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Estudio del perfil oxidativo en células ciliadas del epitelio respiratorio
nasal de pacientes con Sindrome de Discinesia Ciliar Primaria

Resumen

La Discinesia Ciliar Primaria (DCP) es una enfermedad genética rara cuya prevalencia se estima
en 1/20.000 nacimientos, caracterizada por un movimiento ciliar alterado o ausente que genera
un déficit en el aclaramiento mucociliar, con la subsiguiente infeccidn e inflamacién crénica de
las vias aéreas. Debido a la dificultad de diagndstico, se planted estudiar la relacion entre la
condicidn inflamatoria, caracteristica de la enfermedad y un estado de estrés oxidativo celular.
Se determind el perfil oxidativo en células ciliadas del epitelio respiratorio nasal de 6 controles,
6 pacientes con DCP y 6 pacientes con manifestaciones clinicas compatibles, pero con tests
diagndsticos negativos (DCP-like). Se midieron los niveles de especies reactivas del oxigeno
(ROS) y especies reactivas del nitrégeno (RNS), el glutation (GSH) y el dafio oxidativo en lipidos
y proteinas. Ademas, el nivel de apoptosis y la funcidon mitocondrial. Se determiné que el estrés
oxidativo en la DCP depende de la produccion de -0y y H,0,. El incremento en el AWm sefiala a
este organulo como posible fuente de ROS. El alto nivel de GSH y la ausencia de dafio en lipidos
y proteinas reflejan un buen funcionamiento del sistema antioxidante. No se observan cambios
significativos en los pardmetros de apoptosis, NO, -O," mitocondrial ni en la masa mitocondrial.

Palabras clave: Discinesia Ciliar Primaria, estrés oxidativo, especies reactivas del oxigeno, células
ciliadas.

Abstract

Primary Ciliary Dyskinesia (PCD) is a rare genetic disorder with a prevalence estimated in
1/20.000 births which is characterized by an impairment or absence of ciliary beating, thus
generating a lack of mucociliary clearance and subsequent infection and chronic inflammation
of the airways. Because diagnosis remains a difficult task, it was proposed to study the existent
relation between the characteristic inflammatory condition of these patients and the presence
of a cellular oxidative stress state. Therefore, oxidative stress was determined in ciliated cells
from nasal respiratory epithelium in 6 controls, 6 PCD patients and 6 patients showing same
clinical phenotype although negative diagnostic (PCD-like). Levels of reactive oxygen species
(ROS), reactive nitrogen species (RNS), glutathione (GSH) and oxidative damage in lipids and
proteins were measured. In addition, apoptosis and the mitochondrial function were analized.
AWm was enhanced in PCD patients, suggesting that this organelle is a source of ROS. High levels
of GSH and absence of oxidative damage in lipids as well as proteins suggest that antioxidant
capacity is enhanced in patients. No significant changes were determined neither in apoptosis,
NO, mitochondrial -0, or mitochondrial mass.

Keywords: Primary Ciliary Dyskinesia, oxidative stress, reactive oxygen species, ciliated cells.
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1. INTRODUCCION




1.1. Estructura y funcién ciliar

Los cilios son organulos celulares que se han conservado evolutivamente y estan presentes en
muchos organismos unicelulares y en algunas células de organismos pluricelulares. Se clasifican
en cilios primarios o sensoriales y cilios motores (Brown & Witman, 2014). Los primeros,
inmoviles, son sensores de informacidn y se encuentran en los érganos de la vista, oido, olfato
y en las células epiteliales tubulares renales. Los segundos, se localizan en la superficie epitelial
del tracto respiratorio, en la médula espinal, en las células ependimarias de los ventriculos
cerebrales, y en los drganos reproductores masculino y femenino (conductos eferentes
testiculares y trompas de Falopio, Ferkol et al., 2006).

Se presentan como proyecciones de la célula rodeados por la membrana celular y tienen una
funcién motora dirigida a la propulsién de particulas a través de un fluido o liquido sobre una
superficie celular. La estructura fundamental es el axonema, que en cilios méviles presenta la
organizacidon “9+2” caracteristica: un par central de microtubulos internos, rodeados por 9
dobletes de microtubulos periféricos. Estos ultimos estan unidos entre si mediante puentes de
nexina y al par central por brazos radiales. Asociados a los microtubulos periféricos se
encuentran los complejos de dineina, visualizados como brazos externos e internos de los
dobletes (Fliegauf et al., 2007).
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Figura 1. Representacion esquematica de la seccidn transversal de un cilio mévil (Lobo et al., 2015).

Los brazos de dineina estan conectados con las ATPasas, que actiuan como generadoras de
movimiento mediante la hidrdlisis del ATP (adenosin trifosfato). Asi, la dineina estd
directamente relacionada con la funcién motora del cilio y son las espinas radiales las que
determinan la direccion del movimiento (Popatia et al., 2014).

1.2. La enfermedad: Discinesia ciliar Primaria

La Discinesia Ciliar Primaria (DCP) es una enfermedad genética rara que se caracteriza por una
alteracion en el patron de motilidad de las estructuras ciliares y flagelares del organismo, lo cual
genera un déficit en el correcto aclaramiento de las secreciones y detritus de la via aérea
superior e inferior (PCD FOUNDATION, 2002). Se trata de la segunda afeccion congénita mas
comun de las vias respiratorias tras la fibrosis quistica, con una prevalencia estimada en
1/20.000 nacimientos.



1.2.1. Historia

La primera caracterizacion clinica de la DCP se remonta a principios del siglo XX, primero Siewert
(1904) y afios mas tarde Kartagener, que en 1933 describid la triada de sinusitis, bronquiectasias
y situs inversus, conocida mas tarde con el nombre de Sindrome de Kartagener (Escudier et al.,
2009). A mediados de los afos 70, Afzelius observé una alteracién en la ultraestructura ciliar y
un déficit de la movilidad ciliar en pacientes afectos con este sindrome, acufiando el término de
“Sindrome del cilio inmévil”. Posteriormente, se describieron casos en pacientes con esta
condicidn que presentaban la misma clinica, pero cuyos cilios tenian un patrén de movimiento
ineficiente. Fue entonces cuando esta entidad pasé a denominarse “Discinesia ciliar primaria”
(Brown & Witman, 2014).

1.2.2. Clinica

Clinicamente las principales manifestaciones son las derivadas del estasis de secreciones
mucosas e infecciones crénicas en las vias respiratorias altas y bajas debido a la ineficacia del
transporte mucociliar en el tracto respiratorio. Durante la infancia, la enfermedad se expresa
con tos y broncorrea cronica, rinosinusitis cronica, agenesia de los senos frontales y otitis
recurrente (Noone et al., 2004). La infeccion bronquial se inicia precozmente y es la mayor causa
de morbilidad y mortalidad en la DCP. Las bacterias mas comunes en nifios y adolescentes
son Haemophylus influenzae, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae vy
Pseudomonas aeruginosa (Hosie et al., 2014). En la edad adulta se observan complicaciones
como asma, Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) y presencia de bronquiectasias.
Estas ultimas pese a que pueden presentarse en la infancia, es en el adulto cuando se hacen
constantes y marcan el prondstico de la enfermedad (Armengot et al., 2010).

El trastorno de movilidad afecta también al espermatozoide y a los cilios de la trompa de Falopio,
por lo que es comun la esterilidad en los varones y una fertilidad reducida en las mujeres, con
mayor riesgo de embarazo ectépico. Ademds, la ineficacia de los cilios nodales embrionarios
hace que la simetria de los drganos internos se disponga al azar, dando lugar, en
aproximadamente un 50% de estos pacientes, a situs inversus, condicién que junto con la DCP
se conoce como sindrome de Kartagener (Boon et al., 2013).

1.2.3. Genética

La herencia de la DCP es en la mayoria de los casos autosémica recesiva, sin predileccion por el
sexo. No obstante, se han descrito casos de transmisién ligada al cromosoma X, asi como
herencia autosémica dominante (Leigh et al., 2009). Genéticamente, se trata de una
enfermedad muy heterogénea (Bush et al, 2007), pues existe un amplio nimero de mutaciones
qgue pueden originarse en los genes codificantes de las mas de 250 proteinas implicadas en la
conformacion de la estructura del cilio, ensamblaje y regulacion del movimiento ciliar. Hasta la
fecha, se han identificado 32 mutaciones relacionadas con la enfermedad (Kim et al., 2014). De
ellas, las mas ampliamente estudiadas se encuentran en los genes DNAH5 (cromosoma 5p15.2)
y DNAI1 (cromosoma 9p13.3), que codifican para los brazos externos de la dineina y se han
detectado en un 25% de los pacientes con DCP (Lobo et al., 2015).



1.2.4. Diagndstico

El diagndstico de la enfermedad, se basa en la suma de las caracteristicas clinicas descritas,
ademas del andlisis de la estructura y funcién ciliar, puesto que puede haber estructura normal
con funcidn alterada. Sin embargo, la heterogeneidad del cuadro clinico dificulta y retrasa el
diagnéstico, pudiéndose confundir con otras enfermedades respiratorias crénicas. Por ello, el
estudio de un paciente con sospecha de DCP debe incluir la exclusidon de otros diagndsticos
diferenciales, como fibrosis quistica e inmunodeficiencias (Strippoli et al., 2012).

