveolar Mɸ differ from healthy

controls in phenotype [29] and in the ability to phago-
cytose bacteria and apoptotic cells [30, 31]. Forth, we
have not determined FABP4 in infected patients without
COPD and it would be of great interest to better under-
stand its role in the pathogenesis or airway infection.
Finally, we did not obtain follow-up samples, so we can-
not infer if any therapeutic intervention (e.g., treatment
with low dose azithromycin) can restore airway FABP4
levels and what clinical consequences that may have.

Conclusions
FABP4 airway levels (but not plasma ones) are reduced
in COPD patients, especially in those with chronic air-
way infection and more severe disease, in relation to a
reduced number of alveolar Mɸ. These observations
may be relevant for a better understanding of the patho-
genesis (and eventual prevention or treatment) of
chronic airway infection in these patients.
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Key messages

What is the key question?
 ► Is there a dysregulation in pulmonary and 
systemic antimicrobial peptides (AMPs) 
associated with the frequent exacerbator 
phenotype in bronchiectasis?

What is the bottom line?
 ► Frequent exacerbators have dysregulation 
of AMPs with particularly high levels of the 
cathelicidin LL-37 and low levels of secretory 
leucocyte protease inhibitor in sputum, which 
could predict time to next exacerbation and the 
frequency of exacerbations during follow-up.

Why read on?
 ► This is the first study to describe AMP 
dysregulation in the frequent exacerbator 
phenotype in bronchiectasis.

ABSTRACT
Rationale recently a frequent exacerbator phenotype 
has been described in bronchiectasis, but the underlying 
biological mechanisms are unknown. antimicrobial 
peptides (aMPs) are important in host defence against 
microbes but can be proinflammatory in chronic lung 
disease.
Objectives to determine pulmonary and systemic 
levels of aMP and their relationship with disease severity 
and future risk of exacerbations in bronchiectasis.
Methods a total of 135 adults with bronchiectasis 
were prospectively enrolled at three european centres. 
levels of cathelicidin ll-37, lactoferrin, lysozyme and 
secretory leucocyte protease inhibitor (SlPi) in serum and 
sputum were determined at baseline by eliSa. Patients 
were followed up for 12 months. We examined the ability 
of sputum aMP to predict future exacerbation risk.
Measurements and main results aMP levels were 
higher in sputum than in serum, suggesting local aMP 
release. Patients with more severe disease at baseline 
had dysregulation of airway aMP. Higher ll-37 and 
lower SlPi levels were associated with Bronchiectasis 
Severity index, lower FeV1 (forced expiratory volume 
in 1 s) and Pseudomonas aeruginosa infection. low 
SlPi levels were also associated with the exacerbation 
frequency at baseline. During follow-up, higher ll-37 
and lower SlPi levels were associated with a shorter time 
to the next exacerbation, whereas ll-37 alone predicted 
exacerbation frequency over the next 12 months.
Conclusions Patients with bronchiectasis showed 
dysregulated sputum aMP levels, characterised by 
elevated ll-37 and reduced SlPi levels in the frequent 
exacerbator phenotype. elevated ll-37 and reduced 
SlPi levels are associated with Pseudomonas aeruginosa 
infection and can predict future risk of exacerbations in 
bronchiectasis.

InTROduCTIOn
Bronchiectasis is a chronic inflammatory lung 
disease characterised by permanent dilatation of 
the bronchi. Most patients suffer daily cough and 
sputum production and some of them experience 
frequent exacerbations.1 A frequent exacerbator 
phenotype has recently been described, in which 
patients consistently have multiple exacerbations 
over time and this condition independently predicts 
worse clinical outcomes including increased 
mortality.2 The underlying biological mechanisms 

leading to frequent exacerbations in this group have 
not yet been identified, but frequent exacerbators 
appear to have greater neutrophilic inflammation 
and are more susceptible to infection with bacteria, 
particularly Pseudomonas aeruginosa.3 4

Antimicrobial peptides (AMPs) are important in 
host defence against pathogenic microbes in the 
lung.5 Among the most important and abundant 
AMPs in the airway are lysozyme, lactoferrin and 
the cathelicidin LL-37 (which are proinflamma-
tory mediators released from activated neutrophils, 
macrophages and bronchial epithelium) and secre-
tory leucocyte protease inhibitor (SLPI, produced by 
respiratory epithelial cells and mostly anti-inflam-
matory).6 7 AMP function through multiple mech-
anisms including protein degradation (lysozyme), 
nutrient depletion (lactoferrin), cellular disruption 
and lysis, and inhibition of virulence factors (LL-37, 
SLPI).8 9 AMP are designed to protect against bacte-
rial infection but in the context of chronic lung 
inflammation bacteria such as P. aeruginosa adapt 
to resist AMP killing, changing methods of iron 
acquisition and variations in biofilm-associated 
polysaccharides.10 The result may be an ineffective 
and excessive AMP response that stimulates inflam-
mation without achieving bacterial clearance.11

A consistent finding in bronchiectasis is the 
persistence of bacterial infection despite an 
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Bronchiectasis

excessive inflammatory response which instead of achieving 
bacterial clearance results in host damage.3 12 The contribution 
of AMP to the vicious cycle of bronchiectasis has not been previ-
ously explored. We therefore hypothesised that AMP are altered 
in sputum from patients with bronchiectasis and may correlate 
with disease severity and predict future risk of exacerbations.

MeThOdS
Study design and ethics
This was an international, multicentre, prospective, observa-
tional study which included consecutive adults with bronchi-
ectasis. The study protocol was approved by local institutional 
review board and all subjects gave signed informed consent.

Participants
Patients were recruited from three regional specialist bronchiec-
tasis clinics at the Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (Barce-
lona, Spain), Ospedale Maggiore Policlinico (Milano, Italy) and 
Ninewells Hospital (Dundee, UK).

Bronchiectasis was defined by the presence of bronchial 
dilatation on high-resolution CT scanning with a compatible 
clinical history of cough, sputum production and/or recurrent 
respiratory infections. Patients with cystic fibrosis (CF), primary 
immunodeficiency, active malignancy, active allergic broncho-
pulmonary aspergillosis, interstitial lung disease, active mycobac-
terial disease, HIV infection and long-term oral corticosteroid 
treatment were excluded.

Clinical assessments
All patients were clinically stable, defined by the absence of an 
exacerbation that required antibiotic treatment within 30 days. 
Frequent exacerbators were defined as three or more exacerba-
tions per year at baseline. Demographic data, number of exacer-
bations in the previous year, relevant comorbid conditions and 
current treatments were recorded. Exacerbations were recorded 
as moderate (treated with antibiotics but not requiring hospi-
talisation) or severe (requiring hospitalisation or intravenous 
antibiotics). All patients underwent spirometry.13 The under-
lying aetiology of bronchiectasis was determined after testing 
recommended by current guidelines.1 14 The Bronchiectasis 
Severity Index (BSI) and FACED scores were calculated.15 16 
Severe disease was considered when BSI score was ≥9 points 
and FACED score was ≥5 points.

Longitudinal outcomes
Patients were followed up for 1 year from the time of sputum 
and serum collection. During follow-up, patients were visited 
every 6 months as part of routine clinical practice at the study 
centres. Time to first exacerbation was calculated as the time 
from sampling to the first day of antibiotic administration 
because of an exacerbation.

Bacteriology
All bacteriology was performed on spontaneous early-
morning sputum samples. Sputum was separated from saliva 
and the sample split for bacteriology and assessment of AMP 
levels. Samples were processed for bacteriology as previously 
described.17

AMP and inflammatory mediator measurement
Methods of sputum and blood processing were standardised 
across the three sites. Sputum samples were processed by 
ultracentrifugation at 50 000 g for 90 min followed by careful 

extraction of the supernatant. Samples were processed within 
2 hours of expectoration and immediately frozen at −80°C.

Serum and sputum lactoferrin, lysozyme (AssayPro, St. 
Charles, Missouri, USA), LL-37 (Hycult Biotech, Plymouth, 
Pennsylvania, USA), SLPI and matrix metallopeptidase 9 
(MMP-9) (R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, USA) levels 
were measured by validated commercially available ELISA kits. 
Sputum samples were diluted 1/25 000 for lactoferrin and lyso-
zyme, 1/20 for LL-37 and 1/2000 for SLPI assays. The limits 
of detection were 0.625 ng/mL for lactoferrin, 0.0781 ng/mL 
for lysozyme, 0.14 ng/mL for LL-37 and 0.025 ng/mL for SLPI. 
Neutrophil elastase (NE) activity in sputum supernatants was 
measured by activity-based immunoassay (ProAxsis, Belfast, UK) 
as previously described.18

Western blot
To investigate the degradation of SLPI in bronchiectasis airway 
sputum, the samples were subjected to denaturing gel electro-
phoresis on 15% SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-poly-
acrylamide gel electrophoresis) gels before being transferred to 
nitrocellulose. After blocking with 5% skimmed milk in phos-
phate-buffered saline supplemented with Tween 20 (PBST), the 
membranes were incubated overnight in anti-SLPI antibody at 
0.1 µg/mL (catalogue no AF1274; R&D Systems) at 4°C. After 
incubation with Anti-goat HRP (catalogue no 1721034; BioRad, 
Watford, UK) at 1/2500 dilution for 1 hour, the blot was washed 
thoroughly in PBST before SLPI proteins were visualised using 
Millipore Immobilon Western Chemiluminescent HRP substrate 
(catalogue no WBKLS0100) used as per manufacturer’s recom-
mendation. A representative autoradiographic film is shown.

Air–liquid interface nasal epithelial cell culture
Nasal basal epithelial cells obtained from healthy subjects 
and patients with bronchiectasis were grown and seeded into 
24-well transwell inserts at p2 or p3. Cells were fully differen-
tiated into ciliated air–liquid interface cultures using Pneumo-
cult ALI+media (Stemcell Technologies, Cambridge, UK). Cells 
were apically treated with 100 µL/well of phosphate-buffered 
saline (PBS) (control), NE at 3 µg/mL (Sigma, elastase from 
human leucocyte, E8140-1UN), with or without elastase inhib-
itor (AstraZeneca, AZD9668) at 10 nM (a dose sufficient to 
completely block elastase activity as determined in preliminary 
experiments) or inhibitor alone. After 30 min of incubation at 
37°C, apical supernatants were collected. An additional 100 µL/
well PBS was used to wash the apical surface of the cells and 
added to the corresponding supernatants. Baseline characteris-
tics of healthy controls are described in the Methods section of 
the online supplementary data.

Statistical analysis
Statistical analysis was performed using SPSS V.22. Categor-
ical variables are presented as frequencies and percentages and 
comparisons performed using χ2 test or Fisher’s exact test when 
required. Continuous variables are presented as mean and SD 
in parametrical variables and as median and IQR in non-para-
metrical ones. Differences were analysed using Student’s t-test, 
analysis of variance test or their corresponding non-paramet-
rical test when required (Kruskal-Wallis and Mann-Whitney U 
tests). The relationship between linear variables was studied 
using linear regression and Spearman rank correlation (r and 
p-value), with the latter included because relationships between 
inflammatory biomarkers were not assumed to be linear. Data 
are reported with the r and p-values derived from the Spearman 
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Bronchiectasis

Table 1 Patient demographics, clinical characteristics and prior 
treatments

Patients (n=135)

Age (mean±SD) 69.1 (10.5)

Male 59 (43.7)

Smoking status

  Never 82 (60.7)

  Ex-smoker 23 (17.0)

  Current 30 (22.2)

Comorbidities

  Cardiovascular disease 32 (23.7)

  Diabetes mellitus 13 (9.6)

  Stroke 12 (8.9)

Treatment

  Inhaled bronchodilators 88 (65.2)

  Inhaled corticosteroids 59 (43.7)

  Inhaled antibiotics 6 (4.4)

  Chronic macrolide therapy 31 (23.0)

FEV1 (% predicted) (mean±SD) 78.3 (28.3)

FVC (% predicted) (mean±SD) 94.3 (27.0)

BMI (kg/m2) (mean±SD) 25.9 (5.6)

Aetiology

  Idiopathic 61 (45.2)

  Postinfective 22 (16.3)

  Post-tuberculosis 12 (8.9)

  COPD 12 (8.9)

  Rheumatoid arthritis 6 (4.4)

  CTD 4 (3.0)

  ABPA 4 (3.0)

  Primary ciliary dyskinesia 3 (2.2)

  Inflammatory bowel disease 3 (2.2)

  Asthma 3 (2.2)

  Haematological malignancy-associated immunodeficiency 2 (1.5)

  Young syndrome 2 (1.5)

  Specific antibody deficiency 1 (0.7)

Exacerbations in previous 12 months

  0 24 (17.8)

  1 28 (20.7)

  2 15 (11.1)

  3 20 (14.8)

  ≥4 48 (35.6)

BSI (mean±SD) 8.0 (4.3)

FACED (mean±SD) 2.4 (1.5)

Data are expressed by n (%) as otherwise is indicated
ABPA, allergic bronchopulmonary aspergillosis ; BMI, body mass index; BSI, 
Bronchiectasis Severity Index; COPD, chronic obstructive pulmonary disease; CTD, 
connective tissue disease; FEV1, forced expiratory volume in 1 s; FVC, forced vital 
capacity.

rank correlation. The contribution of different proteases to SLPI 
levels was studied with multiple linear regression. Exacerbation 
rate was analysed using a negative binomial model with time 
in study as an offset. Time to first exacerbation was modelled 
using Cox’s proportional hazard regression. Exacerbation rate 
and time to first exacerbation were adjusted for BSI, site and 
fully adjusted for bronchiectasis severity, gender, aetiology, 
inhaled corticosteroid use and site. Patients lost to follow-up or 
dying within the 1-year follow-up were censored in the analysis. 
Discrimination between groups for the prediction of hospital-
isation for severe exacerbations was tested using the area under 
the receiver operator characteristic curve. A p value <0.05 was 
considered significant.

