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La EPOC se caracteriza por una respuesta inflamatoria exagerada frente a la inhalación de 

humo del tabaco, más evidente durante las fases de agudización de la enfermedad. El 

inflamasoma, un complejo multiproteico participante en la inmunidad innata, es estimulado 

a través de receptores toll-like y NOD-like y conlleva a la activación de la caspasa-1 y el 

procesamiento de la proIL1 y la proIL18 en sus formas maduras activas (IL1b e IL18). Debido 

al papel central de la IL-1b en la inflamación, la activación del inflamasoma está muy regulada, 

siendo necesarias dos señales (1ª cebado y 2ª activación) para poder desencadenar su 

respuesta. La actividad biológica de IL1 b es regulada por el antagonista endógeno de su 

receptor (IL1RA). El posible papel del inflamasoma y sus citocinas asociadas en la EPOC no está 

claro. 

La hipótesis de este trabajo fue que la actividad del inflamasoma está aumentada en pacientes 

con EPOC, especialmente durante las agudizaciones. 

Para demostrar esta hipótesis de trabajo, investigamos el estado del inflamasoma NLRP3, y 

sus citocinas asociadas en: 1) muestras de tejido pulmonar de 38 pacientes con enfermedad 

estable EPOC, 15 fumadores con espirometría normal y 14 nunca fumadores; y 2) muestras 

de esputo y plasma de 56 pacientes con agudización de EPOC, de los cuales 41 pudieron ser 

reevaluados en la recuperación clínica.  

Los principales resultados indican que: 1) en muestras de tejido pulmonar de pacientes con 

EPOC estable, el ARNm de NLRP3 e interleucina (IL)-1β estaban elevados. Pero tanto la 

caspasa-1 como la ASC estaban en su mayoría en forma inactiva, y 2) durante las agudizaciones 

de origen infeccioso, caspasa-1, ASC oligomérico y sus citocinas asociadas (IL-1β, IL-18) 

estaban significativamente aumentadas en esputo en comparación con la recuperación clínica 

posterior. 

De estos resultados, concluimos que el inflamasoma NLRP3 está cebado, pero no se activa, en 

los pulmones de pacientes con EPOC clínicamente estable. Pero, la activación del inflamasoma 

se alcanza durante las agudizaciones infecciosas, a través de una segunda señal infecciosa. Por 

todo ello, los resultados de este estudio sugieren que el inflamasoma participa en el estallido 

inflamatorio que ocurre durante las agudizaciones infecciosas. 
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1.1 ABSTRACT 
 

COPD is characterized by an exaggerated inflammatory response to tobacco smoke inhalation, 

more evident during the exacerbation phases of the disease. The inflammasome, a 

multiprotein complex that participates in innate immunity, is stimulated through toll-like and 

NOD-like receptors and leads to the activation of caspase-1 and the processing of proIL1 and 

proIL18 in their active mature forms (IL1ß and IL18). Due to the central role of IL-1ß in 

inflammation, the activation of the inflammasome is highly regulated, requiring two signals 

(first priming and second activation) to be able to trigger its response. The biological activity 

of IL1 ß is regulated by the endogenous antagonist of its receptor (IL1RA). The possible role of 

the inflammasome and its associated cytokines in COPD is unclear. 

The hypothesis of this work was that the activity of the inflammasome is increased in patients 

with COPD, especially during exacerbations. 

To demonstrate this working hypothesis, we investigated the status of the NLRP3 

inflammasome and its associated cytokines in 1) lung tissue samples from 38 patients with 

stable COPD disease, 15 smokers with normal spirometry and 14 never smokers; and 2) 

sputum and plasma samples from 56 patients with exacerbation of COPD, of which 41 could 

be reassessed in clinical recovery. 

The main results indicate that: 1) in lung tissue samples from patients with stable COPD, the 

mRNA of NLRP3 and IL-1β were elevated. But both caspase-1 and ASC were mostly inactive, 

and 2) during exacerbations of infectious origin, caspase-1, oligomeric ASC and their 

associated cytokines (IL-1β, IL-18) were significantly increased in sputum compared with 

subsequent clinical recovery. 