Inicialmente, los pacientes son sometidos a distintos test de cribado. La prueba mas
extensamente utilizada en clinica es el test de NO nasal exhalado, parametro que ha demostrado
encontrarse disminuido en la mayoria de pacientes con DCP (Marthin et al., 2011). Asimismo, se
realiza un analisis de la funcién ciliar a partir de una muestra de células ciliadas del epitelio nasal,
empleando un microscopio dptico acoplado a una cdmara de video digital de alta resolucién que
permite detectar cualquier alteracidn ciliar mediante el estudio de la frecuencia de batido y su
patrén de movimiento (Armengot et al., 2012). Por ultimo, se estudia la ultraestructura ciliar
con microscopia electrdnica, ya que la presencia de modificaciones esta ligada a defectos en la
funcién (Chilvers et al., 2003). Los defectos ciliares mas frecuentes son los déficits de dineina,
pudiendo deberse a una ausencia total (15% de los casos), asociada a inmovilidad, o Unicamente
de los brazos externos (40% de los casos), asociada a discinesia (Knowles et al., 2013). Otras
alteraciones menos prevalentes incluyen ausencia de los brazos radiales, agenesia de los
microtubulos centrales y transposicion ciliar (Ferkol et al., 2006).

Figura 2. Alteraciones ultraestructurales mas frecuentes en la dicinesia ciliar primaria, observadas al
microscopio electrénico: a) cilio normal; b) déficit de brazos externos e internos de dineina; c) ausencia
de microtubulos centrales; d) desorganizacion tubular (Lucas et al., 2015).



1.2.5. Tratamiento

Actualmente, no se dispone de ningun tratamiento farmacoldgico que permita recuperar la
normalidad del batido ciliar. No obstante, ciertas medidas terapéuticas contribuyen a mejorar
la evolucién de la enfermedad, asi como disminuir su morbilidad. Se basan en la monitorizacidn
periédica del estado general, controlando la funcidn respiratoria y auditiva, el drenaje de las
secreciones mediante fisioterapia y ejercicio fisico y el empleo de antibidticos para el
tratamiento de las infecciones de las vias aéreas (Armengot et al., 2010).

1.3. Estrés oxidativo

1.3.1. Produccidn de especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno

Como consecuencia del metabolismo aerobio celular y la exposicion a determinados agentes
externos como las radiaciones ionizantes, la luz ultravioleta o el humo del tabaco, se generan en
las células especies reactivas del oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species) (Domej et al., 2014).
Las ROS son compuestos derivados de la molécula de oxigeno (O,) por reduccidn quimica parcial,
e incluye tanto a los radicales libres, moléculas reactivas caracterizadas por tener un electrén
desapareado en su capa mas externa, como a especies no radicales derivadas de estos ultimos.

La primera especie reactiva de oxigeno generada en los sistemas bioldgicos es el anidn
superoéxido (-02), que debe su inestabilidad a la reaccion de dismutacion del -0, a perdxido de
hidrégeno (H,0,), altamente favorable. El H,0; a diferencia del anterior, no es un radical libre y
por ello es mas estable. Sin embargo, en presencia de metales de transicion puede dar lugar al
radical hidroxilo (OH"), molécula extremadamente reactiva y tdxica que puede reaccionar con
acidos grasos poliinsaturados produciendo los radicales alkoxil (RO) y peroxil (ROO") (Weidinger
& Kozlov, 2015). A su vez, la interaccidon de diversos ROS con derivados del nitrégeno puede
resultar en la generacién de especies reactivas de nitrogeno (RNS, Reactive Nitrogen Species),
entre las que se encuentra el dxido nitrico (NO) el didxido de nitrégeno (NO3') y el peroxinitrito
(ONOO) (Le Bras et al., 2005).

En los organismos superiores, la produccién de ROS y RNS puede tener origen en cualquier
compartimento celular, si bien, la fuente enddgena de especies reactivas mas importante es la
mitocondria. Este organulo es el principal responsable del aporte energético a la célula a través
de la fosforilacién oxidativa. En este proceso, la energia de oxidacién derivada durante la
reduccion del O; en la cadena de transporte de electrones, genera un gradiente electroquimico
de protones a través de la membrana mitocondrial interna (AWm: potencial de membrana
mitocondrial) que permite la sintesis de ATP. Sin embargo, cuando este potencial es elevado, se
produce un enlentecimiento del flujo electréonico a través de la cadena respiratoria,
favoreciendo la reduccion parcial del oxigeno con la consiguiente formacion de ROS (Figueira et
al., 2013).

Asimismo, cualquier sistema enzimatico con capacidad oxidativa puede generar ROS como
subproductos de la reaccién de transferencia electronica. Este es el caso del citocromo p450 (en
el reticulo endoplasmatico), la xantina oxidasa (en los peroxisomas) o la NADPH oxidasa (en las
membranas plasmaticas de los leucocitos), entre otras (Weidinger & Kozlov, 2015).
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Figura 3. Fuentes de produccién de ROS y RNS en la célula (Figueira et al., 2013).

1.3.2. Sistema de defensa antioxidante

Las ROS desempefian un papel fisiolégicamente importante en el organismo, pues son
necesarias para la produccion de energia, la sintesis de compuestos biolégicamente esenciales
y la fagocitosis. Ademas, juegan un papel vital en la transduccién de sefiales, de gran importancia
para la comunicacidn y funcion de las células. No obstante, una produccion incontrolada de ROS
puede convertirse en fuente de enfermedad, dado que estas especies dafian las estructuras de
las macromoléculas (lipidos, proteinas y acidos nucleicos) para estabilizarse, causando
alteraciones en los procesos celulares que regulan su fisiologia y metabolismo (Alfadda & Sallam,
2012).

Con objeto de prevenir los efectos lesivos de la produccion in vivo de ROS y RNS, la evolucién ha
dotado a los organismos superiores de un sistema de defensa antioxidante complejo y eficaz.
Este sistema estd constituido por un grupo de sustancias que, al estar presentes en
concentraciones bajas con respecto al sustrato oxidable, retrasan o previenen
significativamente la oxidacidon de este, actuando asi como eliminadoras (scavengers) y
reparadoras del dafio producido (Elejalde, 2001). Entre estos se incluyen sistemas enzimaticos
antioxidantes capaces de metabolizar los ROS, como la superéxido dismutasa (SOD) que cataliza
la dismutacion de -0, a H,0,, la catalasa (CAT) y la glutatién peroxidasa (GPx) que catalizan el
metabolismo de H,0, a H,O + O,. De ellos, el sistema del glutatién constituye uno de los
mecanismos de defensa antioxidante intracelular mas importantes. En el proceso de
detoxificacion del H,0,, la GPx consume por oxidacién el glutatién reducido (GSH), principal
molécula antioxidante soluble y este queda en su forma oxidada (GSSG). Asi, es la glutation
reductasa (GRx) la encargada de regenerar el tripéptido en su forma reducida, empleando el
coenzima nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido (NADPH) como dador de
electrones (Pamplona & Costantini, 2011).
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Figura 4. Formacion de ROS y eliminacidn por mecanismos enzimaticos antioxidantes (Kurz, et al., 2004).

A su vez, conforman la defensa antioxidantes no enzimaticos, entre los que se encuentra un
extenso conjunto de moléculas producidas de forma endégena, como el GSH, la coenzimaQ10
o proteinas como la transferrina y la ceruloplasmina, y moléculas exdgenas, suministradas en la
dieta, como la vitamina E, vitamina C, cofactores (Se, Zn, Mn) y compuestos naturales como
carotenoides y flavonoides (Gupta et al., 2014).

1.3.3. Desbalance del sistema oxidante — antioxidante

En el cuerpo humano, es necesario preservar un balance constante entre la produccién de
factores pro-oxidantesy los sistemas de defensa antioxidantes. No obstante, cuando se produce
una ruptura del equilibrio a favor de los primeros, bien debido a un incremento de los niveles
de radicales y especies reactivas o, por el contrario, a un déficit de las defensas antioxidantes,
se produce un estado de estrés oxidativo (Le Bras et al., 2005).

Este induce en la célula efectos toxicos resultantes del dafio a las macromoléculas (Alfadda &
Sallam, 2012). La peroxidacioén lipidica por los radicales libres resulta en una reaccion en cadena
en la que la oxidacién de un acido graso desencadena una serie de reacciones oxidativas, que
traen consigo el dafo a estructuras ricas en acidos grasos poliinsaturados y con ello la alteracion
de la permeabilidad de la membrana celular. Por su parte, las proteinas expuestas a ROS pueden
sufrir dos tipos de modificaciones quimicas. Son, en la mayoria de los casos, de tipo irreversible
y estan asociadas con la pérdida permanente de la funcién, como son la carbonilacién
(formacidn de aldehidos y cetonas), la nitracidn, la formacion de enlaces proteina-proteina o la
ruptura de enlaces peptidicos. Las segundas, reversibles, se producen normalmente en cisteinas,
y pueden activar una funcién proteica o proteger al residuo de la oxidacién (Diaz-Acosta &
Membrillo-Hernandez, 2006). De manera similar, la accidon oxidativa sobre el ADN conlleva
fendmenos de mutagénesis que ponen en compromiso su estructura y que de no ser reparado
a tiempo puede transmitirse a las células hijas.