ReSuLTS
Patient characteristics
A total of 135 adults with stable bronchiectasis were included in 
the study. Table 1 shows the baseline characteristics of the popu-
lation. Mean age was 69 (±10) years and 56% were females. 
The majority of patients had idiopathic or postinfective bron-
chiectasis and the mean BSI score was 8.0 (±4.3) and FACED 
score was 2.4 (±1.5), indicating moderate to severe bronchiec-
tasis. Most of the patients (65%) were receiving inhaled long-
acting bronchodilator treatment, whereas 43% were receiving 
inhaled corticosteroid treatment and 4% were receiving inhaled 
antibiotics. Three hundred and twenty-two exacerbations were 
recorded in the previous year, including 32 (10%) who require 
hospitalisation. Sixty-eight patients (50.4%) were frequent exac-
erbators defined as three or more exacerbations per year at base-
line. Frequent exacerbators had worse lung function and more 
severe disease compared with non-frequent exacerbators (see 
online supplementary table E1).

AMP levels in sputum and blood
All measured AMP in patients with bronchiectasis were higher 
in sputum than in serum. Lactoferrin was the AMP with highest 
pulmonary expression, with a median (IQR) of 114.6 (45.7–
250.6) µg/mL. In serum, lactoferrin levels were 4.3 (2.3–6.5) µg/
mL. Lysozyme was the AMP with highest systemic expression 
with a median (IQR) of 5.8 (4.4–7.3) µg/mL. In sputum, lyso-
zyme levels were 68.9 (42.1–105.2) µg/mL. LL-37 levels were 
1444 (28.1–8054) ng/mL in sputum and 328.3 (204.3–533.1) ng/
mL in serum while SLPI levels were 536.4 (161.7–2729) ng/mL 
in sputum and 120.8 (85.6–152.2) ng/mL in serum.

No correlations between pulmonary and systemic AMP levels 
were found. Spearman rank correlation between sputum and 
serum lactoferrin was r=−0.05 (p=0.59), between sputum and 
serum lysozyme was r=0.06 (p=0.49), between sputum and 
serum LL-37 was r=0.08 (p=0.36) and between sputum and 
serum SLPI was r=0.03 (p=0.73).

AMP levels and disease severity
Patients with severe disease had elevated LL-37 levels and lower 
SLPI levels. Using the BSI score, the highest sputum LL-37 levels 
were detected in patients with severe BSI score in comparison to 
patients with moderate and mild disease (3835 (56.9–13 502) 
vs 108.2 (21.1–6456) vs 148.7 (17.3–2743) ng/mL, p=0.007). 
Sputum SLPI levels were the lowest in the most severe group in 
comparison to moderate and mild patients (341.6 (88.8–1635) 
vs 608.5 (275.9–2678) vs 875.5 (444.1–7415) ng/mL, p=0.004) 
(figure 1). Using the FACED score, similar relationships were 
observed to those seen with BSI although overall group differ-
ences were not statistically significant (p=0.05 and p=0.1, 

respectively; see online supplementary figure E1). No correla-
tion among systemic AMP levels and disease severity were found.

A weak inverse significant correlation was also observed 
between sputum LL-37 (r=−0.25, p=0.004), lactoferrin 
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Bronchiectasis

Figure 1 Association of sputum antimicrobial peptide levels and severity of disease. (A) Sputum LL-37 levels and Bronchiectasis Severity Index (BSI) 
score divided into mild (0–4 points), moderate (5–8 points) and severe (≥9 points). (B) Sputum SLPI and BSI score divided into mild, moderate and 
severe. P values are obtained by Kruskal-Wallis test. Graphs are represented as mean and SEM.

(r=−0.23, p=0.006) and lysozyme (r=−0.19, p=0.02) with 
FEV1, whereas sputum levels of SLPI had a weak correlation 
(r=0.17, p=0.05) (see online supplementary figure E2). No 
correlations between serum determinations and lung function 
tests were observed.

Frequent exacerbators had significant lower airway SLPI 
compared with infrequent and non-exacerbators (350.2 (101.7–
2583) vs 560.7 (269.2–2424) vs 934.3 (385.1–7206) ng/mL, 
p=0.01). Sputum lysozyme, lactoferrin and LL-37 were not 
associated with baseline exacerbation frequency (see online 
supplementary figure E3). Systemic AMP levels were not associ-
ated with exacerbation frequency.

AMP levels and airway infection
Sputum cultures were positive for bacteria in 86 patients (64%) 
and negative in 49 (36%). P. aeruginosa was the most frequently 
isolated pathogen in sputum culture (n=39, 29%), followed by 
Haemophilus influenzae (n=31, 23%), Staphylococcus aureus 
(n=6, 4%), Escherichia coli (n=3, 2%), Moraxella catarrhalis 
(n=2, 1%), Stenotrophomonas (n=2, 1%), Streptococcus pneu-
moniae (n=2, 1%) and Serratia marcescens (n=1, 0.7%). Clin-
ical characteristics of patients grouped according to the presence 
of P. aeruginosa, other pathogens or negative sputum culture 
(who were considered non-infected) are showed online (see 
online supplementary table E2).

When compared with patients infected by other pathogens 
and non-infected patients, patients with bronchiectasis with 
P. aeruginosa showed significantly higher sputum LL-37 levels 
(3835 (72.2–12 435) vs 2425 (36.2–9658) vs 57.8 (17.1–
3651) ng/mL, p=0.002), higher sputum lactoferrin levels (190.7 
(68.1–364.3) vs 99.2 (40.4–250.6) vs 79.3 (45.7–201.1) ng/mL, 
p=0.04) and lower sputum SLPI levels (363.3 (103.7–739.7) vs 
753.3 (161.7–2624) vs 1066 (309.5–6245) ng/mL, p=0.001) 
(figure 2). No differences in systemic AMP levels were found 
between patients infected by P. aeruginosa, patients infected by 
other pathogens and non-infected patients.

No differences in sputum AMP levels were found when 
patients with and without chronic macrolide treatment and 
inhaled corticosteroids were compared. In addition, no differ-
ences were found among patients with and without nebulised 
antibiotics, although the small proportion of treated patients 
(n=6, 4%) did not exclude a potentially effect (see online 
supplementary table E3).

AMP and elastase activity
A significant correlation between sputum LL-37 (r=0.36, 
p=0.002), sputum lactoferrin (r=0.38, p<0.001), sputum 
lysozyme (r=0.26, p=0.03) and elastase activity was found 
(see online supplementary figure E4). A previous study identi-
fied that in CF SLPI was degraded by NE into lower molecular 
weight cleavage products,19 while a further study found degra-
dation by MMP-9.20 We hypothesised that proteases activity 
in the bronchiectasis airway would be responsible for lower 
levels of SLPI. We found, however, no significant correlation 
between SLPI and elastase activity (r=−0.09, p=0.46) or 
MMP-9 (r=−0.13, p=0.2) (figure 3A,B). In multiple linear 
regression incorporating elastase activity and MMP-9, prote-
ases accounted for a maximum of 23% of the variance in SLPI 
levels.

By western blot, we identified a heterogeneous pattern of 
SLPI cleavage with no association between NE activity and SLPI 
cleavage pattern (figure 3C). Based on previous work that suggest 
NE can prevent release of SLPI from lung epithelial cells,21 we 
tested whether exogenous NE inhibited SLPI secretion from 
primary airway epithelial cells. We observed that nasal epithelial 
cells from controls and bronchiectasis secreted similar amounts 
of SLPI (301.6 (167.4–676.4) vs 163.1 (128.8–340.4), p=0.46) 
(figure 3D). The addition of exogenous elastase decreased the 
secretion of SLPI to 21.6% (13.8%–37.7%) of the secretion 
from cells treated with control buffer (p=0.03). The NE inhib-
itor alone had no significant impact on SLPI release, while the 
addition of NE and inhibitor still resulted in the inhibition of 
SLPI release suggesting that this effect was independent of NE 
protease activity (p=0.028) (figure 3E).

Longitudinal outcomes
One hundred and thirty-two out of 135 patients (98%) completed 
12 months of follow-up. During this time, a total of 310 exacer-
bations have been recorded in 102 patients, including 36 severe 
exacerbations. The median number of exacerbations per patient 
was 2.0. In univariate analysis, patients with three or more exac-
erbations during follow-up had higher levels of LL-37 (2976 
(48.8–15 472) vs 416.4 (21.8–7251) vs 61.4 (19.8–2865) ng/
mL, p=0.02) and lower levels of SLPI (316.3 (89.9–944.1) vs 
753.3 (343.1–3914) vs 1261 (265.2–6521) ng/mL, p<0.001) in 
comparison to those patients with one or two exacerbations and 
patients without exacerbations (figure 4).
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Bronchiectasis

Figure 2 Sputum antimicrobial peptide levels: (A) LL-37, (B) SLPI, (C) lactoferrin and (D) lysozyme, and the presence of airway infection. Patients are 
divided into non-infected, infected by other pathogens different than Pseudomonas aeruginosa and infected by P. aeruginosa. P values are obtained 
by Kruskal-Wallis test. Graphs are represented as mean and SEM.

In an exploratory analysis, we examined outcomes for patients 
above and below a cut-off representing the median of the popu-
lation (to the nearest whole number). Patients with LL-37 
≥1500 ng/mL had a higher frequency of exacerbations (incidence 
rate ratio (IRR) 1.57, 95% CI 1.04 to 2.37, p=0.02). Patients 
also had a shorter time to next exacerbation with LL-37 levels 
above the median for the population (HR 1.68, 95% CI 1.13 to 
2.50, p=0.01). These findings persisted after adjusting for BSI 
and site (see online supplementary table E4). LL-37 showed an 
area under the curve (AUC) of 0.76 (0.65–0.86), p<0.0001 for 
predicting hospitalisation (see online supplementary Figure E5).

For SLPI, low levels were not significantly associated with a 
higher frequency of exacerbations (IRR 0.76, 95% CI 0.50 to 
1.51, p=0.1) but did demonstrate a shorter time to next exacer-
bation when a cut-off of 1000 ng/mL was used (HR 0.63, 95% CI 
0.42 to 0.94, p=0.02) (figure 4). After adjusting for BSI and site, 
a trend to predict the time to first exacerbation was observed 
(see online supplementary table E4). SLPI showed an AUC of 
0.74 (0.62–0.86), p<0.0001 for predicting hospitalisation for 
severe exacerbation (see online supplementary figure E5).

dISCuSSIOn
This study demonstrates that airway AMP, especially high 
LL-37 and low SLPI sputum levels are associated with disease 
severity, disease activity and airway infection in patients 
with bronchiectasis. In addition, patients with higher levels 
of LL-37 and lower levels of SLPI had a shorter time to the 
next exacerbation and an increased frequency of exacerba-
tions during follow-up. The relationships between LL-37 and 
SLPI and both prior and future exacerbations suggest that 

dysregulation of AMP may be one of the mechanisms under-
lying the frequent exacerbator phenotype in bronchiectasis. 
Our findings suggested that AMP may be ineffective as an 
innate host defence mechanism, especially in those bronchiec-
tasis patients with severe disease and with chronic P. aeruginosa 
infection. This fact may contribute to maintaining a vicious 
cycle of increased inflammation without eliminating bacterial 
infection. If further validated in prospective larger studies, 
LL-37 and SLPI could represent novel biomarkers to predict 
future risk of exacerbations in patients with bronchiectasis.