From these results, we conclude that the NLRP3 inflammasome is primed, but not activated, 

in the lungs of clinically stable COPD patients. But the activation of the inflammasome is 

achieved during infectious exacerbations, through a second infectious signal. Therefore, the 

results of this study suggest that the inflammasome participates in the inflammatory outbreak 

that occurs during infectious exacerbations. 
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1.2 LABURPENA 
 
Birikako gaixotasun butxatzaile kronikoa (BGBK) tabako kearen aurrean sortutako gehiegizko 

hauntura erreakio batek ezaugarritzen du, hau nabarmenagoa izanik gaixotasunaren 

larriagotze-faseetan. Inflamasoma, berezko immunitatean parte hartzen duen proteína-

anitzeko konplexua, toll-like eta nod-like hargailuen bidez estimulatzen da, eta 1-kaspasa 

aktibatzea eta IL1 eta proIL18 forma-heldu aktiboak (IL-1b eta IL18) prozesatzea dakar. 

Hanturan IL-1b-ak duen paper nagusia dela eta, inflamasomaren aktibazioa oso erregulatuta 

dago, eta bi seinale behar dira (1go gizentzea eta 2. aktibazioa) erantzuna eragiteko. IL1 b-ren 

jarduera biologikoa bere antagonista endogenoaren hartzaileak (IL1RA) erregulatzen du. Ez 

dago argi zer eragin izan dezaketen inflamasomak eta honi lotutako zitokinek BGBKan. 

Lan horren hipotesia, inflamasomaren jarduera BGBK duten pazienteetan handituta dagoela 

izan zen, bereziki larriagotzeetan. 

Lan-hipotesi hau frogatzeko, NLRP3 inflamasomaren egoera eta honekin lotutako zitokinak 

aztertuko ditugu honakotan: 1) biriketako parenkima laginak, BGBK gaixotasun egonkorra 

duten 38 pazienterenak, espirometria normala duten 15 erretzailerenak eta inoiz erre ez 

duten14 pertsonenak; eta 2) BGBK larriagotze bat duten 56 pazienteren karkaxa eta 

plasmaren laginak; horietatik 41 berriro ebaluatu ahal izan ziren berreskuratze klinikoaren 

ondoren. 

Emaitza nagusiek adierazten dute: 1) BGBK egonkorra duten pazienteen birika parenkima 

laginetan, NLRP3 ARNm-a eta (IL)-1β interleuzina altuak zeudela, baina bai 1-kaspasa eta bai 

ASC modu inaktiboan zeuden gehienetan., 2) Jatorri infekziosoetako larriagotzeetan, kaspasa-

1, ASC oligomerikoa eta horiekin lotutako zitokinak (il-1β, IL-18) nabarmen handitu ziren 

karkaxan, ondorengo berreskuratze klinikoarekin alderatuta. 

Emaitza horietatik ondorioztatzen dugu NLRP3 inflamasoma gizenduta dagoela, baina ez dela 

aktibatzen klinikoki egonkor dauden BGBKdun pazienteen biriketan. Baina inflamasoma 

infekzio-larriagotzeetan aktibatzen da, bigarren infekzio-seinale baten bidez. Horregatik 

guztiagatik, azterketa honen emaitzen arabera, inflamasomak infekzio-larriagotzeetan 

gertatzen den hantura-leherketan parte hartzen duela iradokitzen da. 
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2.1 EPOC 
2.1.1 Qué es la EPOC 
La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica (EPOC) se caracteriza por la presencia de 

síntomas persistentes y limitación al flujo aéreo y/o alteraciones alveolares (por ejemplo, la 

presencia de enfisema). La limitación al flujo aéreo parece relacionarse, al menos en parte, 

con los cambios estructurales derivados de la respuesta inflamatoria anómala de los pulmones 

frente a partículas dañinas o vapores(1). En países desarrollados el humo de tabaco es el 

principal factor de riesgo para desarrollar EPOC(2), mientras que en los países en desarrollo lo 

es la exposición a polución ambiental como la derivada de la combustión de biomasa 

empleada para la cocina y la calefacción(3). Sin embargo, cabe destacar que no todos los 

individuos expuestos desarrollan la enfermedad, lo que sugiere que el trasfondo genético (y/o 

epigenético) de cada persona es clave en el desarrollo de la enfermedad. Otros factores de 

riesgo reconocidos son la inhalación de polvos orgánicos (de origen ocupacional) y químicos 

(como los vapores, irritantes y gases)(4). Estudios recientes han demostrado que la mitad de 

los pacientes con EPOC diagnosticada a los 60 años no tenían una función pulmonar normal 

en la edad adulta temprana. Así, en un porcentaje de pacientes con EPOC, ya en etapas 

tempranas de la vida, hay factores de riesgo que condicionan un posterior desarrollo de la 

EPOC. Estos factores pueden ser de origen genético, epigenético y/o ambiental por factores 

como el tabaquismo pasivo, prematuridad, infecciones frecuentes del tracto respiratorio 

inferior y/o dietas pobres durante la infancia(5). 