Todo ello provoca una alteracion de la homeostasis que ha de ser restaurada. La degradacién de
los lipidos y las proteinas oxidadas se produce mediante los mecanismos de recambio celular
normales, y de igual forma, el ADN dafiado ha de ser reparado. Asi, la célula actua reparando



dichas lesiones, activando diversos puntos de control del ciclo celular y en ultima instancia
induciendo mecanismos de muerte celular, como la necrosis y la apoptosis.

En el proceso de necrosis hay un desencadenante téxico o patolégico, que afecta a la viabilidad
de numerosas células vecinas. Ademas, se produce rotura de la membrana plasmatica, con la
consiguiente liberacion de material citoplasmatico y escape al exterior de elementos tdxicos que
contribuyen a la aparicidén de procesos inflamatorios. Por su parte, el mecanismo apoptético es
programado y Unicamente afecta a determinadas células. Conlleva compactaciéon de la
cromatina, fragmentacién del ADN y formacién de cuerpos apoptdticos por condensacién del
citoplasma. Sin embargo, en este caso no hay pérdida de integridad de la membrana, salvo un
cambio en la simetria, que lleva a las células a exponer en la superficie algunos fosfolipidos como
la fosfatidil serina que favorecen la digestidon de los cuerpos apoptéticos por fagocitosis, sin
desencadenar una respuesta inflamatoria (Zhang et al., 1997).

[ Oxidative Homeostasis ]

T APOPTOSIS )

Figura 5. Efectos bioldgicos del dafio oxidativo causado por ROS (Behera et al., 2014).

1.3.4. Relacién de estrés oxidativo y enfermedad

La inflamacién es una respuesta del organismo ante la exposicion a agentes infecciosos o
estimulos antigénicos. En el proceso inflamatorio, las células fagociticas como los neutroéfilos y
los macréfagos, y las no fagociticas como los linfocitos, producen grandes cantidades de ROS y
RNS para sefializar y eliminar dichos agentes (Biswas, 2016). No obstante, si el proceso
inflamatorio es ineficiente y se hace crénico, se transforma en un proceso fisiopatoldgico que
conlleva una produccidon desproporcionada de especies reactivas y, por consiguiente, estrés
oxidativo, que puede derivar en un incremento del riesgo a desarrollar enfermedades crénicas.
De hecho, el estrés oxidativo induce la activacion de factores de transcripcion que producen
mediadores de la inflamacién, lo que supone un agravamiento de la respuesta inflamatoria (Lee
et al., 2015).

En estudios previos, se ha revelado la estrecha relacién de ambos procesos fisiopatoldgicos por
presentarse de manera conjunta en multiples enfermedades, que incluyen pero no se limitan a
la aterosclerosis, enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer), enfermedades
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cardiovasculares, diabetes, cancer y envejecimiento (Elejalde, 2001). Esto pone de manifiesto la
necesidad de describir las caracteristicas fisioldgicas celulares que puedan incidir en la expresién
clinica de las patologias.

En el caso de la presente enfermedad, el estudio de la inflamacién e infeccién de las vias
respiratorias en pacientes con DCP ha permitido determinar mecanismos de dafio tisular,
midiendo neutréfilos leucotrienos (LT) B4 e interleucina (IL) -8, asi como el marcador de estrés
oxidativo 8-isoprostano, demostrandose que el estrés oxidativo, se haya incrementado en el
condensado de aire exhalado de nifios enfermos (Zihlif et al., 2006); sin embargo, nunca se ha
determinado en el tejido propiamente afectado.

Se plantea de esta manera la necesidad de evaluar el perfil oxidativo de las células que
componen el epitelio respiratorio, a fin de descifrar su papel en el proceso inflamatorio
caracteristico de la enfermedad. Ademas, la dificultad que presenta el diagndstico de la
enfermedad es determinante para muchos pacientes, que aln permanecen sin diagnosticar, lo
que hace necesario plantear si el estrés oxidativo puede contribuir como herramienta en la
deteccion de este proceso.

Para ello es preciso determinar las especies reactivas que se generan en dichas células, asi como
evaluar su funcién mitocondrial como posible fuente de produccion. Debido a la elevada
reactividad y la relativa inestabilidad de los ROS y RNS, su deteccidén en los sistemas bioldgicos
resulta costosa (Domej et al, 2014). Por ello, la determinacion de estas moléculas se realiza a
menudo de forma indirecta, valorando la generacién de productos finales de la reaccién de los
ROS/RNS con componentes celulares, que servirdn como marcadores del grado de oxidacion.
Entre estos se encuentran los productos de la peroxidacion lipidica, los grupos carbonilo de la
oxidacion de las proteinas y la base modificada 8-oxo-2’-deoxiguanosina (8-OHdG) como
producto de la oxidacion del material genético.



2.0BJETIVOS




El objetivo principal es determinar mediante citometria de flujo el perfil oxidativo en condiciones
basales de las células ciliadas del epitelio respiratorio nasal de pacientes con sindrome de
Discinesia Ciliar Primaria.

Por otro lado también se comparara el perfil oxidativo en (i) un grupo de voluntarios sanos, (ii)
un grupo de pacientes con Discinesia Ciliar Primaria y (iii) un grupo de pacientes con sospecha
clinica de la enfermedad, pero con diagnédstico negativo para la patologia (DCP-like), todos ellos
ajustados por edad y sexo.



3.MATERIALY
METODOS




Este estudio se llevd a cabo gracias a la colaboracién de la Unidad de Neumologia infantil y
Fibrosis Quistica del Servicio de Pediatria del Hospital Clinico Universitario de Valencia (HCUV),
el Servicio de Otorrinolaringologia del Hospital General Universitario de Valencia (HGUV) y el
laboratorio de Fisiologia de la UCIM (Unidad Central de Investigacion de Medicina) en el Instituto
de Investigacidn Sanitaria INCLIVA.

3.1. Aspectos éticos

El proyecto fue aprobado por los Comités Eticos de Investigaciéon del HCUV y del HGUV, que
establecieron su conformidad ante el estudio alegando el cumplimiento de informacidn a los
pacientes, asi como la confidencialidad de las muestras y bases de datos, de acuerdo a los
criterios éticos para la investigacion médica y biomédica establecidos en la Declaracién de
Helsinki de la Asamblea Médica Mundial (Anexos | y Il). Los participantes, tanto mayores como
menores de edad, en este caso acompafiados de sus padres/tutores, fueron correctamente
informados acerca del estudio y su voluntad de participacién se aceptd formalmente con la firma
del consentimiento informado, hoja en la que se detallan los objetivos del estudio, asi como las
condiciones que derivan de su participacion (Anexo lll).

3.2. Anamnesis y evaluacion general

Los médicos se encargaron de recoger la firma del consentimiento informado de cada uno de
los participantes del estudio, asi como la historia clinica y datos exploratorios. El médico
otorrinolaringélogo realizé la obtencion de las biopsias de los pacientes y los controles, que
posteriormente fueron recogidas y trasladadas hasta el laboratorio donde tuvo lugar el
desarrollo del proyecto.

3.3. Poblacion de estudio

Para el estudio se seleccionaron un total de 18 participantes del Servicio de Pediatria del HCUV
y del Servicio de Otorrinolaringologia del HGUV, que se distribuyeron en tres grupos de 6
atendiendo a los criterios de inclusidn y exclusidon que se describen a continuacion.

Criterios de inclusidn:

1. Voluntarios sanos: Sin clinica respiratoria bronquial, enfermedad local o sistémica,
alergias ni rinosinusitis; no fumadores.

2. Pacientes con DCP: Signos y sintomas propios de la enfermedad, clinica desarrollada
caracterizada por tos productiva crénica, rinorrea crdnica, con o sin distrés neonatal,
“situs inversus” o bronquiectasias. Con diagndstico confirmado.

3. Pacientes DCP-like: Con sospecha clinica de DCP pero con pruebas diagndsticas
negativas especificas para la enfermedad (funcién ciliar normal).

Criterios de exclusioén:

Estos se extienden a los tres grupos mencionados anteriormente e incluyen: presentar o haber
presentado en los 3 meses previos artritis reumatoide, lupus eritematoso, enfermedad
inflamatoria intestinal, diabetes mellitus y neoplasias, o cualquier tipo de cirugia; haber
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realizado ejercicio fisico intenso en los 4 dias anteriores a la toma de la muestra o haber
consumido terapias antioxidantes en los 3 meses previos a dicha toma.

3.4. Obtencidn de células del epitelio nasal humano

La toma de muestra de células del epitelio respiratorio se realiz6 ambulatoriamente, mediante
un curetaje nasal, un raspado suave efectuado en el cornete nasal medio, puesto que es un area
de facil acceso en el que existe una alta densidad de células ciliadas. Se trata de una técnica
minimamente invasiva, indolora, rapida y sin riesgo de efectos secundarios, que puede
efectuarse sin necesidad de aplicar anestesia local y ademds ofrece a posibilidad de repetir la
extraccidn tantas veces como se desee (Bukowy et al., 2011).
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Figura 6. Epitelio respiratorio pseudoestratificado: a) localizacion en las vias respiratorias; b) localizacion
en la cavidad nasal (Bukowy et al., 2011).