AMPs are important in host defence against bacteria, viruses 
and fungi.5 They are produced by respiratory epithelial cells, 
neutrophils and macrophages and play an important role in 
innate lung defence.6 8 Although no previous comprehensive 
studies of AMP in bronchiectasis have been conducted, our 
results complement and extend previous observations in other 
chronic airway diseases such as chronic obstructive pulmonary 
disease (COPD) and CF. In COPD, increased sputum levels of 
LL-37 were associated with airflow limitation, health status 
and exercise tolerance,22 and lower sputum lysozyme and SLPI 
levels were detected in patients with bacterial colonisation and 
during acute infectious exacerbations.23 In bronchiectasis, one 
previous study demonstrated that high levels of sputum LL-37 
were detected in patients chronically infected with P. aerugi-
nosa.24 In our study, we demonstrated that elevated sputum 
LL-37 and reduced sputum SLPI levels were associated with 
disease severity, worse lung function and the presence of 
airway infection, especially due to P. aeruginosa. In addition, 
sputum lactoferrin and lysozyme levels were also associated to 
worse lung function and sputum SLPI were lower in frequent 
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Bronchiectasis

Figure 3 (A) Relationship between sputum SLPI and neutrophil elastase activity. (B) Relationship between sputum SLPI and sputum MMP-9 levels. 
Rho and p-values were obtained from Spearman rank correlation. (C) Western blot demonstrating degradation pattern of SLPI in sputum. Each column 
represents an individual patient ordered from left to right in terms of increasing sputum neutrophil elastase activity (measured by immunoassay 
as described in the Methods section). (D) SLPI secretion from nasal epithelial cells of control and patients with BE. (E) SLPI secretion from control 
(CON1 and CON2) and BE nasal epithelial cells untreated (control buffer) or treated with elastase, inhibitor or a mixture of elastase and inhibitor. BE, 
bronchiectasis; CP1, cleavage product 1; CP2, cleavage product 2; CP3, cleavage product 3; FL SLPI, full-length secretory leucocyte protease inhibitor; 
MMP-9, matrix metallopeptidase 9; NE, neutrophil elastase.

exacerbators. Local production of AMP in the lung, probably 
related to chronic airway inflammation, is likely to be the key 
mechanism in bronchiectasis, since we observed much higher 
levels in sputum than in serum and no relationship between 
serum levels and disease severity.

LL-37 is a human cathelicidin produced by neutrophils 
and epithelial cells in response to pro-inflammatory stimuli 
including cytokines, pathogen-associated molecular patterns 
and tissue injury.25 LL-37 displays antimicrobial activity against 
Gram-positive and Gram-negative bacteria, fungi and viruses, 
neutralises Lipopolysaccharide (LPS) activity and protects 
against endotoxic shock.26 In addition, it is involved in the 
regulation of inflammation, cell proliferation and apoptosis.27 
In our study, we demonstrated that high pulmonary levels of 
LL-37 are associated to disease severity, worse lung function 
and airway infection. It may seem contradictory that the pres-
ence of airway infection and exacerbation risk is associated 
with higher levels of an AMP that should reduce infection. 
However, previous studies primarily in CF have demonstrated 
that the interaction of LL-37 with DNA and with glycosamino-
glycan in the inflamed lung impairs the antibacterial function 
of LL-37 and its ability to neutralise LPS.28 29 LL-37 is, there-
fore, able to enhance mucus production and promote inflam-
mation while losing its antimicrobial activity.30 These previous 
findings likely explain the high levels of LL-37 identified in 
our study and how LL-37 may contribute to poor outcomes.

Bacterial clearance is the primary function of AMP. 
However, some pathogens, especially P. aeruginosa, have 
developed different process of adaptation to innate immune 

clearance mechanisms in the lung, such as creation of biofilms, 
resistance to inflammasome-mediated clearance and resistance 
to AMP.11 A recent study evaluating P. aeruginosa populations 
using whole-genome sequencing in patients with bronchiec-
tasis showed that P. aeruginosa populations adapt by accumu-
lating loss-of-function mutations. This fact leads to changes in 
phenotypes including different modes of iron acquisition and 
variations in biofilm-associated polysaccharides.10 These find-
ings may explain why, despite an appropriate host response 
increasing AMP secretion, P. aeruginosa persists in the lungs 
and the elevated AMP levels could contribute to perpetuate 
an excessive inflammatory response, impacting negatively on 
clinical outcomes.

In contrast to the LL-37 data, in our study sputum levels 
of SLPI were lower in the most severe patients and in those 
infected by P. aeruginosa. The main function of SLPI is to 
protect local tissue from the detrimental consequences of 
inflammation, as a result of its antiprotease activity and 
anti-inflammatory properties.7 31 Previous studies have demon-
strated decreased levels of SLPI in patients with CF infected 
with P. aeruginosa due to NE degradation.19 In keeping with 
the emerging data that CF and bronchiectasis have highly 
diverging pathophysiology, we found a different relationship 
in bronchiectasis. SLPI levels were not related to sputum NE 
activity or MMP-9 levels. SLPI degradation was heterogeneous 
with multiple cleavage products and was unrelated to elastase 
activity in sputum. Most patients, even those with high levels 
of SLPI by ELISA, had evidence of SLPI degradation suggesting 
that functional SLPI deficiency may be present even in patients 
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Bronchiectasis

Figure 4 (A) Sputum SLPI levels and frequency of exacerbations during 1-year follow-up. (B) Time to next exacerbation. Percentage of patients free 
of exacerbation using LL-37 1500 ng/mL as a cut-off (HR 1.68 (95% CI 1.13 to 2.50), p=0.01). (C) Sputum SLPI levels and frequency of exacerbations 
during 1-year follow-up. (D) Time to next exacerbation. Percentage of patients free of exacerbation using SLPI 1000 ng/mL as a cut-off (HR 0.63 
(95% CI 0.42 to 0.94), p=0.02). P values in panels A and C are obtained by Kruskal-Wallis test. Graphs are represented as mean and SEM.

with preserved protein levels. Our data suggest that multiple 
proteases such as matrix metalloproteinases and cathepsins are 
likely contributing to SLPI deficiency in the airway. However, 
protease levels only accounted for a maximum of 23% of 
the variance in sputum SLPI levels, suggesting an important 
contribution from reduced SLPI production. In addition, our 
data demonstrate that elastase reduces the release of SLPI from 
epithelial cells independent of its protease activity, as previous 
data suggested.21 Other studies have generated a variant of 
SLPI resistant to degradation by NE.32 However, our data 
have important therapeutic implications since NE inhibitors 
that are in development for the treatment of bronchiectasis 
would not be expected to restore normal SLPI function in view 
of our findings.

Our study has limitations. First, this study was exploring 
multiple biomarkers and so we acknowledge the risk of 
spurious associations as a result of multiple statistical compar-
isons. We addressed this, however, by looking at baseline data 
with multiple markers and then focusing our prospective 
follow-up study on LL-37 and SLPI only, markers which had 
shown a clear association with disease severity at baseline. 
The finding of consistent results during follow-up makes 
spurious associations very unlikely. Our results were consis-
tent, biologically plausible and robust across all studied AMPs. 
Second, the absence of a control group prevents the compar-
ison of AMP levels of patients with bronchiectasis and healthy 
subjects. And finally, although our study is the largest of AMP 
in bronchiectasis, using well-characterised patients in multi-
centre and international study, it is not possible to clarify if 
dysregulated AMP levels are markers of disease severity more 
than a cause of exacerbation, and further studies are needed 

to better clarify this point. Our study did not explore how 
sputum biomarkers could be implemented into clinical prac-
tice, which may be limited because of the need for sputum 
processing.

In conclusion, we found that patients with bronchiectasis 
show dysregulated AMP characterised by elevated proinflam-
matory LL-37, lactoferrin and lysozyme with reduced anti-in-
flammatory SLPI. The frequent exacerbator phenotype is 
associated with increased levels of LL-37 and degradation of 
SLPI, providing the first biological characterisation of this key 
phenotype.
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METHODS 

Air-liquid interface nasal epithelial cell culture 

For the nasal cilia stuff, healthy controls were recruited from NHS Tayside and University of Dundee 

staff aged 25 to 60 years old. All controls had no history of rhinitis, asthma or other respiratory disease 

and were required to be free of upper respiratory tract infection for at least 6 weeks prior to nasal 

sampling. 

 

 

RESULTS 

AMP levels and FACED score 

High sputum LL-37 levels were detected in patient with severe FACED score (7633 (719.1-

21135) vs 2678 (30.1-9056) vs 329.6 (21.8-6412) ng/ml, p=0.05) while sputum SLPI levels were 

the lowest in the most severe group (236.2 (84.7-901.5) vs 769.7 (125.7-3592) vs 637.4 (296.0-

3812) ng/ml, p=0.1) (Figure E1).  

 

 

 

 

 

 



Table E1. Patient demographics, clinical characteristics and prior treatments among non-

frequent exacerbators and frequent exacerbators.  

 Non-frequent 
exacerbators (n = 67) 

Frequent exacerbators 
(n = 68) 

P value 

Age (mean ± SD) 69.3 (±10.6) 68.7 (±10.5) 0.3 
Male 32 (54.2) 27 (45.8) 0.3 
Smoking status    
         Never 44 (65.7) 38 (55.9) 0.1 
         Ex-smoker 13 (19.4) 10 (14.7)  
         Current 10 (14.9) 20 (29.4)  
Comorbidities 
         Cardiovascular disease 

 
14 (20.9) 

 
18 (26.5) 

 
0.4 

         Diabetes mellitus 6 (9.0) 7 (10.3) 0.8 
          Stroke 
Treatment 
          Inhaled long-acting bronchodilator 
          Inhaled corticosteroids 
          Inhaled antibiotics 
          Chronic macrolide therapy  

5 (7.5) 
 

35 (52.2) 
24 (35.8) 

2 (4.0) 
17 (25.4) 

7 (10.3) 
 

53 (77.9) 
35 (59.3) 

4 (7.0) 
14 (20.6) 

0.6 
 

0.002 
0.07 
0.5 
0.5 

FEV1 (% pred) (mean ± SD) 87.5 (±27.7) 69.3 (±26.2) <0.0001 
FVC (% pred) (mean ± SD) 101.6 (±26.1) 87.1 (±26.2) 0.004 
BMI (kg/m2) (mean ± SD) 26.4 (±4.4) 25.4 (±6.5) 0.06 
Aetiology    
         Idiopathic 33 (49.3) 28 (41.2) 0.1 
         Post-infective 12 (17.9) 10 (14.7)  
         Post-TBC 8 (11.9) 4 (5.9)  
         Others 14 (20.9) 26 (38.2)  
Exacerbations previous 12 months    
         0 24 (35.8) 0 (0.0) <0.0001 
         1 28 (41.8) 0 (0.0)  
         2  
         3 
         4 or more 

15 (22.4) 
0 (0.0) 
0 (0.0) 

0 (0.0) 
20 (29.4) 
48 (70.6) 

 

BSI (mean ± SD) 
FACED ( mean ± SD) 

5.8 (±3.0) 
2.1 (±1.4) 

10.3 (±4.3) 
2.6 (±1.7) 

<0.0001 
0.1 

 

Data are presented as n(%) unless otherwise indicated. 

BMI, body mass index; BSI, Bronchiectasis Severity Index; FEV1, forced expiratory volume in 
1 s; FVC, forced vital capacity; PPB, potentially pathogenic bacteria; TBC, tuberculosis; SD, 
standard deviation. 