 

2.1.2 Prevalencia 
La Organización Mundial de la salud (OMS) estima que 65 millones de personas padecen EPOC 

moderada o severa y que más de 3 millones fallecen a causa de ella anualmente, lo que 

corresponde al 5% de muertes a nivel global. En 2002 la EPOC era la quinta causa de muerte 

a nivel mundial(6). Se prevé que el total de muertes por EPOC se incremente en más de un 

30% en los próximos 10 años en relación con el envejecimiento de la población(7,8), por lo 

que se estima que la EPOC se convertirá la tercera causa de muerte de forma global para 2030 

(1). En España el último estudio poblacional de prevalencia llevado a cabo en 2018, el EPISCAN 

II, arrojó una prevalencia global del 11,8% en la población entre 40 y 80 años(9). 

Aproximadamente el 50% de los individuos con EPOC no están diagnosticados y por ello su 

prevalencia está manifiestamente infra estimada(10). En concreto en España dicho estudio 
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mostró una tasa de infra diagnóstico del 74,7%.  Históricamente la EPOC ha sido más frecuente 

en hombres(11,12) pero debido al aumento del consumo de tabaco entre mujeres en países 

desarrollados y el mayor riesgo de exposición a la combustión de biomasa en países en 

desarrollo, la enfermedad ahora afecta a ambos sexo casi de la misma manera(13). En España 

la prevalencia de EPOC en hombres es del 14,6% y en mujeres del 9,4%; en estas ha 

aumentado desde un 3,9% en las últimas dos décadas (Figura 1). Del mismo modo, el infra 

diagnóstico se distribuye de forma dispar, siendo del 70,4% en hombres y del 80,6% en 

mujeres(14). Una revisión llevada a cabo durante la realización de esta tesis, en la que 

participó la doctoranda, mostró diferencias demográficas y clínicas existentes entre mujeres 

y hombres con EPOC(15) (ANEXO 1). 

 

 
Figura 1 Cambios en la prevalencia en España (global, en hombre y mujeres) desde 1998 hasta 2018. 

Adaptado de(9,11,12) 

 
2.1.3 Microbioma en la EPOC  
Se define como ‘microbioma’ al conjunto de microorganismos que ocupan un hábitat bien 

caracterizado, con distintas propiedades fisicoquímicas(16). El microbioma, conforma un 

micro ecosistema dinámico e interactivo y está integrado en macro ecosistemas (es decir, los 

huéspedes eucariotas)(17).  

El pulmón sano se consideraba estéril, pero el análisis de la composición bacteriana 

independiente de cultivo, basado en el análisis del gen que codifica el ARN ribosómico (16S 

rRNA) demostró que no es así, y que hay un microbioma pulmonar que difiere en función de 

la salud y la enfermedad(16,18). En los últimos años se ha reportado que la determinación del 

microbioma mediante secuenciación del gen 16S rRNA, genera una clasificación taxonómica 
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utilizando el término de «unidad taxonómica funcional» (OTU) y considerando como tal cada 

unidad taxonómica similar a la de referencia(19). Así, una OTU se estimará como equivalente 

a género si su coincidencia con la referencia alcanza un 94%, o a especie, cuando llega al 97%. 

La composición del microbioma a nivel molecular se expresa habitualmente como abundancia 

relativa, entendiendo como tal la proporción de copias del gen 16S rRNA que corresponden a 

cada OTU identificada. La limitación más importante del uso del análisis del gen 16S rRNA es 

la imposibilidad de saber si los fragmentos de ácido desoxirribonucleico (ADN) que se están 

detectando corresponden a bacterias vivas o muertas, y el no poder obtener información de 

virus y hongos por esta vía; además del hecho que no se tiene una cuantificación absoluta del 

microbioma(20). 