3.5. Medidas por citometria de Flujo

La citometria de flujo es un método de andlisis celular multiparamétrico que permite la medicion
de ciertas caracteristicas fisicas y quimicas de las células o particulas suspendidas en un fluido,
qgue producen una sefial de forma individual al interferir con un rayo de luz. El impacto de cada
célula con el rayo de luz produce sefiales que corresponden a distintos parametros de la célula
y que son recogidos por distintos detectores.

El principio de esta tecnologia conocida como Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) se basa
en el paso de las células en suspensidn, de manera alineada e individualizada, por un haz
luminoso que provoca que cada célula, a la vez que dispersa la luz, emita fluorescencia como
resultado de la excitacidn con ldser a la que es sometida. Asi, la informacidn puede agruparse
en:

1. Forward scatter (FSC), sefial resultante de la dispersion frontal de la luz y cuya magnitud
es aproximadamente proporcional al tamafio celular.

2. Side scatter (SSC), sefal procedente de la dispersidn lateral que es proporcional a la
cantidad de estructuras granulares o a la complejidad de la célula.
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3. Intensidad de fluorescencia, resultante del marcaje especifico de las células con
fluorocromos que son excitados hasta emitir a una longitud de onda mayor que la de la
fuente de luz.

Esta combinacién de luz dispersada y fluorescencia es recogida por los detectores, que se
encargan de transformar las sefiales luminosas en impulsos eléctricos, que se amplifican y
posteriormente son digitalizadas para su procesamiento e interpretacién con un software de
analisis.

Data processing
(computer)

Flow cel

Detectors (different
colors)

Figura 7. Representacion esquematica de los elementos que componen un citdmetro de flujo (Fuente:
www.biotechspain.com/es/tecnica.cfm?iid=1104a tecnica citometra; visto el 10 de marzo de 2016).

Todos los ensayos de citometria se realizaron en el citémetro de flujo FACSVerse (BD
Biosciences), excepto el ratio Lipidos oxidados/Lipidos reducidos (Lox/Lred), que se llevé a cabo
en el citdmetro FACSAria lll de BD. Los programas utilizados para la adquisicion de datos fueron
el BD FACSSuite, en el caso del primer citémetro, y BD FACSDiva 4.0 para el citdmetro FACSAria
lIl. El programa utilizado para el analisis de los datos fue el FLOWJO Version 10.1, en el que los
resultados se expresan como unidades de fluorescencia.

3.5.1. Pretratamiento de la muestra

La biopsia se transporté en tubo eppendorf con 1 mL de medio de cultivo Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) en hielo (42C). Previo a la medida en el citémetro fue necesario el
tratamiento de la muestra. Primero se centrifugd a 400xg, 42C durante 5 minutos. Tras ello se
descarté el sobrenadante y se resuspendid en 1 mL de Bronchial Epithelial Cell Growth Medium
(BEGM) (Lonza) y 10 uL de 100x DNasal y se incubd la muestra 20 minutos a temperatura
ambiente con objeto de favorecer la disgregacién de las células. Por ultimo, se centrifugd
nuevamente a 400xg, 42C, 5 minutos, se elimind el sobrenadante y se resuspendid en 600 L del
medio RPMI 1640 de Gibco (Grand Island, NY, USA). Toda la metodologia empleada se basa en
el trabajo de Milller et al. (2013).
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3.5.2. Analisis citométrico de la muestra

Inicialmente se filtré la muestra con un filtro estéril para eliminar la presencia de agregados
celulares que pudieran impedir el paso de fluido en el citémetro y se realizé el contaje de las
células existentes en la muestra.

a) ldentificacion de la poblacién con anticuerpo

Serealizé la identificacion del tipo celular de interés, pues este tejido estd formado por tres tipos
de células: células basales o células madre del epitelio, células caliciformes o secretoras de moco
y células ciliadas. Para la identificacion de la poblacién de células ciliadas en la muestra se siguio
el protocolo de Hajj et al. (2007) y se efectud una tincién fluorimétrica con el anticuerpo
monoclonal IgG1 CD151 (concentracion stock 0,75 mg/mL) (Alexa Fluor® 647, Novus Biologicals),
especifico de la proteina transmembrana tetraspanina CD151 presente en células basales.

b) Medida de muerte celular

Se analizé el nivel de muerte celular con el Kit de detecciéon de apoptosis Annexin V de
Immunostep. La anexina V es una molécula incapaz de difundir a través de la membrana, que
ademads muestra gran afinidad por la fosfatidil serina. Asi, las células marcadas con anexina V
son las que se encuentran en apoptosis. Ademds, acompafada de una tinciéon con Yoduro de
Propidio (IP), es posible evaluar el estado de integridad de la membrana, lo que permite
distinguir si la célula se encuentra en una etapa temprana de muerte celular, o por el contrario,
una etapa tardia con presencia de necrosis. De esta manera, el marcaje de las células con ambos
fluorocromos permitié distinguir en la muestra las células vivas (negativas para ambos), en
apoptosis temprana (positivas para anexina V y negativas para IP) y muertas (positivas para
ambos) (Zhang et al., 1997).

Figura 8. Mecanismo bioldgico del marcaje de células en apoptosis con anexina V e IP (Fuente:
http://stmichaelshospitalresearch.ca/staff-services/research-facilities/facilities/flow-cytometry-
core/cell-viability-apoptosis/; visto el 20 de febrero de 2016).
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Se calculé un volumen de muestra correspondiente a 12.000 células y se completd hasta 100 pL
con medio RPMI 1640. A la muestra se afiadieron: 100 uL de tampdn Annexin V Binding Buffer
(pH 7,4) diluido 1:10 con PBS, 5 pL de Annexin V' y 5 uL de IP. Las células se incubaron durante
15 minutos a temperatura ambiente y oscuridad. Tras el periodo de incubacién se agregaron de
nuevo 300 pL de la solucion tampdn 1:10.

c¢) Medida de pardmetros de estrés oxidativo en condiciones basales
Se realizaron las medidas correspondientes a diferentes parametros de estrés oxidativo y se

dividio la muestra en siete alicuotas. Se calculd el volumen de muestra necesario para disponer
8.000 células por tubo y se completd hasta un volumen final de 250 pL con medio RPMI 1640.

Tabla 1. Protocolo de marcaje fluorométrico para la medida de parametros de estrés oxidativo en
condiciones basales.

Tubo Parametro Fluorocromo Cana! de
medida
ey :
1 0.63 pL [240.00 uM]
L, . C . DCF FITC
Perdxido de hidrégeno (H203) 0.63 L [1.00 mg/mL]
Anion superoxido total (-O; total) HE 7AAD
) 0.63 plL [1.00 mg/mL]
CMF FITC
| ., . H
Glutation reducido (GSH) 0.63 L [10.00 pM]
- P DAF FITC
3 Oxido nitrico (NO) 0.20 L [1.25 mM]
4 Anidén superdxido mitocondrial MitoSOX ZAAD
(-O2mitocondrial) 0.32 uL [0.50 mM]
. . Mitotracker Green FITC
5 Masa mitocondrial 1.95 L [1.00 mM]
, . FTC FITC
6 Proteinas carboniladas 0.20 L [1.00 mM]
BODIPY
7 Lox/Lred 0.20 L [1.00 mM] PE/APC

El ensayo para la deteccion del AWm se analizd utilizando tetrametilrodamina (TMRM) de
Molecular Probes de Life Technologies (Eugene, Oregon, USA), una sonda fluorescente que se
acumula en el interior de las mitocondrias funcionales que presentan un potencial de membrana
intacto. Asi la sefal de fluorescencia es directamente proporcional a la funcionalidad
mitocondrial (Scaduto & Grotyohann, 1999). La oxidacion de la 2’-7’-diclorofluorescina (DCFH)
de Molecular Probes de Life Technologies (Eugene, Oregon, USA) al compuesto fluorescente
verde 2’-7’- diclorofluoresceina (DCF) por la presencia de H,0, permite utilizar esta reaccién
como indicador especifico de la formacidn de esta especie reactiva. El -0, total se evalud con
hidroetidina (HE) de Molecular Probes de Life Technologies (Eugene, Oregon, USA), compuesto
fluorogénico que se oxida por el idn superdxido convirtiéndose en etidio y emite fluorescencia
en rojo (Kalyanaraman et al., 2012). El GSH se midié con clorometilfluoresceina (CMF) de
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Molecular Probes de Life Technologies (Eugene, Oregon, USA), indicador fluorescente del estado
reducido de los tioles intracelulares. El nivel de NO se analizd mediante la sonda
diaminofluoresceina (DAF) de Molecular Probes de Life Technologies (Eugene, Oregon, USA),
compuesto no fluorescente que tras la reacciéon con NO forma un compuesto fluorescente, el
benzotriazol. La deteccidn de -0, mitocondrial se realizdé con MitoSOX de Molecular Probes de
Life Technologies (Eugene, Oregon, USA), colorante fluorogénico que se dirige especificamente
a las mitocondrias de células vivas y se oxida rdpidamente por superdxidos, y no por otros
sistemas de generacién de ROS, emitiendo fluorescencia en rojo tras unirse con los acidos
nucleicos (Mukhopadhyay et al., 2007). La masa mitocondrial se midié con Mitotracker Green
de Molecular Probes de Life Technologies (Eugene, Oregon, USA), una molécula fluorescente,
qgue se acumula selectivamente en la mitocondria por unidn covalente a proteinas con grupos
tiol libres, emitiendo fluorescencia en verde. Los niveles de oxidacidn proteica se midieron
usando fluoresceina 5-tiosemicarbazida (FTC) de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), una
molécula que emite fluorescencia verde en presencia de grupos carbonilo de las proteinas. Por
ultimo, para calcular el nivel de peroxidacion lipidica, se empled el marcador fluorescente
BODIPY de Molecular Probes de Life Technologies (Eugene, Oregon, USA), caracterizado por
cambiar de la emisién en rojo a la emisidén en verde en presencia de oxidacidn, que permite
determinar el ratio Lox/Lred.