Table E2. Patient demographics, clinical characteristics and prior treatments among non-

infected, infected by P. aeruginosa and infected by other pathogens 

 
Non-infected  

(n = 49) 

Infected by 
other pathogens  

(n = 47) 

Infected by 
P. aeruginosa 

 (n = 39) 

P value 

Age (mean ± SD) 67.8 (10.6) 70.9 (10.6) 68.7 (10.3) 0.4 
Male 17 (34.7) 24 (51.1) 18 (46.2) 0.3 
Smoking status     
         Never 31 (63.3) 24 (51.1) 27 (69.2) 0.2 
         Ex-smoker 9 (18.4) 7 (14.9) 7 (17.9)  
         Current 9 (18.4) 16 (34.0) 5 (12.8)  
Comorbidities 
         Cardiovascular disease 

 
10 (20.4) 

 
11 (23.4) 

 
11 (28.2) 

 
0.7 

         Diabetes mellitus 6 (12.2) 6 (12.8) 1 (2.6) 0.2 
         Stroke 4 (8.2) 4 (8.5) 4 (10.3) 0.9 
Treatment 
          Long-acting bronchodilator 
          Inhaled corticosteroids 
          Inhaled antibiotics 
          Chronic macrolide therapy 

 
28 (57.1) 
15 (30.6) 

0 (0) 
12 (24.5) 

 
27 (57.4) 
24 (51.1) 
4 (8.5) 
9 (19.1) 

 
34 (85) 

20 (51.3) 
2 (5) 

10 (25.6) 

 
0.01 
0.07 
0.1 
0.7 

FEV1 (% pred) (mean ± SD)     85.5 (23.5)         83.6 (29.3)         62.8 (27.3) <0.001 
FVC (% pred) (mean ± SD) 98.1 (23.7) 99.7 (26.2) 83.1 (29.2) 0.008 
BMI (kg/m2) (mean ± SD) 26.3 (5.6) 27.6 (5.7) 23.3 (4.2) 0.001 
Bronchiectasis etiology     
      Idiopathic 16 (32.7) 29 (61.7) 16 (41.0) 0.1 
      Post-infective 9 (18.4) 6 (12.8) 7 (17.9)  
      Post-tuberculosis 6 (12.2) 1 (2.1) 5 (12.8)  
      Others 18 (36.7) 11 (23.4) 11 (28.2)  
Exacerbations previous 12 months     
         0 13 (26.5) 9 (19.1) 2 (5.1) 0.1 
         1 13 (26.5) 8 (17.0) 7 (17.9)  
         2  
         3 
         4 or more 

5 (10.2) 
8 (16.3) 
10 (20.4) 

4 (8.5) 
6 (12.8) 
20 (42.6) 

6 (15.4) 
6 (15.4) 

18 (46.2) 

 

BSI (mean ± SD) 
FACED (mean ± SD) 

5.7 (3.2) 
1.7 (1.2) 

7.7 (3.8) 
1.9 (1.1) 

11.5 (4.0) 
3.73 (1.4) 

<0.001 
<0.001 

Data are presented as n(%) unless otherwise indicated. 
BMI, body mass index; BSI, Bronchiectasis Severity Index; FEV1, forced expiratory volume in 1 s; 
FVC, forced vital capacity; PPB, potentially pathogenic bacteria; SD, standard deviation. 



Table E3.- Sputum LL-37, SLPI, lactoferrin and lysozyme levels in bronchiectasis patients with 

and without inhaled antibiotic treatment, chronic macrolide therapy and inhaled corticosteroids 

treatment. 

 No chronic macrolides  

n=104 (77%) 

Chronic macrolides  

n= 31 (27%) 

p-value 

Sputum LL-37 (ng/ml) 2440.4 (18.4-7422.1) 26.0 (11.4-10667.6) 0.3 

Sputum SLPI (ng/ml) 535.2 (191.6-2610.3) 637.4 (89.9-4042.3) 0.6 

Sputum Lactoferrin (µg/ml) 118.5 (50.2-248.3) 55.7 (37.0-300.4) 0.2 

Sputum Lysozyme (µg/ml) 69.2 (42.1-106.0) 63.7 (37.2-95.2) 0.7 

 

 No ICS 

n=76 (56%) 

ICS 

n= 59 (44%) 

p-value 

Sputum LL-37 (ng/ml) 1986.3 (17.6-6074.7) 361.9 (12.1-12334.0) 0.6 

Sputum SLPI (ng/ml) 659.0 (173.4-4220.4) 509.9 (129.0-2569.0) 0.5 

Sputum Lactoferrin (µg/ml) 117.5 (49.5-239.8) 113.5 (40.39-285.0) 0.7 

Sputum Lysozyme (µg/ml) 68.4 (37.5-103.0) 75.6 (42.5-106.2) 0.9 

 

 No inhaled antibiotic 

n= 129 (96%) 

Inhaled antibiotic 

n=6 (4%) 

p-value 

Sputum LL-37 (ng/ml) 1443.7 (17.0-8108.1) 2654.7 (29.2-9348.6) 0.3 

Sputum SLPI (ng/ml) 560.7 (178.5-3534.5) 246.1 (94.7-861.2) 0.8 

Sputum Lactoferrin (µg/ml) 114.6 (46.1-246.0) 136.9 (43.3-385.5) 0.6 

Sputum Lysozyme (µg/ml) 69.5 (42.3-105.6) 41.6 (19.1-114.4) 0.5 

Data are presented as median (Interquartile range). ICS: Inhaled corticosteroids 

 



Table E4.- Analysis of negative binomial model with adjustments. 

  IRR 95% CI p-value 

LL-37 ≥1500 ng/ml     

Exacerbation Rate Unadjusted 1.57 1.04-2.37 0.02 
 Adjusted for BSI 1.53 1.01-2.31 0.04 

 Adjusted for site 1.52 1.01-2.28 0.046 

Time to first exacerbation  Unadjusted 1.68 1.13-2.50 0.01 
 Adjusted for BSI 1.58 1.05-2.36 0.029 
 Adjusted for site 1.68 1.11-2.56 0.015 

SLPI <1000 ng/ml     

Exacerbation Rate Unadjusted 0.76 0.50-1.15 0.1 
 Adjusted for BSI 0.77 0.50- 1.17 0.2 
 Adjusted for site 0.73 0.48- 1.11 0.1 

Time to first exacerbation Unadjusted 0.63 0.42-0.94 0.02 
 Adjusted for BSI 0.68 0.45-1.03 0.067 
 Adjusted for site 0.70 0.46-1.05 0.085 

     
 

 

 

 

 

 

 

 

 



FIGURES 

 

Figure E1. A: Sputum LL-37 levels of FACED score, divided as mild (0-2 points), moderate (2-

4 points) and severe (5-7 points), and B: Sputum SLPI levels of FACED score. p values are 

obtained by Kruskal-Wallis test. Graphs are represented as mean with SEM.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figure E2. Relationship between sputum AMP levels (A: LL-37, B: lysozyme, C: lactoferrin 

and D: SLPI) and FEV1% predicted. Rho and p-value were obtained from Spearman rank 

correlation. 

 

 

 

 



 

Figure E3. A: Sputum LL-37 and B: SLPI levels and frequency of exacerbations in the previous 

year. p values are obtained by Kruskal-Wallis test. Graphs are represented as mean with SEM.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Figure E4. Relationship between sputum AMP levels (A: LL-37, B: lysozyme, C: lactoferrin) 

and neutrophil elastase activity (Ns=73). Rho and p-value were obtained from Spearman rank 

correlation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figure E5. A: ROC curve of sputum LL-37 for predicting severe exacerbation (Area under the 

curve (AUC) 0.76, 95% confidence interval (CI) 0.65-0.86, p<0.0001). B: ROC curve of sputum 

SLPI levels for predicting severe exacerbation (AUC 0.72, 95% CI 0.62-0.86, p<0.0001).  
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4.3. ARTICLE III 
 

A cluster analysis of bronchiectasis patients based on the airway immune 

profile 

Lídia Perea*, Elisabet Cantó*, Guillermo Suarez-Cuartin, Stefano Aliberti, James D 

Chalmers, Oriol Sibila#, Silvia Vidal#.  

En revisió a la revista Chest 

*Els autors van contribuir de la mateixa manera en l’article. 
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56 COPD: Chronic Obstructive Pulmonary Disease; CXCL10: C-X-C motif chemokine 10; DNA: 

57 Deoxyribonucleic acid; ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay; FACED: FEV1, Age, 

58 Chronic colonization, Extension and Dyspnea; FEV1 %: Forced Expiratory Volume in the first 

59 second; GAGs: Glycosaminoglycans; HR: Hazard ratio; IL-1β: Interleukin 1 β; IL-6: Interleukin 

60 6; IL-8: Interleukin 8; IQR: Interquartile range; MMP-9: Matrix metallopeptidase 9; Ng/ml: 

61 Nanograms per milliliter; PCR: Polymerase chain reaction; Pg/ml: Picograms per milliliter; 

62 RPMI: Roswell Park Memorial Institute Medium; SD: Standard deviation; SLPI: Secretory 

63 leukocyte protease inhibitor; SPSS: Statistical Package for the Social Sciences; TGF-β: Tumor-

64 growth factor β; TNF-α: Tumor necrosis factor α; µg/ml: micrograms per milliliter; µm: 

65 micrometer. 
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81 ABSTRACT  

82 Background and Research Question: Clinical heterogeneity in bronchiectasis remains a 

83 challenge to improve the appropriate targeting of therapies and patient management. 

84 Antimicrobial peptides (AMPs) have been linked to disease severity and phenotype. This study 

85 aims to identify clusters of patients based on the levels of AMPs, airway inflammation, tissue 

86 remodeling and damage; and to establish their relationship with disease severity and clinical 

87 outcomes.  

88 Study Design and Methods: A prospective cohort of n=128 stable patients with bronchiectasis 

89 were recruited across three centers in three different countries (Spain, Scotland and Italy). Two-

90 step cluster strategy was used to stratify patients according to levels of lactoferrin, lysozyme, 

91 LL-37 and SLPI in sputum. Measurements of inflammation (IL-8, TGF-β and IL-6), tissue 

92 remodeling and damage (GAGs, MMP-9, neutrophil elastase, total and bacterial DNA) and 

93 neutrophil chemotaxis were assessed. 

94 Results: Three clusters of patients were defined according to distinct airway AMPs profiles. 

95 They represented groups of patients with gradually distinct airway infection and disease 

96 severity. Each cluster was associated with an airway profile of inflammation, tissue remodeling 

97 and damage. The relationships between soluble mediators were also distinct between clusters. 

98 This analysis allowed the identification of the cluster with the most deregulated local innate 

99 immune response. During follow-up, each cluster showed different risk of suffering three or 

100 more exacerbations (p=0.03) and different time to first exacerbation (p=0.03). 

101 Interpretation: Bronchiectasis patients can be stratified in different clusters according to 

102 profiles of airway AMPs, inflammation, tissue remodeling and damage. The combination of 

103 these immunological variables shows a relationship with disease severity and future risk of 

104 exacerbations.

105

106 Keywords: Bronchiectasis, Cluster analysis, Airway immunity, Exacerbations

107

108

109

110

111
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112 INTRODUCTION

113 Non-cystic fibrosis bronchiectasis is a heterogeneous, chronic, irreversible airway 

114 disease characterized by recurrent airway infection that worsen the prognosis.1 Clinical 

115 heterogeneity in airway diseases has been studied from clinical data.2,3 In bronchiectasis, 

116 chronic infection with Pseudomonas aeruginosa, other pathogens and daily sputum production 

117 without airway infection allowed the identification of four clinical phenotypes.2 However, there 

118 is a need to identify biological clusters based on pathobiological mechanisms (endotypes) to 

119 better target anti-inflammatory therapies.

120 Neutrophilic inflammation is a hallmark of bronchiectasis. Neutrophils are recruited to 

121 the lung during infection in proportion of bacterial load.4 In the lung, neutrophils release 

122 antimicrobial peptides (AMPs), also produced by alveolar macrophages and airway epithelial 

123 cells.5,6 Recently, we showed that patients with bronchiectasis had deregulated airway AMPs 

124 levels, especially the frequent exacerbator phenotype.7 Elevated LL-37 and reduced SLPI levels 

125 were independently related with more severe disease and can predict risk of exacerbations. 

126 Furthermore, elevated LL-37, lactoferrin and reduced SLPI were associated with airway 

127 infection, especially due to P. aeruginosa.7 The presence of airway AMPs in chronic obstructive 

128 pulmonary disease (COPD) was associated to inflammatory markers such as IL-6, IL-8 and 

129 TNF-α.8 However, the relationships between airway AMPs and cytokines have not been 

130 described yet in bronchiectasis.

131 Airway epithelial damage is another consequence of neutrophilic inflammation, which 

132 favors airway infection.9 Among the constituents of the airway epithelium, glycosaminoglycans 

133 (GAGs) are polysaccharides expressed ubiquitously on the extracellular matrix of the lung and 

134 cell surface and in intracellular compartments.10 In addition to their structural functions, GAGs 

135 can also interact and modulate the function of AMPs,11 DNA, chemokines, cytokines, growth 

136 factors, enzymes and adhesion molecules.12,13 To our knowledge, GAGs levels in bronchiectasis 

137 have not been described yet in the literature. 