Tradicionalmente, se ha establecido la presencia de una colonización bronquial por 

microorganismos potencialmente patógenos a través del uso de metodologías de cultivo 

bacteriano(19,21,22). La aparición de las agudizaciones se ha relacionado principalmente con 

la incorporación de nuevas cepas a esta flora, pero la dirección de la causalidad entre esta 

colonización y la inflamación de las vías respiratorias, la limitación del flujo de aire y la 

destrucción del parénquima bronquial y pulmonar sigue sin resolverse(23). Existe evidencia 

de una relación entre la aparición de síntomas de agudización y la adquisición de nuevas cepas 

bacterianas(22), pero este cambio en la flora bacteriana solo justifica parcialmente la 

aparición de las agudizaciones. 

Los estudios que han examinado el microbioma broncopulmonar por técnicas moleculares en 

pacientes con EPOC estable han observado diferencias claras respecto a la flora propia del 

sujeto sano(18,24) (Figura 2). Proteobacterias, bacteroides, acinetobacterias y firmicutes son 

más comunes en EPOC, con Pseudomonas, Streptococcus, Prevotella y Haemophilus como 

géneros frecuentes en estos pacientes. Esta predominancia se ha obtenido tanto en muestras 

de mucosa bronquial como en lavado broncoalveolar (BAL) o cepillo protegido, muestras que 

se han mostrado como equivalentes(25,26). Se han obtenido resultados similares en muestras 

de esputo, aunque esta muestra aborda una región diferente del aparato respiratorio y aloja 

una comunidad microbiana diferenciada(26).  
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Figura 2 Grupos bacterianos que distinguen el microbioma en sujetos sanos y en pacientes con EPOC. 

 

2.1.4 Agudizaciones 
 Definición Clínica 

Durante el curso evolutivo de la enfermedad, muchos pacientes con EPOC presentan 

episodios de agudización caracterizados por un aumento de sus síntomas asociados a un brote 

inflamatorio pulmonar y sistémico. La definición de agudización de EPOC no está ́ bien 

establecida y no existen criterios universalmente aceptados(27), aunque generalmente suele 

describirse como un “episodio agudo de inestabilidad clínica que acontece en el curso natural 

de la enfermedad y se caracteriza por un empeoramiento mantenido de los síntomas 

respiratorios que va más allá de sus variaciones diarias”(28). Los principales síntomas referidos 

son empeoramiento de la disnea, tos, incremento del volumen y/o cambios en el color del 

esputo(28).  

Existen evidencias que muestran que los pacientes con antecedentes de agudizaciones tienen 

mayor riesgo de sufrir futuras agudizaciones. En estos pacientes la prevención de éstas es un 

objetivo fundamental del tratamiento(29,30). Las causas de estas descompensaciones pueden 

ser diversas. A continuación, se detallan la clasificación de éstas. 
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 Cómo se clasifican las agudizaciones 

Las agudizaciones se pueden clasificar según el uso de recursos que conlleven en leves, 

moderadas y graves. Las agudizaciones leves conllevan un aumento del uso de los 

broncodilatadores inhalados en dosis y/o frecuencia y suelen manejarse en el domicilio del 

paciente(31). Las agudizaciones moderadas requieren el tratamiento con antibióticos y/o 

corticoesteroides y las agudizaciones graves precisan una visita al Servicio de Urgencias u 

hospitalización(31). Precisamente las agudizaciones graves pueden ser, por sí mismas, un 

factor de riesgo independiente de mortalidad(32–35).  

Las agudizaciones también se pueden clasificar según su etiología como se detalla a 

continuación(36) (Figura 3).  

 

 

Figura 3 Representación proporcional de los grupos de agudizaciones de la EPOC en elipsoides tridimensionales. 

Se muestra una representación proporcional de los grupos de agudizaciones de la EPOC en elipsoides tridimensionales. El 
grupo 1 se denomina "con predominio de bacterias" y se indica en azul, el grupo 2 se denomina "predominio de eosinófilos" 

y se indica en verde, el grupo 3 se denomina "predominio de virus" y se indica en rojo, y el grupo 4 se denomina 
"Pauciinflamatorio" y está perfilado en gris (36). 