Tras el marcaje con los fluorocromos, las muestras 1, 2, 3, 4, 5y 6, se incubaron 20 minutos a
37°C. Cinco minutos antes de terminar el periodo de incubacion se afiadié a cada tubo 0,20 uL
de 2-(4-diaminofenil)-H-indol-6-carboxamidina (DAPI) (concentracion stock de 1,00 mg/mL), un
marcador nuclear que se emplea para seleccionar la poblacidn de células vivas en la muestra. La
muestra correspondiente al tubo 7 se incubd durante 30 minutos a 372C.

3.6. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd con el software GraphPad Prism (versién 6.01). Se verifico la
normalidad de los datos con el test de Shapiro-Wilk. La comparacién de las medias entre los
grupos de variables se realizé6 mediante el test paramétrico ANOVA (analisis de la varianza) y la
comparaciéon entre parejas de grupos se evalué con el test de Tukey. En los grupos que no
presentaron normalidad estadistica, la comparacidn de las medianas se efectud con el test no
paramétrico de Kruskal-Wallis (KW), y para identificar la diferencia entre cada pareja de estudio
se realizd el test de comparaciones multiples de Dunn. Se considerd un p-valor menor a 0,05
significativo estadisticamente. Los datos de las figuras se presentan como media y error estandar
(SEM).
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4. RESULTADOS




4.1. Datos de la poblacion de estudio

En el estudio participaron un total de 18 personas, distribuidas en los tres grupos establecidos:
6 controles sanos, 6 pacientes DCP-like y 6 pacientes con DCP. Los datos correspondientes a la
edad y el sexo de los sujetos de estudio quedan reflejados en la Tabla 2.

Tabla 2. Representacion de las caracteristicas demograficas de la poblacion de estudio, expresadas como
media + SEM y el p-valor de la comparacidn entre grupos.

Control DCP-like DCP
p-valor
N 6 6 6
Edad 12,7 £ 2,06 8,0+1,81 14,6 £ 2,45 0,7455
Sexo M/F 3/3 3/3 4/2 >0,9999

N: numero de muestras. M: Sexo Masculino; F: Sexo Femenino; DCP-like: pacientes con manifestaciones clinicas y
diagndstico negativo para la Discinesia Ciliar Primaria; DCP: pacientes con diagndstico positivo para Discinesia Ciliar
Primaria.

4.2. Confirmacion del tipo celular

El andlisis citométrico se realizé con el software FLOWJO Version 10.1. Los resultados muestran
la poblacidn total de células epiteliales segliin tamafio y morfologiay la poblacion de células vivas
(DAPI') de la muestra marcada con DAPI (Figura 9). El marcaje con el anticuerpo IgG1 CD151
distingue las poblaciones de células ciliadas (CD151°) y basales (CD151*) (Figura 10).
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Figura 9. Identificacidon de la poblacion de células epiteliales totales (a) representadas segun tamafio y
morfologia (FSC-A vs SSC-A) y seleccién de la poblacion de células epiteliales vivas (DAPI") (b) tras el
marcaje de la muestra con DAPI.
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Figura 10. Sorting de la poblacion de células epiteliales nasales vivas: a) el marcaje de la poblacion con el
anticuerpo 1gG1 CD151 separa las células ciliadas (CD1517) y las células basales (CD151%) en el canal Alexa
647- A; b) seleccidn de la poblacién de células ciliadas (P17) y células basales (P18).

4.3. Marcadores de estrés oxidativo

a) Apoptosis y muerte celular

El nivel de muerte celular (Figura 11b) no muestra diferencias significativas entre los grupos de
estudio, salvo una disminucién en el porcentaje de células apoptodticas en el grupo de pacientes
con DCP respecto al resto de grupos, sin que esta diferencia alcance significacién estadistica
(p=0,3896).
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Figura 11. a) Poblaciones de células vivas (PE"/FITC), células apoptdticas (PE"/FITC*), células muertas por
apoptosis (PE*/FITC') y células muertas por necrosis u otros mecanismos (PE*/FITC) tras el marcaje de la
muestra con anexina V (FITC-A) y Pl (PE-A); b) Niveles del porcentaje de células apoptodticas en los
diferentes grupos analizados: controles, pacientes DCP-like y pacientes DCP; representados como media
y SEM y p-valor de la comparacion entre grupos.
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b) Sistema oxidante-antioxidante.

El H,O, (Figura 12a) presenta niveles aumentados en el grupo de pacientes con respecto al grupo
control, aunque sin alcanzar significacidn estadistica (p=0,1721). De igual forma, en la medida
del -O7 total (Figura 12b) se observa un incremento en los pacientes respecto a los controles y
a los DCP-like, sin embargo, sin mostrar diferencia estadistica significativa (p=0,0810). Los
niveles de NO (Figura 13a) no presentan cambios entre los grupos de estudio. La medida del GSH
(Figura 13b) muestra un aumento estadisticamente significativo (p=0,0072) en los pacientes con
DCP respecto al grupo control y un incremento, aunque no significativo, con respecto al grupo
de pacientes DCP-like.
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Figura 12. Niveles de produccion de ROS: H202(a) y Oz (b) en los diferentes grupos analizados: controles,
pacientes DCP-like y pacientes DCP; representados como media y SEM y p-valor de la comparacion entre
grupos.
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Figura 13. Niveles de produccién de NO (a) y GSH (b) en los diferentes grupos analizados: controles,
pacientes DCP-like y pacientes DCP; representados como media y SEM y p-valor de la comparacidn entre
grupos.
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¢) Biomarcadores de dafio oxidativo

No se observan diferencias significativas en los niveles de peroxidacién lipidica (p=0,3712)
(Figura 14a). Los niveles de proteinas carboniladas (Figura 14b) no presentan diferencias entre
los grupos de estudio (p=0,8087).
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Figura 14. Niveles de oxidacion en biomoléculas: Lox/Lred (a) y proteinas carboniladas (b) en los diferentes
grupos analizados: controles, pacientes DCP-like y pacientes DCP; representados como media y SEM y p-
valor de la comparacion entre grupos.

d) Pardametros mitocondriales

El -0, mitocondrial (Figura 15a) muestra una tendencia decreciente en el grupo de los pacientes
respecto al grupo control y al grupo de pacientes DCP-like, sin que los resultados muestren
significacidn estadistica. El AWm mitocondrial (Figura 15b) presenta niveles aumentados en los
pacientes respecto al resto de grupos, mostrando en comparacion al grupo control diferencia
significativa (p=0,0386). Por ultimo, en la medida de masa mitocondrial (Figura 15c) no se
observan diferencias entre los grupos de estudio.
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Figura 15. Niveles de oxidacion mitocondrial: ‘02" mitocondrial (a), AWm mitocondrial (b) y masa
mitocondrial (c) en los diferentes grupos analizados: controles, pacientes DCP-like y pacientes DCP;
representados como media y SEM y p-valor de la comparacidn entre grupos.
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5.DISCUSION




Los pacientes afectos con la patologia de DCP se caracterizan por presentar cilios con un
movimiento de batida ausente o alterado que condiciona el correcto funcionamiento de las
células en aquellos érganos y tejidos que conforman (Lobo et al., 2015). En concreto, la
disfuncién de las células ciliadas presentes en el epitelio respiratorio, impide la correcta
eliminacion de las secreciones mucosas de las vias aéreas, dando lugar a la condicidn
inflamatoria crénica caracteristica de estos pacientes (Noone et al., 2004).

Actualmente el diagnéstico de esta patologia se realiza con mas frecuencia debido al mayor
conocimiento de la enfermedad, asi como a la disponibilidad de mas herramientas para su
deteccion. No obstante, aun permanece infradiagnosticada y carente de tratamiento. Se ha
descubierto que en numerosas enfermedades la inflamacidn comparte una estrecha relacidn
con un estado de estrés oxidativo (Elejalde, 2001). Puesto que el estado inflamatorio de las vias
aéreas se constituye como principal manifestacion clinica en la DCP, resulta de gran importancia
incidir en el conocimiento de las caracteristicas fisioldgicas que presenta el tejido propiamente
afectado, en concreto las células ciliadas que componen el epitelio nasal respiratorio.