138 Biological heterogeneity in respiratory diseases has been demonstrated in other chronic 

139 airway diseases such as COPD and asthma. Biologic clusters based on sputum IL-1β, serum 

140 CXCL10 and number of peripheral eosinophils allowed for the recognition of clinical COPD 

141 exacerbation phenotypes.14 In addition, sputum cellular and cytokines profiles were associated 

142 with distinct and overlapping groups of patients with asthma and COPD.15,16 This clustering 

143 strategy using multiple variables related to biological mechanisms could therefore prove to be a 

144 potential tool to better discriminate patients.  
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145 In the present study, we hypothesized that the distinct degrees of disease severity may 

146 be explained by characteristic profiles of airway AMPs, inflammation, tissue remodeling and 

147 damage. Firstly, we identified clusters of patients based on airway AMPs levels, secondly, we 

148 showed that airway AMPs clusters link to airway inflammation, remodeling, and damage and 

149 finally we found that these clusters differ in clinical severity and outcomes. 

150

151

METHODS

Study design and Ethics

152 The study was international, multicenter, and prospective and included consecutive 

153 adult patients with bronchiectasis. The study was approved by the ethics committee “Comitè 

154 Ètic d’Investigació Clínica de la Fundació de Gestió Sanitària del Hospital de la Santa Creu i 

155 Sant Pau de Barcelona Hospital de Sant Pau” (IIBSP-BRO-2013) and all subjects signed the 

156 informed consent form.

157 Patients

158 Clinically stable patients with non-cystic fibrosis bronchiectasis (n=128) were recruited 

159 from three regional specialist bronchiectasis clinics: Hospital de Sant Pau i la Santa Creu 

160 (Barcelona, Spain), Ninewells Hospital (Dundee, Scotland), and Ospedale Maggiore Policlinico 

161 (Milano, Italy). Inclusion and exclusion criteria were defined as previously described.7 

162 Demographic data, number of exacerbations in the previous year, relevant comorbid conditions 

163 and current treatments were recorded. A cohort of 8 adult volunteers without any respiratory 

164 condition and normal spirometry was included as controls. For blood neutrophil experiments, 10 

165 healthy donors, sex and age-matched with patients, were included.  

Patients were followed-up for one year to assess the number of exacerbations and the 

time of the first exacerbation from the date of inclusion.

Sample collection and processing 

Spontaneous sputum samples were obtained at the time of inclusion and were processed 

within two hours of collection as previously described.7 Bacteriological assays were performed, 

and sputum supernatants were frozen at -80ºC until analysis.   

Bacteriology
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Specific microorganisms were identified in sputum samples according to standard 

laboratory methods and were classified as recognized pathogenic bacteria: Pseudomonas 

aeruginosa, Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis, 

Stenotrophomonas, Serratia, Staphylococcus spp and Escherichia coli; or non-pathogenic 

bacteria: Streptococcus viridans, Corynebacterium spp, and coagulase-negative staphylococci.17

Measurement of AMPs and cytokines

Sputum LL-37 (Hycult Biotech, Plymouth, PA, USA), lactoferrin, lysozyme (AssayPro, 

St. Charles, MO, USA) and SLPI (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) were measured by 

commercial ELISA kits as previously described.7 Sputum IL-8 and TGF-β (Mabtech AB, Nacka 

Strand, Sweden) and IL-6 (Immunotools, Friesoythe, Germany) were measured by commercial 

ELISA kits. The limits of detection were 10 pg/ml for IL-8 and IL-6 and 40 pg/ml for TGF-β. 

Samples were diluted 1/25 for IL-8, 1/5 for TGF-β and 1/10 for IL-6.

Tissue remodeling and damage assessment 

Sulphated GAGs (keratan, chondroitin and heparin sulphate) were measured in sputum 

supernatants using a commercial kit based on a competitive-ELISA detection method (Fine 

Biotech Co, Wuhan, China). The limit of detection was 1.563 ng/ml and samples were diluted 

1/3. Levels of matrix metallopeptidase 9 (MMP-9) were measured using a commercial ELISA 

kit (R&D Systems). Neutrophil elastase activity was measured by activity-based immunoassay 

(ProAxsis LTD, Belfast, UK) as previously described.18 

Measurement of DNA 

Total DNA was extracted from sputum supernatant using the QIAmp DNA Blood Kit 

(Qiagen, Hilden, Germany), following the manufacturer’s instructions and measured using the 

Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). 

Bacterial DNA was isolated using the Femto Bacterial DNA Quantification Kit (Zymo 

Research, Irvine, CA, USA) by a quantitative real-time PCR system (ThermoFisher). 

Blood neutrophil chemotaxis assays

RPMI-1640 medium (Lonza, Basel, Switzerland), supplemented with 10% sputum 

supernatants, was placed in the bottom of a 24-well plate with 3 µm transwell inserts (Millipore, 

Massachusetts, USA). Above, 1x106/ml of healthy blood neutrophils purified using Ficoll-

Hypaque, dextran-saccharose sedimentation and lysis of erythrocytes, were added and incubated 

for 4 hours at 37ºC 5% CO2. Next, inserts were removed, migrating neutrophils were harvested 

from the bottom of the plate and the neutrophil count was determined by flow cytometry 
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(MACSQuant cytometer; Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). As a control for 

unspecific migration, a well with neutrophils and medium alone was also included. 

Clustering analysis 

Clustering variables (LL-37 and SLPI) were selected based on their independence as 

confirmed by bivariate correlations. Clusters were obtained using the two-step cluster function 

in SPSS version 22. The optimal number of clusters (n=3) was automatically selected by an 

algorithm based on Schwarz’s Bayesian Criterion. The resulting clusters distributed the patients 

in Cluster 1 (C1) n = 33, Cluster 2 (C2) n = 74 and Cluster 3 (C3) n = 21. 

Statistical analysis

The Kolmogorov-Smirnov test was applied to test for normal data distribution. 

Categorical variables were presented as frequencies. Continuous variables were presented as 

mean and standard deviation (SD) or median and interquartile range (25th – 75th percentile 

IQR). The comparisons were analyzed using the Student t-test, the ANOVA test or their 

corresponding non-parametrical tests when required. Correlations were analyzed using Pearson 

or Spearman’s coefficients according to their normal distribution. Time to first exacerbation was 

modeled using Kaplan-Meier analysis. In each figure legend, the number of samples is 

indicated. The correlation matrix was obtained by R software and Corrplot packages.19 A p-

value <0.05 was considered significant. 

RESULTS 

Clinical characteristics of patients 

Table I shows the demographic and clinical characteristics of all patients included in 

the study. The mean age was 69 years (±10) and 56.3 % were females. Patients were 

predominantly non-smokers (59.4%), and idiopathic bronchiectasis (45.3%) was the most 

common etiology. The mean forced expiratory volume (FEV1 % predicted) was 78.4 ± 28.8 and 

the mean body mass index (BMI) was 25.7 ± 5.5. Half of the patients included were frequent 

exacerbators.20 Demographics and clinical characteristics of controls included in the study are 

shown in e-Table 1 of the supplementary material. 

Compared with controls, bronchiectasis patients had significantly higher sputum levels 

of LL-37 (p=0.004) and lower levels of SLPI (p=0.008). No significant differences were 

observed in lactoferrin (p=0.2) and lysozyme levels (p=0.5) (data not shown).
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Cluster classification

We then studied the relationship between AMPs in order to apply clustering strategies. 

We only found strong correlations between lactoferrin and lysozyme (rho=0.57, p<0.0001), and 

LL-37 (rho=0.73, p<0.0001). After confirming that LL-37 and SLPI were independent, we used 

them as clustering variables. Table I shows the characteristics of patients included in each 

cluster. C3 had the highest percentage of patients taking inhaled corticosteroids (p=0.01) and 

long-acting beta agonists (p=0.004), and the highest percentage of patients who had suffered 

from whooping cough (p=0.008). 

Airway antimicrobial peptides levels

The sputum AMPs profile in each cluster is shown in Figure 1A. All of these AMPs 

were significantly different between clusters (p<0.0001). We also found that C1 was the most 

similar to controls. C2 had lower levels of lysozyme and SLPI than controls, whereas C3 had 

higher levels of LL-37 and lactoferrin, and lower levels of SLPI than controls [Controls: µg/ml 

lactoferrin: 59.4 (13.9-168.8); µg/ml lysozyme: 80.5 (57-121.3); µg/ml LL-37: 0.02 (0.007-0.2); 

µg/ml SLPI: 7.7 (1.3-11.1)].

Airway infection and disease severity 

The percentage of airway infection was significantly different between clusters: 42.4% 

of infected patients in C1, 67.6% in C2 and 85.7% in C3 p=0.005). P. aeruginosa infection was 

present in 52.4%, 31.1% and 12.1% of patients, respectively (p=0.003) (Figure 2A).  

Patients in C3 had higher severity assessed by BSI and FACED score (p=0.01 and 

p=0.02) than patients in C2 and C1. BMI was gradually distinct between the three clusters, with 

the lowest values in C3 patients (p=0.01). This finding was not influenced by gender or age 

since no significant differences were observed between clusters. C3 had also the lowest FEV1 

%, reaching a statistically significant difference in comparison with C2 (p=0.05) (Figure 2B-D). 

Inflammation 

Patients in C3 had the highest levels of IL-8 (p=0.0003), lower levels of TGF-β than C1 

(p=0.04), and lower levels of IL-6 than C2 (p=0.003). Patients in C2 had lower levels of TGF-β 

than C1 (p<0.0001) and higher levels of IL-6 (p=0.05) (Figure 3A).  

Since bronchiectasis is characterized by neutrophilic inflammation,4 we tested the 

capacity of sputum supernatants from bronchiectasis patients to induce the chemotaxis of 

healthy blood neutrophils. Although we did not observe statistically significant differences 
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between clusters, we did observe a positive correlation between the chemotaxis index and the 

sputum content of IL-8 (rho=0.38, p=0.05) and LL-37 (rho=0.49, p=0.009) (Figure 3B-C). 

Tissue remodeling and airway damage 

Patients in C3 had the highest levels of GAGs (p<0.0001), MMP-9 (p=0.004) and 

neutrophil elastase activity (p=0.005) (Figure 4A-C). We also observed that patients in C3 had 

the highest levels of total DNA and bacterial DNA (p<0.0001 and p<0.0001). Only a trend of 

higher GAGs levels in C2 compared with C1 was observed (Figure 4D).  

The relationships between AMPs, inflammatory mediators and markers of tissue 

remodeling and damage were studied in each cluster. We observed a distinct profile of 

relationships in each cluster (e-Figure 1).

Longitudinal outcomes 

Ninety-eight patients exacerbated during the 1-year follow up. Of them, 24 patients 

(24.5%) suffered from severe exacerbations. 66.7% of patients in C3 suffered three or more 

total exacerbations during follow-up, compared to 37.8% in C2 and 24.2% in C1 (p=0.03) 

(Figure 5A). Patients in C3 also suffered more severe exacerbations that required hospital 

admission compared with patients in C2 and C1 (0.8 ± 1.5 vs 0.2 ± 0.6 vs 0.1 ± 0.3; p=0.006) 

(Figure 5B) and had a shorter time to first exacerbation compared to patients in C2 (HR 1.4, 

95% CI 0.8-2.5) and C1 (HR 2.1, 95% CI 1.0-4.2) (p=0.03). We also observed that patients in 

C2 exacerbated earlier than patients in C1 (HR 1.7, 95% CI 1.1-2.6) (p=0.04) (Figure 5C). 

DISCUSSION

In this study, we have applied a new strategy combining airway AMPs to identify three 

biological clusters associated with distinct profiles of airway inflammation, tissue remodeling 

and damage. Furthermore, the three clusters had distinct degrees of past, current and future 

clinical parameters. This tool helped us to identify a cluster (C3) with the highest severity and 

the highest risk of future exacerbations characterized by a deregulated local innate immune 

response and increased tissue remodeling and damage. We also identified two clusters (C1 and 

C2) with low tissue remodeling and damage that could explain their severity.

Our cluster strategy was based on LL-37 and SLPI due to their independence and their 

marked association with BSI, airway infection and risk of exacerbation.7 The three identified 

clusters presented different airway AMPs profiles. C3 patients, with the highest levels of LL-37 

and lactoferrin, and the lowest levels of SLPI, were the patients with the highest severity. In 
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contrast, C1 patients, who had an airway AMPs profile similar to controls, were the mildest 

patients in our cohort. Finally, C2 patients, with low levels of SLPI and lysozyme, were the 

patients with moderate severity. It should be mentioned that our control airway AMPs levels are 

comparable with other reports.21,22 Some works on biological clusters have been published in 

COPD and asthma.14–16 Similar to our study, they were focused on local immune response, 

though they used other sputum inflammatory mediators such as chemokines, IL-1β and TNF-α. 

In our work, we obtained clusters based on AMPs rather than on an extensive panel of sputum 

inflammatory mediators because AMPs are mainly neutrophil proteins and closely related to 

airway infection.