De esta manera, se establecié como objetivo la caracterizacién del perfil oxidativo en
condiciones basales de las células ciliadas del epitelio nasal en tres grupos de estudio: controles
sanos, pacientes con DCP y pacientes DCP-like. Estos ultimos son pacientes con sospecha clinica
de la enfermedad, aunque funcioén ciliar normal y por tanto diagndstico negativo.

En base a los resultados obtenidos, se han observado diferencias significativas en dos
pardmetros: GSH y AWm mitocondrial. El primero de ellos, correspondiente a la principal
molécula de la defensa antioxidante, presenta niveles aumentados en el grupo de los pacientes
con DCP respecto al grupo control. El aumento en la produccion del tripéptido tiol sugiere que
la célula experimenta una necesidad de contrarrestar la presencia de un efecto citotéxico. De
hecho, segun indican los niveles de -O; total y H,0; evaluados en los pacientes, se observa una
tendencia al aumento de la produccidn de estas especies, que justificaria la activacion de la
defensa antioxidante. Una observacion similar ocurre en la Enfermedad Pulmonar Obstructiva
Cronica (EPOC), patologia que comparte algunos sintomas clinicos con la DCP, en la que se han
descrito niveles elevados de H,0, asi como un incremento del GSH en el fluido de los lavados
broncoalveolares de los pacientes (Domej et al., 2014).

De este modo, a fin de favorecer el equilibrio de la oxidorreduccién, la célula centraria sus
esfuerzos en producir grandes cantidades de GSH, sustrato que la enzima GPx emplea para
catalizar la conversion del H,0; a H,0 y O,. Y con el objetivo de reciclar el GSH a partir de su
forma oxidada GSSG, se activarian rapidamente las cascadas antioxidantes, en las que la GRx
generaria de nuevo el tripéptido tiol y se restauraria el entorno reductor en la célula (Macnee,
2001).

Al plantear esta hipdtesis, surge la pregunta de si, realmente los altos niveles de produccidn de
GSH son producto de una excelente eficiencia en el sistema de recuperacion de la forma oxidada,
o por el contrario, su formacion atiende a vias de sintesis de novo. Las investigaciones realizadas
por Borzone et al. (2009) en un estudio sobre el metabolismo del GSH, demostraron que tras la
induccion de enfisema pulmonar con elastasa en roedores, estos utilizaban una via alternativa
de sintesis cuando se agotaba el reciclaje de la molécula antioxidante a partir de su forma
oxidada. De esta manera, ante la necesidad de combatir el dafio pulmonar, se excretaba el
acumulo de GSSG y se empleaba una ruta alternativa para restaurar los niveles del tripéptido
tiol, determinada por un aumento en la enzima gamma-glutamilcisteina-sintetasa encargada de
la sintesis de novo del GSH. Asi, para determinar si el sistema del GSH presenta una mayor
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capacidad de sintesis en estas células, seria necesario evaluar la relacion GSH/GSSG, asi como la
actividad de las principales enzimas de sintesis y metabolismo de este antioxidante.

Por otra parte, la medida del AWm mitocondrial presenta niveles aumentados, de forma
estadisticamente significativa, en pacientes con DCP con respecto a los controles. Cualquier
alteracion que afecte a la estabilidad de la cadena respiratoria constituye una importante fuente
de produccién de ROS en la célula, asi se ha descubierto que muchas patologias caracterizadas
por una condicién inflamatoria presentan un AWm mitocondrial inhibido (Beltran et al., 2013).
Sin embargo, contrario a lo anterior, los resultados de este estudio sugieren un aumento de la
velocidad del transporte electrénico mitocondrial, que resultaria en una superproduccion de
ROS ademads de un incremento en la produccién de ATP. Este ultimo podria estar justificado
porque las células pretenden restaurar la movilidad ciliar, caracterizada por ser ATP-
dependiente.

El incremento en la actividad mitocondrial podria explicar el alto nivel de -O; total detectado en
las células de los pacientes, que puede proceder de la mitocondria o bien de otras rutas
intrinsecas a nivel de citosol. Como se describe anteriormente, las mediciones de los niveles de
ROS no presentan significatividad estadistica, sin embargo, si se observan niveles aumentados
de H,O, y ‘O en los pacientes con DCP respecto a los controles. Este aumento podria
correlacionarse con el estado de estrés oxidativo que describieron las investigaciones de Zihlif
et al. (2006) en el condensado de aire exhalado en nifios con DCP, en la que se detectaron altos
niveles del biomarcador de estrés oxidativo 8-isoprostano (8-IP) en comparacién con el grupo
control. El mismo fendmeno en los niveles de ROS se ha descrito en otras patologias de caracter
inflamatorio, como es el caso del estudio realizado por Olveira et al. (2013), en el que se
determinaron niveles incrementados de H,0, y -O; total en pacientes con bronquiectasias, que
coincidirian con los datos observados en el presente estudio.

Por otro lado, se ha analizado el nivel de NO. Este mediador biolégico formado como
consecuencia de la accion de la enzima NO sintetasa, se encuentra en la mayoria de las células
de las vias aéreas, ya sean constitutivas o inflamatorias. Es bien conocido que el nivel de NO en
el aire exhalado de pacientes con DCP se encuentra disminuido de manera notable y por ello su
empleo como herramienta para el diagndstico se ha extendido ampliamente en la practica
clinica (Walker et al., 2012). En el presente estudio, los resultados obtenidos en la medida de
este pardmetro presentan cierta controversia con lo anteriormente descrito, pues no se
observan diferencias significativas entre el grupo de pacientes con DCP y el grupo control. No
obstante, se han encontrado casos de pacientes con DCP que presentaban niveles de NO en aire
exhalado dentro del rango normal e incluso superior, que han puesto en duda la validez del
empleo de esta prueba diagndstica de manera aislada (Marthin y Nielsen, 2011).

Es posible que los valores de NO que presenta el grupo de pacientes, y que distan de parecerse
a aquellos establecidos en los test diagndsticos positivos para la DCP, encuentren su explicacion
en la condicidn de obstruccién al flujo aéreo caracteristica de la enfermedad. Se han observado
niveles de NO elevados en el esputo de pacientes con fibrosis quistica, que sugieren la
posibilidad de que esta molécula quede atrapada en las secreciones mucosas que se acumulan
en exceso en las vias respiratorias, dificultando su difusién intraluminal, al tiempo que reacciona
con otras especies reactivas para formar nitritos/nitratos (Ho et al., 1998). Los trabajos
realizados por Bush et al. (2006) demostraron una gran similitud en las propiedades biofisicas
del esputo de pacientes con DCP y pacientes con fibrosis quistica, indicando presencia de mayor
inflamacién en los primeros. Asi, podria establecerse que cuanto mayor es la produccién de
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moco, menor es la concentracién de NO en el condensado de aire exhalado y mayor la de
nitratos (Palop-Cervera et al., 2009). No obstante esto debera ser confirmado en posteriores
estudios.

En referencia a los niveles de proteinas carboniladas y lipidos peroxidados, no se observan
diferencias entre el grupo de pacientes con DCP y el grupo control. La aparente ausencia de dafio
en las biomoléculas podria explicar que las células presenten un sistema antioxidante que
favorece su protecciéon ante el exceso de especies reactivas. Esto es, que la actividad
antioxidante del GSH podria priorizar la proteccion de las biomoléculas en lugar de la
neutralizacion de las ROS, encontrando ademds un mecanismo de almacenamiento que ayudase
a preservar los niveles de GSH intracelulares. Esto lo llevaria a cabo mediante la modificacion
postraduccional reversible S-glutationalizacién, mediante la que protege los grupos tiol cisteina
de las proteinas de sufrir oxidacion irreversible (Dalle-donne et al., 2007). Como se ha observado
en previas investigaciones (Peltoniemi el al., 2006), la enzima glutaredoxina (Grx), encargada de
reducir las proteinas glutationiladas a fin de devolverles su funcién y restaurar los niveles de
GSH, presenta elevados niveles en los macréfagos alveolares de los pacientes con EPOC. Esto
sugiere que, ante condiciones de oxidacién, esta puede ser una via adoptada por los mecanismos
antioxidantes para la proteccién de las proteinas, y seria de interés medir en las células de estos
pacientes.

Asimismo, no se han encontrado diferencias en los niveles de apoptosis entre pacientes y
controles. Por tanto, a falta de evaluar el dafio oxidativo en el DNA, los resultados obtenidos
parecen sefialar que el sistema antioxidante desempefia una importante funcién de proteccidn
en estas células.

Los resultados referentes a la medida de los parametros mitocondriales ‘O, y masa
mitocondrial, no presentan diferencias significativas. Aun asi, se observa una disminucién en el
-0, mitocondrial de los pacientes, que quiza atienda a una rapida exportacién de esta especie
reactiva al citosol o a un eficiente sistema de defensa antioxidante mitocondrial. En cuanto a lo
ultimo, podria establecerse que, la diferencia de superdxido a ambos lados de la membrana
mitocondrial se deba a una diferente actividad de las isoformas SOD que catalizan su
dismutacién (Le Bras et al., 2014). De esta manera, la enzima mitocondrial manganeso (Mn)-
SOD podria presentar una actividad mas elevada que la enzima citoplasmdtica Cobre- Zinc
(Cu/Zn)—SO0OD, ayudando asi a mantener la integridad del organulo energético, tal y como parece
indicar el nivel de masa mitocondrial de los pacientes.