We found that airway AMPs profiles in each cluster were associated distinctly with 

airway infection. Interestingly, C3 patients had high LL-37, lactoferrin and lysozyme levels and 

were therefore expected to have a greater protection against infection. However, they had the 

highest percentage of airway infection. This apparent contradiction could be explained by 

Cole’s vicious cycle hypothesis,23 which suggests that chronic inflammation contributes to the 

persistence of pulmonary bacteria, which lead to greater inflammation. In fact, C3 patients were 

frequently infected with  P.aeruginosa and this infection is linked to high inflammatory levels, 

severity and poor outcomes in patients with bronchiectasis.24 Even though C1 and C2 patients 

presented lower inflammation and better outcomes than C3, 12% and 31% of patients 

respectively were infected by P.aeruginosa. There are several possible explanations for the 

presence of P.aeruginosa in these clusters. One is a lower bacterial load in C1 and C2 than in 

C3.25 Although data for the quantitative bacterial load are not available, we found that C3 had 

the highest sputum bacterial DNA, which is in line with this hypothesis. Another possibility is 

that clusters are associated with different P.aeruginosa strains in terms of virulence factors, 

biofilm production and antimicrobial resistance that favor their persistence in the lungs.26–28 

Thus, we speculate that C3 could be the cluster with the most virulent and resistant 

P.aeruginosa strains.

We found that LL-37 levels are correlated with in vitro neutrophil migration towards 

sputum, confirming that this AMPs has additional functions. LL-37 is also associated with 

endotoxin binding, wound healing, release of histamine and leukotriene B4, and modulation of 

dendritic cell function.29 In physiological concentrations, LL-37 properties are beneficial for the 

host defense, but at higher concentrations, it has a cytotoxic effect on leukocytes and epithelial 

cells.30,31 The high levels of total DNA that we found in C3 patients suggest the death of 

neutrophils and epithelial cells due to cytotoxic levels of LL-37. Watt AP et al. and Bedi P et al. 

reported that neutrophils isolated from the sputum32 and blood33 of bronchiectasis patients had a 

delayed apoptosis. However, the sputum soluble factors reflect the consequences of the presence 

of neutrophils in airways. Although we had no information regarding the number of sputum 
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neutrophils, we determined IL-8 levels as an indirect measure of their presence and C3 was the 

cluster with the highest IL-8 levels. The fact that we found no differences in IL-8 and total and 

bacterial DNA between C1 and C2 suggests that there was no difference in the presence of 

sputum neutrophils. 

We found different GAGs levels in the sputum supernatant from bronchiectasis patients. 

C3 had the highest levels of airway sulphated GAGs followed to C2, suggesting an excessive 

tissue remodeling characteristic of the excessive inflammation and the imbalance between 

pulmonary proteases and anti-proteases.34 C3 had the highest levels of MMP-9 and neutrophil 

elastase activity. These proteases contribute to the damage of airway epithelium through the 

breakdown of GAGs35 and render the airways more susceptible to infection.23 When we 

analyzed the relationship between the immune parameters determined, we found that in the C3 

almost all the relationships observed in C1 and C2 were absent. This fact suggests that the poor 

outcomes of C3 could be linked to deregulated airway immune responses. Therefore, the 

severity of bronchiectasis could be a combination of multiple factors, including inflammation, 

remodeling, and deregulation of certain AMPs. The result of this combination allows us to 

stratify the bronchiectasis patients in three clusters characterized by distinct airway infection, 

clinical parameters and future exacerbations. 

Our study has some limitations. First, we had no consecutive samples during the follow-

up. Therefore, we could not analyze the long-term stability of these clusters. Second, we know 

the risk of spurious associations due to multiple statistical comparisons. However, we focused 

the cluster analysis on two independent markers (LL-37 and SLPI) clearly associated with 

clinical parameters at baseline. And finally, airway infection was determined by conventional 

microbiological cultures instead of molecular diagnosis which could better explore the 

characteristics of airway infection in each cluster.  

INTERPRETATION

Our cluster strategy identifies three clusters of bronchiectasis patients with distinct 

profiles of AMPs, inflammation and lung remodeling and damage. These profiles are translated 

into distinct and gradual clinical phenotypes in terms of airway infection, disease severity and 

outcomes, strengthening the validity of these biological clusters. However, it is important to 

external validate these clusters. Furthermore, our work gives relevance to the finding that 

distinct relationships among airway immune response mediators exist in each biological cluster. 

Therefore, our work highlights the importance of identifying patients at distinct grades of 

severity based on the airway immune profile in order to improve therapies to restore their 

pulmonary immune homeostasis. 
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275 Take Home Point: 

276 - Study Question: Can we identify distinct clusters of bronchiectasis patients based on 

277 airway immune profile?

278 - Results: We found three clusters of patients based on airway AMPs, inflammation, 

279 tissue remodeling and damage associated to distinct severity disease and future 

280 exacerbations.

281 - Interpretation: The combination of airway AMPs, inflammation, tissue remodeling 

282 and damage markers shows a relationship with disease severity and future risk of 

283 exacerbations.
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301 Table I. Patient demographics, clinical characteristics and prior treatments of patients stratified 
302 in each cluster. 

All patients 

(n=128)

Cluster 1 

(n=33)

Cluster 2 

(n=74)

Cluster 3 

(n=21)

p-value

Age (mean ± SD) 69 ± 10 70 ± 3 70 ± 1 72 ± 2 0.7

Female 72 (56.3) 18 (54.5) 42 (56.8) 12 (57.1) 0.9

Smoking status

         Never 76 (59.4) 19 (57.6) 43 (58.1) 14 (66.7) 0.1

         Ex-smoker 30 (23.4) 5 (15.2) 18 (24.3) 7 (33.3)

         Current 22 (17.2) 9 (27.3) 13 (17.6) 0 (0)

Comorbidities

         Cardiovascular disease 29 (22.7) 6 (18.2) 21 (28.4) 2 (9.5) 0.1

         Diabetes mellitus 12 (9.4) 6 (18.2) 5 (6.8) 1 (4.8) 0.1

         Stroke

         COPD

Treatment

          LABA

          LAMA

          Inhaled corticosteroids

          Inhaled antibiotics

8 (6.3)

23 (21)

76 (59.4)

42 (32.8)

55 (43)

6 (4.7)

2 (6.1)

7 (21.9)

24 (72.7)

13 (39.4)

13 (39.4)

2 (6.1)

5 (6.8)

12 (20.3)

35 (47.3)

22 (29.7)

27 (36.5)

2 (2.7)

1 (4.8)

4 (21.1)

17 (81.0)

7 (33.3)

15 (71.4)

2 (9.5)

0.9

1

0.004

0.6

0.01

0.4

Aetiology

         Idiopathic 58 (45.3) 11 (33.3) 37 (50) 10 (47.6) 0.3

         Post-infective 21 (16.4) 6 (18.2) 11 (14.9) 4 (19)

         Post-tuberculosis 12 (9.4) 6 (18.2) 6 (8.1) 0 (0)

         Others 37 (28.9) 10 (30.3) 20 (27) 7 (33.3)

Whooping pertussis  7 (5.5) 2 (12.5) 1 (1.9) 4 (26.7) 0.008

Exacerbations previous 1-year

0 23 (18) 6 (18.2) 13 (17.6) 4 (19) 0.9

1-2 41 (32) 11 (33.3) 25 (33.8) 5 (23.8)

3 or more 64 (50) 16 (48.5) 36 (48.6) 12 (57.1)

303 Data are presented as n (%) unless otherwise indicated.

304 COPD, chronic obstructive pulmonary disease; LABA, long-acting beta agonist; LAMA, long-

305 acting muscarinic antagonist; SD, standard deviation. 

306
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307 FIGURE LEGENDS

308 Figure 1. Profile of airway AMPs levels (Lactoferrin, lysozyme, LL-37 and SLPI levels) in 

309 each cluster of patients (n=128). p-values are obtained by t-test or Mann-Whitney test according 

310 their normal distribution. *<0.05; **<0.01; ***<0.001. *C1 and C2; #C1 and C3; $C2 and C3. 

311 Figure 2. Airway infection and baseline clinical parameters in each cluster of patients. (A) 

312 Percentage of airway infection. p-value was obtained by Chi-square test. (B) BSI score, (C) 

313 FACED score and (D) parameters included in these scores such as body mass index and FEV1 

314 %pred (n=128). p-values are obtained by t-test or Mann-Whitney test according their normal 

315 distribution.

316 Figure 3.  Inflammatory mediators in each cluster of patients. (A) Profile of IL-8, TGF-β and 

317 IL-6 levels in each cluster (n=128). p-values are obtained by t-test or Mann-Whitney test 

318 according their normal distribution. *<0.05; **<0.01; ***<0.001. *C1 and C2; #C1 and C3; $C2 

319 and C3. (B) Relationship between chemotaxis of healthy blood neutrophils cultured in sputum 

320 supernatants (n=25) and the content of IL-8 and (C) LL-37 sputum levels. Correlations were 

321 analyzed using Spearman test.  

322 Figure 4. Tissue remodelling and airway epithelial damage in each cluster of patients. (A) 

323 Sulphated GAGs levels (n=128), (B) MMP-9 levels (n=81), (C) activity of neutrophil elastase 

324 (n=78), and (D) total and bacterial DNA levels (n=128 and n=60, respectively). p-values are 

325 obtained by t-test or Mann-Whitney test according their normal distribution.

326 Figure 5. Relationship between clusters and clinical outcomes. (A) Percentage of the total 

327 exacerbations during 1 year of follow-up (n=128). (B) Percentage of severe exacerbations that 

328 required hospitalizations during 1 year of follow-up (n=128). (C) Percentage of patients free of 

329 exacerbation in each cluster (n=128). Log-rank (Mantel-Cox) test was used. 

330
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SUPPLEMENTARY TABLES

e-Table 1. Demographical and clinical characteristics of controls

Controls (n = 8)

Age 53.0 ± 18.0

Female, n (%) 3 (37.5)

BMI (kg/m2) 26.9 ± 6.5

Smoking status, n (%)

    Never 4 (50)

    Former 3 (37.5)

    Current 1 (12.5)

FEV1 (% pred) 94.4 ± 10.0

FVC (% pred) 88.9 ± 5.3

Data is presented as mean ± SD unless otherwise indicated 
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SUPPLEMENTARY FIGURE LEGEND:

e-Figure 1. Relationship between AMPs, inflammatory molecules and tissue remodelling in 

each cluster of patients. Correlations were analysed using Spearman test or Pearson, according 

their normal distribution. Correlation matrix was obtained by R software and Corrplot packages.     
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5.1. ARTICLE I 
 

Reduced airway levels of fatty-acid binding protein 4 in COPD: relationship 

with airway infection and disease severity. 

Lídia Perea, Ana Rodrigo-Troyano, Elisabet Cantó, Marisol Domínguez-Álvarez, 

Jordi Giner, Ferran Sanchez-Reus, Judit Villar-García, Sara Quero, Marian García-

Núñez, Alicia Marín, Eduard Monsó, Rosa Faner, Alvar Agustí, Silvia Vidal, Oriol 

Sibila.  

Respiratory Research. 2020 Jan 13;21(1):21. 

 

5.1.1. Resum global de resultats 

Els macròfags alveolars són components clau en la resposta immune innata contra 

infeccions respiratòries. S’han descrit diverses alteracions en els macròfags alveolars en 

pacients amb MPOC en quant a l’expressió de marcadors i funcions. Una de les 

múltiples molècules que produeixen els macròfags, és la proteïna FABP4, coneguda 

també com A-FABP o a-P2, ja que també és produïda de manera abundant pels 

adipòcits. La FABP4 actua com a una adipocina secretada amb funcions a nivell de la 

resposta immune innata. En models experimentals d’infecció respiratòria per 

P.aeruginosa, FABP4 actua reclutant neutròfils al lloc d’infecció, suggerint un paper 

protector enfront la infecció respiratòria,. Tot i així, en pacients amb MPOC no s’han 

estudiat els nivells pulmonars de FABP4 ni la seva implicació clínica. 

Aquest treball es va dissenyar amb l’objectiu principal d’estudiar el paper pulmonar de 

FABP4 en pacients amb MPOC en fase d’estabilitat clínica i en controls sans. Les 

mostres escollides a nivell pulmonar van ser rentats broncoalveolars (BAL) i esputs. Pel 

que fa als valors de FABP4 en les mostres de BAL, la concentració de FABP4 

obtinguda per l’ELISA es va normalitzar d’acord amb la quantitat de proteïna total 

present en el BAL per evitar biaixos de dilució de la proteïna. També es van recollir 

mostres de sang per estudiar l’associació de FABP4 pulmonar i sistèmica. Així doncs, 

es va analitzar l’associació entre els nivells pulmonars i sistèmics de FABP4 i la 
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presència d’infecció respiratòria i el grau de severitat de la malaltia. També es va 

estudiar la relació amb la quantitat de macròfags alveolars identificats per citometria de 

flux com a població CD45+CD14+CD15- i alta complexitat cel·lular (SSC) en mostres 

de BAL. 