Adicionalmente, se evalud el grupo de pacientes DCP-like. Los resultados obtenidos en este
grupo no presentan diferencias significativas en la medida de ninguno de los parametros con
respecto al grupo control. De ello podria deducirse que, a pesar de la similitud fenotipica de este
grupo like con los pacientes DCP, las diferencias a nivel celular descritas por una funcién de
movilidad ciliar normal en los primeros, pueden explicar que se hayan encontrado caracteristicas
fisioldgicas tan similares al grupo con células sanas.

Resulta preciso subrayar que debido a que la DCP es una enfermedad considerada como “‘rara”’,
esto ha supuesto una importante limitacién en el desarrollo del proyecto. Dada la baja
prevalencia con que se presenta en la sociedad, la dificultad en el reclutamiento de pacientes
ha condicionado el tamafio muestral del estudio y con ello la obtencién de resultados
significativos. Por otra parte, el volumen de muestra del que se ha dispuesto en ocasiones ha
resultado insuficiente para el disefio experimental empleado en este estudio. Esto ha impedido
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alcanzar el nimero de células necesario para efectuar la medida de todos los parametros,
obligando a analizar un mayor nimero de pacientes y controles para validar los resultados.

Para continuar este trabajo, seria de gran interés profundizar en el estudio del perfil oxidativo
para comprobar la validez de las hipétesis que se han planteado de acuerdo a los resultados
obtenidos. Sin embargo, esta tarea requiere trabajar con mayores cantidades de células. Por ello
seria de gran utilidad desarrollar cultivos primarios de células epiteliales nasales mediante la
técnica interfaz aire-liquido (ALl) (Mduller et al., 2013), que permite simular in vitro las
condiciones del epitelio nasal in vivo y asi amplificar en gran medida la poblacion de células
obtenidas en la biopsia. De esta manera, podria abarcarse el estudio de un mayor nimero de
parametros de oxidacion, evaluar el estado de dafo oxidativo en la molécula de ADN y estudiar
niveles de expresion enzimatica, que ayudarian a mejorar la comprensién acerca el
comportamiento del sistema de defensa antioxidante de las células de estos pacientes.
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6. CONCLUSIONES




En vista de los resultados obtenidos, pueden extraerse una serie de conclusiones, que se
describen a continuacion.

Las células ciliadas del epitelio nasal de pacientes con DCP presentan un incremento en el AWm
mitocondrial respecto a los controles, sugiriendo una posible sobreproduccién de ATP para
tratar de reparar la deficiencia de la funcién motora ciliar que caracteriza la enfermedad. La
alteracién en la cadena de transporte de electrones propone a este orgdnulo como posible
fuente de produccién de ROS en los pacientes con DCP, que manifiestan niveles de -O; total y
H,0, aumentados con respecto al grupo control. No obstante, se observa un aumento
estadisticamente significativo en los niveles de GSH en los pacientes, que parece ir dirigido a
contrarrestar el exceso de especies reactivas. La eficacia del sistema de defensa de los pacientes
puede ser responsable de la ausencia de dafo oxidativo en lipidos y proteinas, asi como los
niveles normales de apoptosis en estos pacientes. Por otra parte, no se observan diferencias en
la masa mitocondrial entre los grupos de pacientes y controles, indicando que este organulo
mantiene su integridad. No se han encontrado diferencias significativas en los niveles de -0y
mitocondrial, salvo una ligera disminucién en los pacientes, que podria deberse a un mejor
funcionamiento de la SOD mitocondrial frente a la citosdlica. El NO presenta valores normales
en los pacientes con DCP, que sugieren la existencia de un correcto funcionamiento de las
enzimas que se encargan de su produccion en las células de la via aéreay, sin embargo, que la
disminucién de este radical en el aire exhalado se deba a una retencién en las secreciones
mucosas que se acumulan en las vias respiratorias.

En cuanto al grupo de pacientes DCP-like, este presenta en todos los pardmetros evaluados
niveles similares a los controles, y por consiguiente, diferentes al grupo de pacientes con DCP,
lo que sugiere que, pese a presentar similares manifestaciones clinicas, las diferentes
caracteristicas fisioldgicas se atribuyan a la presencia de movilidad ciliar normal.
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I. Aprobacién del Comité Etico y de Investigacion del Hospital Clinico Universitario de Valencia
para este estudio.

“ GENERALITAT VALENCIANA = —
o e
Hospital Clinic  Universitari DEPARTAMENT CLINIC MALVA-ROSA

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA DEL HOSPITAL CLINIC
UNIVERSITARI DE VALENCIA

D. Manuel Labiés Gomez, Secretario del Comité Efico de Investigacidn Clinica del Hospital Clinic
Universitari de Valencia

CERTIFICA

Que en este Comité, en su reunitn de fecha 28 de enero de 2015, y segln consta an_al al::t_a de_ la
misma, s& han analizado los aspectos éticos y clentificos relacionados al proyecto de investigacion
que lleva por tiulo:

Caracterizacion del estrés oxidativo en células epiteliales nasales de paclentes con
Discinesia Ciliar Primaria.

Qe sera llevado a cabo en el Servicio de Pediatria y cuyo investigador principal es la Dra. Amparo
Escribano Montaner, acordando que redne las caracteristicas adecuadas referentes a informacion
a los pacientes y cumplimiento de los criterios éticos para la investigacion médica y biomédica
establecidos en la Declaracién de Helsinki (Junio 1964, Helsinki, Finlandia) de la Asamblea Médica
Mundial, y sus revisiones (Octubre 1975 Tokio, Japén), (Octubre 1983, Ve necia, ltaha),
{Septiembre 1989, Hong Kong), (Octubre 1996, Somerset \West, Sudafrica), (Octubre 2000,
Edimburga), (Octubre 2008 Sedl, Corea) y (Octubre 2013 Fortaleza, Brasil) y en la Declaracién
Universal sobre el Genoma Humano y los Derechos del Hombre de la UNESCO y los acuerdos
del Protocole Adicional del Consejo de Europa para la proteccion de los Derechos del
Hombre y de la dignidad del ser humano frente a la aplicaciones de la biologia y de Ia
medicina (Paris 12-1-1998, ratificado el 23-7-1599).

Lo que certifico a efectos oportunos.

Valenca, 28 d ro de 2015,

Fdo. : Dr. D. D.
Secretario del

el Labids Gémez
ité Efico de Investigacién Clinica
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1. Aprobacién del Comité Etico y de Investigacidn del Hospital General Universitario de
Valencia para este estudio.

Lanernio Haysital Lrepiral U piverdiars de yokecm

Coanird 1k o lavesigachin Ollalca

APROBACHIN PROYECTOS DE INVESTIGACION
= ANEXD 11 -

Estn CEIC i avaluar an su reunidn de 28 de Febrero de 2015 el Proyacto da Imvestigaciin:

Titulo:

Carpctanzecion dal asirés oxidative en célules epileiales nesales de packntas con
| Disznasia Ciker Pnmana

|
| biigued Armengot Carcaller SanicicUnidad | Oorring
I

lacuena reageck & eala doTUMBNIEZN: |

Ciue ks Hoa de informacadn & Padena y Conzentismiento Inkamedo pressniaco sednen s condicones cxipidas
por esia CEIC, por @nko 58 decde sy APROBACION,

Los miembros que evaluaron esta documentaciin;

Pres idenie (O, Severtanp Maris Basiolin ]
O Erresiz 3l Blorso ) . ]
. Alejardr Moner Gonzales '
Da M Tarsa Jareio Acglan '
Wembros Lege (#a Encama Domisgn Casedn ]
0. Juimax Alapont Péres ]
(e Caimen Sarmin iy Cabore L]
. Aimlonia Battasar Olivas Sesads . 1 X
O D Joel Mewtiond Irercs Migguddan 1
0. D Mol Armengot Cascedar
O, D\ Juiio Corie: Gimann
(ka. Drta. Elenas Rulsa Gomis
O D Guslawe Jean Samps
[Ona. Piar Bleaco Segurea
DO NP Josie Ealant Aguilaia K
(e dres Blasco Cordmliat u

Lierin 1 G| CHI - DAY

31



e

i
.
¥

Cotnarein aspined Generul Usiversitario de Vakmos
Comminé Etico 8¢ Investtgackss Clisies

En dhchva seursn se cumpheron los requisiios estabiecidos en b legislacion vigente- Real Decrem 2232004 pacs gus Iy
docisitn del clxdo CEIC san vakda. E1 CEKC en su composiatn, como an las PNT cumgle con & somses o BRC
(CPMPACH/13545),

Lo que comunico a efecis oportunas:

Valencia a 10 de marzo de 2015

Anna 11 2 R0 - CNGUN

32



Ill. Modelo de Consentimiento Informado para sujetos participantes en este estudio.