A l’estudi es van incloure 52 pacients amb MPOC en fase estable, dels quals un 23% 

presentava infecció respiratòria causada principalment per H.influenzae (75%). Es van 

incloure també 29 controls sans amb la funció pulmonar mantinguda, més joves que 

els pacients amb MPOC però emparellats per gènere i IMC. Aquest emparellament era 

important degut a què com l’FABP4 també es produït pels adipòcits, havíem d’evitar el 

biaix produït per aquests dos paràmetres altament relacionats amb la quantitat 

d’adipòcits.  

Al comparar pacients amb MPOC i controls, vam observar que els pacients amb 

MPOC tenien nivells reduïts en BAL però no en esput. També vam obtenir una dèbil 

correlació entre els nivells de FABP4 en BAL i en esput en pacients amb MPOC. Pel 

que fa als nivells sistèmics de FABP4, no vam trobar cap diferència significativa en els 

anteriors anàlisis i, per tant, tampoc cap correlació entre els nivells pulmonars i 

sistèmics de FABP4.  

A l’estudiar l’associació entre els nivells pulmonars de FABP4 i la presència d’infecció 

respiratòria, vam observar que els pacients amb infecció respiratòria presentaven 

nivells reduïts de FABP4 en esput, però no en BAL, comparat amb aquells pacients 

sense infecció respiratòria. Aquests resultats tampoc els vam trobar a nivell sistèmic, 

indicant que és la producció local de FABP4 la que està implicada amb la infecció 

respiratòria. També vam observar que els pacients amb un major grau de severitat de la 

malaltia, mesurat per l’índex GOLD D presentaven nivells pulmonars reduïts de 

FABP4 tant en BAL com en esput. A més, un major grau de limitació pulmonar i una 

pitjor qualitat de vida també anaven relacionades amb nivells pulmonars reduïts de 

FABP4, tant en BAL com en esput.  
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Com la severitat de la MPOC pot estar causada per diferents paràmetres demogràfics, 

vam analitzar si l’edat, l’hàbit tabàquic i els tractaments seguits pel pacient tenien alguna 

influència. Tot i així, no existeix cap associació amb l’edat ni amb el tabac. Pel que fa al 

tractament, vam observar que els pacients que estaven o havien seguit l’any anterior un 

tractament amb corticoides inhalats presentaven nivells reduïts de FABP4 en BAL 

comparat amb aquells pacients que no seguien aquest tipus de tractament.  

Per últim, vam obtenir una relació directa entre el percentatge i el nombre absolut de 

macròfags alveolars en BAL amb la quantitat de FABP4 present en aquestes mostres. 

Atès que no vam trobar cap associació entre la presència de macròfags i la presència 

d’infecció respiratòria, severitat, limitació respiratòria ni qualitat de vida, aquestes dates 

suggerien que la quantitat de FABP4 no va només relacionada amb el nombre de 

macròfags sinó també amb la capacitat que tenen aquests de produir FABP4.  

5.1.2 Discussió i rellevància 

La principal troballa del nostre estudi és que els nivells pulmonars de FABP4 es troben 

reduïts en pacients amb MPOC, concretament en aquells que tenen infecció 

respiratòria i una major severitat de la malaltia, determinada per una gran limitació 

respiratòria, una qualitat de vida pobre i un elevat nombre d’aguditzacions. A més, el 

fet que aquest resultat no es reprodueixi a nivell sistèmic suggereix que és la 

desregulació local dels nivells de FABP4 la que està directament relacionada amb la 

infecció respiratòria i la severitat. Aquest resultat no s’havia descrit amb anterioritat en 

pacients amb MPOC i obre la porta a futurs estudis sobre els mecanismes que 

expliquin la reducció dels nivells de FABP4 i les seves implicacions a nivell 

immunològic. 

Es coneix que FABP4 facilita la interacció entre macròfags i neutròfils a través de la 

secreció de la quimiocina CXCL1 en models experimentals. Aquest fet afavoriria 

l’arribada de neutròfils al lloc de la infecció per tal de combatre-la amb les seves 

funcions de fagocitosi, desgranulació, esclat respiratori i producció de trampes 

extracel·lulars. El fet que els nivells de FABP4 en BAL de pacients amb MPOC 



Capítol 1 · Article I 

| 78 
 

s’associïn amb la presència de macròfags alveolars posa de manifest que els futurs 

estudis s’haurien de centrar en l’estudi de les subpoblacions de macròfags. D’aquesta 

manera, es podria conèixer més a fons el seu paper i així poder restablir els nivells 

pulmonars normals de FABP4.   
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5.2. ARTICLE II 
 

Antimicrobial peptides, disease severity and exacerbations in bronchiectasis. 

Oriol Sibila*, Lídia Perea*, Elisabet Cantó, Amelia Shoemark, Diane Cassidy, 

Alexandria Holly Smith, Guillermo Suarez-Cuartin, Ana Rodrigo-Troyano, Holly R 

Keir, Martina Oriano, Samantha Ong, Silvia Vidal, Francesco Blasi, Stefano Aliberti, 

James D Chalmers.  

Thorax. 2019 Sep;74(9):835-842.  

 

5.2.1. Resum global de resultats 

Els pèptids antimicrobians (PAMs) són essencials en la defensa de l’hoste contra els 

patògens. Es troben presents en totes les mucoses però de manera rellevant en l’epiteli 

respiratori, ja que contínuament entra aire potencialment contaminat als nostres 

pulmons. Els PAMs més abundants a nivell respiratori són la Lactoferrina i la 

Lisozima, però també hi ha PAMs que la seva rellevància ve per la seva associació 

directa amb un ambient inflamatori, com són LL-37 i SLPI. Un dels problemes 

immunològics que es produeix en les malalties respiratòries cròniques és que tot i que 

els pacients presenten una forta resposta inflamatòria, no s’aconsegueix una eficient 

eliminació dels patògens sinó que més aviat contribueix en el dany tissular de l’hoste. 

Aquest seguit d’esdeveniments és el que es coneix com a la teoria del cercle viciós. 

Degut a què la inflamació local en pacients amb bronquièctasis és principalment 

neutrofílica, i que l’epiteli respiratori és un dels elements més importants de la resposta 

immune innata com a barrera física, l’estudi dels PAMs pot contribuir a un major 

enteniment de la malaltia. Fins ara, mai s’havia estudiat la participació dels PAMs dins 

del cercle viciós dels pacients amb bronquièctasis.  

Aquest treball es va dissenyar amb l’objectiu principal d’estudiar els nivells de 

Lactoferrina, Lisozima, LL-37 i SLPI en mostres d’esput de pacients amb 

bronquièctasis en fase d’estabilitat clínica i relacionar-ho amb la presència d’infecció 

respiratòria, la severitat i les futures aguditzacions. Les mostres recollides van ser 
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esputs, com a representació pulmonar, i sang, per mesurar el paper sistèmic dels PAMs.  

A l’estudi es van incloure 135 pacients amb bronquièctasis en fase estable, dels quals 

un 64% presentava infecció respiratòria causada principalment per P.aeruginosa (45%). 

Quan vam analitzar els nivells de PAMs a nivell local i sistèmic, no vam trobar cap 

relació entre els dos compartiments. Tampoc existeix cap associació amb els nivells 

sistèmics en cap dels anàlisis que s’expliquen a continuació.  

Al comparar els nivells pulmonars de PAMs en pacients amb diferents graus de 

severitat mesurada amb l’índex BSI, vam observar que els pacients més severs 

presentaven nivells elevats de LL-37 i nivells reduïts de SLPI. Quan vam utilitzar per 

l’anàlisi l’índex FACED, vam trobar que les associacions es mantenien però la 

diferència entre grups era només una tendència estadística. Això suggereix que l’índex 

BSI dona pes a paràmetres relacionats amb els nivells pulmonars de PAMs. Aquestes 

diferències no es van veure en els nivells de Lactoferrina i Lisozima. El que sí que vam 

trobar van ser correlacions dèbils entre els nivells pulmonars dels quatre PAMs i el 

paràmetre de FEV1, sent correlacions indirectes les de LL-37, Lactoferrina i Lisozima. 

Pel que fa al fenotip d’aguditzador freqüent, només vam observar uns nivells reduïts de 

SLPI comparat amb l’aguditzador no freqüent i amb els no aguditzadors.  

Seguidament vam analitzar l’associació dels nivells pulmonars de PAMs amb la infecció 

respiratòria. Aquest anàlisi va revelar que els pacients amb infecció causada per 

P.aeruginosa presentaven nivells elevats de LL-37 i de Lactoferrina i nivells reduïts de 

SLPI, comparat amb els pacients infectats per altres bacteris i amb els pacients sense 

cap infecció. Respecte al tractament seguit per aquests pacients, no vam trobar cap 

associació entre els nivells pulmonars de PAMs i l’ús de macròlids crònics, 

corticoesteroides inhalats ni antibiòtics nebulitzats.  

Per estudiar a fons la causa dels nivells pulmonars reduïts de SLPI en els pacients més 

severs i amb infecció respiratòria, vam determinar els nivells pulmonars de NE activa i 

de la MMP-9, conegudes per ser proteases capaces de tallar i inactivar l’SLPI. No vam 

trobar cap associació entre els nivells d’aquestes proteases i els de SLPI, tot i que els 
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nivells de Lactoferrina, Lisozima i LL-37 sí que es relacionaven amb la quantitat de NE 

activa. Aplicant l’estratègia de regressió múltiple vam trobar que l’activitat de NE i 

MMP-9 explicaria només un 23% de la reducció dels nivells de SLPI. Com aquestes 

proteases són capaces de tallar l’SLPI en productes de baix pes molecular, vam 

determinar per Western Blot el patró de SLPI. El que vam observar és que els esputs 

dels pacients amb bronquièctasis presenten un patró heterogeni de tall de SLPI que no 

va associat a l’activitat NE ni MMP-9. Per últim, vam testar si l’addició exògena de NE 

a cèl·lules epitelials inhibia la secreció de SLPI, com recentment havia suggerit un 

estudi. En la mateixa línia que aquest treball, vam demostrar que la presència de NE, 

tot i tenir reduïda la seva funció de proteasa, inhibia la secreció de SLPI per part de les 

cèl·lules epitelials pulmonars. Aquesta troballa suggeria l’existència de la relació entre 

SLPI i NE independentment de la seva activitat proteasa.  

Finalment, vam voler estudiar el paper dels nivells pulmonars de PAMs en la predicció 

de futures aguditzacions registrades durant un any de seguiment. Vam observar que 

aquells pacients que havien patit tres o més aguditzacions durant el seguiment, 

presentaven nivells elevats de LL-37 i nivells reduïts de SLPI comparat amb els 

pacients que havien patit una o dues aguditzacions i els pacients que no n’havien patit 

cap. Pel que fa a la Lactoferrina i la Lisozima, no vam trobar cap implicació amb la 

predicció de futures aguditzacions. D’acord amb els nivells de LL-37 i SLPI, vam 

establir com a punt de tall els valors per sobre i per sota de la mediana. Aquest anàlisi 

va revelar que els pacients que presentaven nivells elevats de LL-37 i nivells reduïts de 

SLPI, de manera independent, s’associaven amb un major risc de patir aguditzacions 

més aviat des del moment de la inclusió a l’estudi que la resta de la població. A més, 

també els nivells de LL-37 i SLPI predeien l’hospitalització en casos d’aguditzacions 

severes.  

5.2.2. Discussió i rellevància 

La principal troballa d’aquest estudi és la capacitat de predir en pacients amb 

bronquièctasis estable el nombre d’aguditzacions futures, el temps que trigaran a patir-

les i les hospitalitzacions en cas d’aguditzacions severes, utilitzant només dos elements 
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claus de la resposta immune innata, com són els PAMs LL-37 i SLPI. A més, junt amb 

la Lactoferrina i la Lisozima, és rellevant l’associació d’aquestes molècules amb la 

presència d’infecció respiratòria i amb el grau de severitat de la malaltia.  