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

Le ofrecemos la posibilidad de participar en el proyecto de investigacion titulado
“Caracterizacion del estrés oxidativo en células epiteliales nasales de pacientes
con Discinesia Ciliar Primaria’ que esta siendo realizado por la Dra. Amparo
Escribano, en la Unidad de Neumologia infantil y Fibrosis Quistica del Servicio de
Pediatria del Hospital Clinico Universitario y por el Dr. Miguel Armengot, en el Servicio
de Otorrinolaringologia del Hospital General Universitario, de Valencia.

Antecedentes:

La Discinesia Ciliar Primaria (DCP) es un trastorno hereditario, que afecta a 1 de 10.000-
60.000 individuos, por lo que se considera como una enfermedad rara por la baja
frecuencia de aparicion. Esta causada por una falta total de cilios 0 una irregularidad de
la funcién ciliar que, o bien impide que los cilios puedan moverse (sindrome del cilio
inmovil), o que lo hagan de forma adecuada (discinesia ciliar). En ambos casos, los
cilios no pueden cumplir con la funcién de transporte y/o de eliminacion de los desechos
téxicos del organismo, lo que, en el aparato respiratorio, va a provocar un acumulo
constante de moco en las vias aéreas haciendo mucho mas faciles y frecuentes las
infecciones y, a la larga, el dafio pulmonar. Este trastorno afecta también al
espermatozoide por lo que es comun la esterilidad en varones y a los cilios del aparato
genital femenino, generandoles una fertilidad reducida en mujeres.

Lo que mas va a determinar la evolucién y pronéstico de esta enfermedad, es la
inflamacién e infeccién crénica de la via aérea, que podria estar propiciada por la
existencia de un incremento de la oxidacion de los componentes celulares del epitelio
respiratorio, lo que se conoce como “estrés oxidativo”, un desbalance entre los agentes
antioxidantes y oxidantes.

Para estudiar este estrés oxidativo y su posible papel en la evolucion de la afectaciéon
respiratoria de las personas que tienen esta enfermedad, se van a realizar cultivos de
las células del epitelio nasal determinando, en ellos, su perfil oxidativo. Los resultados
obtenidos, nos permitiran conocer el estado inflamatorio de cada sujeto, y sugerir
posibles tratamientos antioxidantes que mejoren su condicién.

¢ Cual es el objetivo de este estudio?

Determinar el perfil de estrés oxidativo en células ciliadas del epitelio nasal de pacientes
con Discinesia Ciliar Primaria (DCP), y relacionar estos parametros con su situacion
clinica, para encontrar posibles dianas terapéuticas que pueda mejorar su condicion.

¢Por qué se te ha pedido que participe?

Para dilucidar si el estrés oxidativo es determinante, o no, de la inflamacion y dafio
respiratorio presentes en los pacientes con DCP, es necesario comparar los datos que
se obtengan con los de otras personas afectas de enfermedades respiratorias de distinto
origen, pero que también producen inflamacion y dafio pulmonar, y con personas sanas.
Por ello, el estudio incluye a 4 grupos de pacientes: (1) diagnosticados de DCP; (2) con
sintomas similares, pero en los que se ha descartado la DCP con test que son
diagnosticos y definitivos; (3) con otra enfermedad respiratoria diagnosticada que curse
con inflamacién crénica y (4) sanos.

Dado que perteneces a uno de estos grupos (1, 2, 3 6 4), se te pide tu participacion en
este estudio.
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¢En qué consiste su participacion? ¢Qué tipo de pruebas o procedimientos se le
realizaran?

Se le solicita permiso para utilizar con fines cientificos una muestra de tu
epitelio respiratorio ciliado nasal obtenido por medio de un raspado superficial en
el cornete medio nasal, que proporciona una muestra biépsica con la previa
aplicacion de anestesia topica.

La participacion en el presente proyecto no supone ninguna alteracion del
tratamiento que esté llevando (si lo tiene) y todo tratamiento que se le pueda poner a
partir de los estudios clinico-bioquimicos que se le realicen, serd siempre bajo criterio
médico.

¢ Cuales son los riesgos generales de participar en este estudio?

Si perteneces a los grupos 1 o0 2, ya habras sido sometido (a) a la prueba
diagndstica de DCP que, como sabes, consiste en un raspado nasal para obtener una
muestra de células ciliadas, por lo que conoces que la técnica es sencilla, rapida y
practicamente exenta de ningun riesgo. Tan sélo notaras una pequefia molestia en el
punto del rascado que, s6lo ocasionalmente, puede acomparfiarse de un leve sangrado
local que, en caso que se produzca, cede de forma inmediata con una simple presion.

Si perteneces a los grupos 3 0 4, la toma de muestra nasal la efectda alguno de
los 2 otorrinolaringbélogos que forman parte del grupo investigador, expertos en esta
técnica, y consiste en aplicar localmente anestesia e introducir una cureta que rascara
superficialmente la cavidad el cornete medio nasal. Ademas, es posible que si
perteneces al grupo 4, la toma se efectuara durante el acto quirtrgico al que va a ser
sometido, efectuandola el mismo cirujano otorrinolaringélogo que le va a operar,
incluyendo el mismo procedimiento que se ha descrito anteriormente.

Estas técnicas de raspado nasal no entrafian ningun riesgo para su salud.
¢, Cudles son los beneficios de la participacién en este estudio?

Es muy posible que los resultados obtenidos en esta investigacion tengan poco
valor diagndstico o predictivo para ti, pero podra ayudar a conocer mejor su enfermedad
y mejorar el prondstico y el tratamiento de futuros pacientes.
¢, Qué pasara si decido no participar en este estudio?

Tu participacion en este estudio es totalmente voluntaria. En caso de que decida
no participar en él, esta decision no madificara el trato y seguimiento que realicen su
médico y el resto del personal sanitario que se ocupa de tu enfermedad. Asi mismo,
podra retirarse del estudio en cualquier momento, sin tener que dar explicaciones.
¢A quién puedo preguntar en caso de duda?

Es importante que comente con cualquiera de los investigadores de este
proyecto los pormenores o dudas que surjan, antes de firmar el consentimiento para su
participacion.

Asi mismo, podra solicitar cualquier explicacion que desee sobre cualquier

aspecto del estudio y sus implicaciones a lo largo del mismo contactando con el
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investigador principal del proyecto, la Dra. Amparo Escribano Montaner en el teléfono
961 973 879.

Confidencialidad:

Todos sus datos, asi como toda la informacion médica relacionada con tu
enfermedad serd tratada con absoluta confidencialidad por parte del personal
encargado de la investigacion. Asi mismo, si los resultados del estudio fueran
susceptibles de publicacion en revistas cientificas, en ningdn momento se
proporcionaran datos personales de los pacientes que han colaborado en esta
investigacion.

Tal y como contempla la Ley de Proteccion de Datos de Caracter Personal, podra
ejercer su derecho a acceder, rectificar o cancelar sus datos contactando con el
investigador principal de este estudio.

¢, Qué pasara con las muestras bioldgicas obtenidas durante la investigacién?

Durante su participacién en este estudio, se obtendra una muestra del epitelio
respiratorio ciliado nasal. Las muestras bioldgicas seran almacenadas durante un
periodo de 15 afos en un congelador de -80 °C localizado en la Unidad Central de
Investigacién de la Facultad de Medicina en el piso 2E, bajo la responsabilidad del Dr.
Francisco Dasi Fernandez. Estas muestras sera siempre utilizada con fines cientificos,
pudiéndose utilizar, si tu asi lo autorizas, en el marco de otros proyectos de investigacion
gque tengan como obijetivo el estudio de su enfermedad y que previamente hayan sido
evaluados y aprobados por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital.

Ademas, este material no sera bajo ningln concepto, ni en ninglin momento,

motivo de lucro, ni por su venta del material, ni por la cesién de los derechos para realizar
estudios sobre el mismo.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Proyecto titulado: Caracterizacion del estrés oxidativo en células
epiteliales nasales de pacientes con Discinesia Ciliar Primaria

Investigadora principal: Dra. Amparo Escribano Montaner

Servicio: Unidad de Neumologia infantil y Fibrosis quistica del Servicio de Pediatria del
Hospital Clinico Universitario de Valencia

Yo, he sido informado por el
Dr. , colaborador del proyecto de investigacion arriba mencionado,
y declaro que:

- He leido la Hoja de Informacion que se me ha entregado

- He podido hacer preguntas sobre el estudio

- He recibido respuestas satisfactorias a mis preguntas

- He recibido suficiente informacion sobre el estudio

- Comprendo que mi participacion es voluntaria

- Comprendo que todos mis datos seran tratados confidencialmente
- Comprendo que puedo retirarme del estudio:

- Cuando quiera

- Sin tener que dar explicaciones

- Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Autorizo a que las muestras obtenidas durante el proyecto de investigacion sean
utilizadas con fines cientificos en otros proyectos de investigacién que tengan por objeto
el estudio de mi enfermedad y que hayan sido aprobados por el Comité de Etica de
Investigacién Clinica del Hospital Clinico Universitario de Valencia

0 Si [0 No

Quiero que se me pida autorizacién previa para utilizar mis muestras bioldgicas para
futuros proyectos de investigacion
0 Si [0 No

Con esto doy mi conformidad para participar en este estudio,

Firma del paciente o tutor legal: Firma del Investigador:
Fecha: Fecha
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