Aquest estudi suggereix que nivells pulmonars elevats de PAMs no contribueixen en 

l’eliminació dels bacteris causants de les infeccions respiratòries en un context 

d’inflamació crònica. Una de les explicacions per l’elevada quantitat de LL-37 però 

ineficient, pel que fa a la seva funció antimicrobiana, seria que la LL-37 és capaç 

d’interaccionar amb DNA i GAGs que, en un context inflamatori, inhibeixen la seva 

capacitat bactericida. Tot i així, aquesta interacció es desconeix en les bronquièctasis i 

caldrien futurs estudis per establir la relació d’aquestes alteracions amb els nivells de 

PAMs en pacients amb bronquièctasis. En resum, la rellevància d’aquest estudi és que 

els resultats sòlids aportats obren la porta al disseny d’estudis prospectius per validar 

LL-37 i SLPI com a biomarcadors de predicció de risc d’aguditzacions en pacients amb 

bronquièctasis.  
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5.3. ARTICLE III 

A cluster analysis of bronchiectasis patients based on the airway immune 

profile 

Lídia Perea*, Elisabet Cantó*, Guillermo Suarez-Cuartin, Stefano Aliberti, James D 

Chalmers, Oriol Sibila#, Silvia Vidal#.  

En revisió a la revista Chest 

 

5.3.1. Resum global de resultats 

L’anàlisi de l’ heterogeneïtat clínica en les bronquièctasis ha donat lloc a la identificació 

de diversos fenotips clínics de pacients. També l’agrupació dels pacients basada en l’ 

heterogeneïtat biològica, coneguda com a endotips, és important per estudiar els 

mecanismes patobiològics de la malaltia. En malalties respiratòries cròniques com la 

MPOC i l’asma s’han establert clústers immunològics de pacients basats en citocines, 

quimiocines i poblacions cel·lulars locals i sistèmiques que permeten identificar grups 

de pacients amb diferent freqüència d’aguditzacions. Tot i així, encara no s’ha aplicat 

aquesta estratègia de clústers immunològics en l’estudi de l’heterogeneïtat clínica dels 

pacients amb bronquièctasis. 

En primer lloc, aquest estudi es va dissenyar amb l’objectiu d’aplicar l’estratègia de 

clústers basada en els nivells pulmonars de PAMs per tal d’identificar grups de 

pacients. En segon lloc, es va estudiar la validesa clínica d’aquests clústers 

immunològics pel que fa a la freqüència d’infecció respiratòria i la severitat de la 

malaltia. En tercer lloc, es van analitzar en cada clúster les associacions entre els PAMs, 

la inflamació pulmonar i el dany i remodelació tissular. Finalment, es va estudiar la 

relació entre aquests clústers immunològics i el risc a patir de futures aguditzacions. Les 

mostres recollides van ser esputs com a representació pulmonar.
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A l’estudi es van incloure 128 pacients amb bronquièctasis en fase estable i 8 voluntaris 

sense cap condició respiratòria i amb una funció pulmonar mantinguda. Per fer l’anàlisi 

de clústers es van escollir aquelles variables que eren independents entre elles: LL-37 i 

SLPI. Així es van generar tres clústers (Clúster 1, Clúster 2, Clúster 3) on els nivells 

pulmonars de Lactoferrina, Lisozima, LL-37 i SLPI eren diferents significativament 

entre ells. Amb l’anàlisi de les variables clíniques prèvies a la inclusió, vam observar que 

el Clúster 3 incloïa un percentatge elevat de pacients que havien estat tractats amb 

corticoesteroides inhalats (71%), amb beta-agonistes de llarga acció (81%) i que havien 

patit un episodi d’infecció per Bordetella pertussis (27%). 

Quan vam comparar els nivells pulmonars de PAMs dels pacients amb bronquièctasis 

amb els controls inclosos, vam observar que els pacients amb bronquièctasis 

presentaven nivells pulmonars elevats de LL-37 i nivells reduïts de SLPI. Els nivells 

pulmonars de Lactoferrina i Lisozima eren els mateixos que en els controls. El Clúster 

1 era el grup de pacients més similar als controls en quant als nivells pulmonars de 

PAMs.  

Pel que fa a la infecció respiratòria, vam observar  que el Clúster 1 presentava el menor 

percentatge d’infecció amb un 42.4%, seguit pel Clúster 2 amb un 67.6% i finalment, 

pel Clúster 3 amb un 85.7%. El mateix patró s’observava quan analitzàvem el 

percentatge d’infecció respiratòria causada per P.aeruginosa: el Clúster 1 presentava un 

12.1%, el Clúster 2 un 31.1% i el Clúster 3 un 52.4%.  

En l’anàlisi de la severitat clínica de cada clúster també s’observaven diferents graus de 

severitat avaluada mitjançant l’índex BSI, l’índex FACED i paràmetres individuals 

inclosos dins d’aquests índex com són l’IMC i el FEV1. El Clúster 3 presentava un grau 

de severitat clínica major que el Clúster 2 i que el Clúster 1.  

Per avaluar la inflamació pulmonar vam utilitzar els paràmetres: IL-8, TGF-β i IL-6. 

Vam observar que els nivells més elevats de IL-8 es trobaven en el Clúster 3. Entre el 

Clúster 2 i el Clúster 1 també trobàvem diferències en quant als nivells de TGF-β i IL-

6. Degut a què està descrit que en les bronquièctasis predomina una inflamació 
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neutrofílica, vam voler estudiar si el contingut de factors solubles dels esputs 

procedents dels tres clústers tenien una capacitat diferent d’atreure neutròfils sans, per 

tal de reproduir el que podia estar passant in vivo. Aquest assaig el vam fer in vitro 

utilitzant transwells de cultiu cel·lular dins dels quals afegíem una concentració coneguda 

de neutròfils aïllats de sang perifèrica de donants sans, i al pouet de la part inferior de la 

placa de cultius afegíem medi de cultiu suplementat amb el 10% de sobrenedant 

d’esput. Un cop passat el temps d’incubació de 4 hores, recuperàvem els neutròfils que 

havien passat a través del transwell i que s’havien dipositat en el pouet i després fèiem el 

recompte per citometria de flux. Tot i que no vam trobar diferències significatives 

entre els tres clústers, sí que vam observar que els esputs que contenien major nivells 

de IL-8 i de LL-37 eren capaços d’atreure més neutròfils.   

Per mesurar els nivells de remodelació i dany tissular vam determinar els GAGs, 

l’activitat de la NE i MMP-9, i el ADN total i bacterià. Seguint la mateixa gradació que 

anteriorment, el Clúster 3 era el que presentava nivells més elevats de GAGs, NE i 

MMP-9 activa, ADN total i bacterià. A més, vam observar que el Clúster 2 tendia a 

presentar nivells més elevats de GAGs que el Clúster 1.  

Per tenir una visió global de la resposta immune innata en cadascun dels clústers de 

pacients amb bronquièctasis, vam analitzar les associacions entre els nivells pulmonars 

de PAMs, la inflamació local i la remodelació i dany tissular. Aquest anàlisi va revelar 

diferents patrons d’associacions entre aquests paràmetres immunològics en cadascun 

dels clústers. L’associació entre els nivells pulmonars de PAMs i la inflamació local era 

molt similar entre el Clúster 1 i el 2 però no s’observava en el Clúster 3. De fet, l’única 

correlació que es mantenia en els tres clústers era aquella entre Lisozima i TGF-β, però 

en el Clúster 1 i 2 era una correlació directa mentre que en el Clúster 3 era indirecta. 

Tampoc vam observar cap associació entre nivells de PAMs i remodelació i dany 

tissular en el Clúster 3. En canvi, sí que vam observar associacions noves més potents 

en el Clúster 2 comparat amb el Clúster 1. Es interessant que  l’ única associació 

mantinguda en els tres clústers que vam trobar era entre la Lactoferrina i el ADN total.  
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Finalment, vam voler estudiar si aquests clústers immunològics podien predir el risc de 

futures aguditzacions. Els pacients que havien patit tres o més aguditzacions durant un 

any de seguiment representaven un 24.2% en el Clúster 1, un 37.8% en el Clúster 2 i un 

66.7% en el Clúster 3. A més, també de manera gradual, els pacients del Clúster 3 

patien més aguditzacions severes que requerien hospitalització comparat amb els 

pacients del Clúster 1 i del Clúster 2. Respecte al temps que trigaven a patir una futura 

agudització des del moment de la inclusió a l’estudi, els pacients del Clúster 3 eren els 

que trigaven menys temps a aguditzar, seguits dels pacients del Clúster 2 i finalment, els 

que més trigaven a fer-ho eren els del Clúster 1.  

5.3.2. Discussió i rellevància 

La principal troballa d’aquest estudi és que l’estratègia de clústers basada en els nivells 

pulmonars de PAMs permet identificar tres clústers immunològics associats amb 

diferents perfils d’inflamació local, remodelació i dany tissular. Això suggereix que 

existeixen diferents associacions entre els PAMs, les molècules de la resposta immune 

innata i el grau de severitat clínica del pacient.  

La rellevància d’aquest estudi recau en que l’anàlisi de la combinació de diferents 

paràmetres de la resposta immune innata mostra una clara validesa clínica. Aquesta 

afirmació és recolzada pels resultats que mostren que aquests clústers immunològics 

representen grups de pacients amb diferents graus de severitat clínica, tant referent al 

passat (tractaments seguits i infeccions patides), com al present (infecció respiratòria, 

índexs de severitat i activitat de la malaltia), com al futur (nombre, severitat i temps que 

trigaran a patir aguditzacions futures). Tot i així, seria interessant incloure en futurs 

estudis mostres recollides de manera prospectiva per tal d’analitzar l’estabilitat a llarg 

termini d’aquests clústers immunològics. En resum, aquest estudi remarca la 

importància d’identificar pacients amb bronquièctasis en diferents graus de severitat 

clínica basant-se en els perfils pulmonars de la seva resposta immune per tal de 

desenvolupar teràpies que ajudin a restablir la seva homeòstasi pulmonar immunitària.  
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6.1. CONCLUSIONS 

 

1. Els nivells pulmonars de FABP4 es troben reduïts en els pacients amb MPOC 

comparats amb els controls. Així, l’alteració pulmonar, mesurada pels canvis en 

FABP4, es confirma a la patologia de la MPOC.  

2. Dins dels pacients amb MPOC, aquells que presenten infecció respiratòria i 

major severitat clínica són els que tenen els nivells pulmonars més reduïts de 

FABP4. En canvi, aquestes troballes no s’observen a nivell sistèmic. Per tant, es 

suggereix el paper protector dels nivells pulmonars de FABP4 enfront les 

infeccions respiratòries.   

3. Els nivells pulmonars de FABP4 es correlacionen amb la quantitat de macròfags 

alveolars però, aquests últims, no s’associen amb la presència d’infecció 

respiratòria ni severitat clínica.  

4. Els pacients amb bronquièctasis presenten nivells pulmonars elevats de LL-37 i 

nivells reduïts de SLPI comparat amb els controls, associant així aquests canvis 

a la patologia de les bronquièctasis.  

5. Dins dels pacients amb bronquièctasis, aquells que presenten infecció 

respiratòria per P.aeruginosa, major severitat clínica i major risc d’aguditzacions 

futures són els que tenen, de manera independent, els nivells pulmonars més 

elevats de LL-37 i els nivells més reduïts de SLPI. Aquestes troballes no 

s’observen a nivell sistèmic, de manera que suggereixen el paper inflamatori dels 

nivells pulmonars de LL-37 i el paper protector de SLPI enfront les infeccions 

respiratòries.     

6. Els nivells pulmonars reduïts de SLPI en les bronquièctasis són deguts a la 

presència de NE que inhibeix la secreció de SLPI per part de les cèl·lules 

epitelials, mitjançant mecanismes independents de la seva funció proteasa.   
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7. L’anàlisi de conglomerats basada en els nivells pulmonars de PAMs genera tres 

clústers immunològics de pacients amb bronquièctasis amb diferents perfils 

d’inflamació local, remodelació i dany tissular. A més, aquests clústers 

representen pacients amb diferències en quant a la presència d’infecció 

respiratòria, severitat clínica i risc de patir futures aguditzacions. 

8. Les mesures indirectes de la presència de neutròfils, com són la IL-8 i la NE, 

suggereixen que els pacients del Clúster 3, amb major freqüència d’infeccions, 

severitat i risc d’aguditzacions, són els que tenen també una major inflamació 

neutrofílica.  

9. L’estudi del grau de correlació entre els diferents mediadors immunològics 

mesurats permet identificar el clúster amb major desregulació de la resposta 

immune innata, corresponent al Clúster 3. 
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     Figura 14. Esquema final del model presentat en la hipòtesi amb els resultats més rellevants de la tesi.  
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