  

 Etiología 

2.1.4.3.1 Agudizaciones infecciosas 
La infección, definida como el aislamiento de microorganismos potencialmente patógenos, 

supone la causa más frecuente de las agudizaciones (entre el 50-70% de las agudizaciones 

podrían ser atribuidas a infecciones respiratorias)(31). Aun así, se cree que esta tasa es mayor, 

ya que el hecho de que en muchas de las mismas no se pueda determinar su etiología puede 

deberse a la existencia de infecciones bronquiales no detectadas con las técnicas diagnósticas 

habituales (cultivo celular)(37). Las técnicas de biología molecular aplicadas a la microbiología 
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que se han descrito anteriormente, son mucho más sensibles y capaces de detectar la 

presencia de patógenos bacterianos no  mediante cultivo celular, pero no se utilizan de forma 

rutinaria en el diagnóstico de las agudizaciones de EPOC(23).   

En cuanto a los patógenos bacterianos, en muestras de cultivo celular, se ha observado que 

están presentes en el 25-80% de las agudizaciones; pueden tener un papel primario en el 

desarrollo de éstas o ser una sobreinfección de un proceso viral inicial. El Haemophilus 

influenzae es la bacteria aislada con mayor frecuencia en todas las series (2/3 de las 

agudizaciones en general), seguido del Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis y 

Pseudomonas aeruginosa(37,38). Se ha demostrado que un 30% de las muestras en las que se 

aísla H. influenza pertenecían a pacientes fumadores activos, lo que implica que los 

fumadores, posiblemente por presentar una menor movilidad de los cilios, pueden presentar 

infecciones respiratorias con mayor frecuencia(39). Estos mismos gérmenes se han obtenido 

en cultivo de esputo y en diversas muestras de más fiabilidad (catéteres telescopados) en 

pacientes EPOC en fase estable. Durante las agudizaciones hay géneros que aumentan su 

abundancia relativa mientras que otros no cambian significativamente(23). Además, las 

agudizaciones no solo parecen estar relacionadas con una sobrerrepresentación de géneros 

aislados, sino también asociadas con cambios colaterales en la composición del microbioma 

en su conjunto, que a su vez parecen estar asociados con aumentos en los marcadores 

relacionados con la inflamación en el BAL. Por otro lado, otros estudios cuestionan estos 

resultados pues indican que las cepas de H. influenzae aisladas de pacientes durante las 

agudizaciones de EPOC a menudo inducen más inflamación de las vías respiratorias y 

probablemente tienen diferencias en la virulencia en comparación con las cepas 

colonizadoras(38). Estos hallazgos apoyan el concepto de que las bacterias que infectan las 

vías respiratorias durante las agudizaciones de la EPOC median el aumento de la inflamación 

de las vías respiratorias y contribuyen a la disminución de la función de las vías 

respiratorias(23). Se ha observado que el grado de deterioro funcional de los pacientes con 

EPOC puede indicar la presencia de diferentes microorganismos, siendo menos diverso, más 

rico en proteobacterias y en microorganismos potencialmente patógenos en las muestras de 

esputo, en el curso de una agudización. En los casos de EPOC leve-moderada Volumen 

espirado forzado en el primer segundo en porcentaje del teórico (FEV1%) >50%) el cultivo de 

esputo es poco efectivo y en muchos casos no se aíslan microorganismos potencialmente 

patógenos, mientras que los pacientes que presentan un deterioro funcional FEV1%<50%) 
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presentan un riesgo seis veces superior de sufrir una agudización causada por Haemophilus 

influenzae o Pseudomonas aeruginosa, siendo el rendimiento del cultivo mucho mayor en este 

tipo de pacientes(26).  

Las exacerbaciones de EPOC modifican la composición del microbioma(40). Así, la alteración 

de algunas unidades taxonómicas operativas bacterianas, en particular Haemophilus spp., 

podría tener un gran impacto en la estructura general de la comunidad microbiana y dichos 

cambios parecen estar asociados con eventos de exacerbación y son indicativos de fenotipos 

de exacerbación específicos. Asimismo, los tratamientos con antibióticos y esteroideos 

parecen tener efectos diferenciales sobre el microbioma pulmonar(41).  

Las infecciones virales, particularmente los Rhinovirus, Influenzae, Parainfluenzae, 

Coronavirus, Adenovirus y Virus respiratorio sincitial provocan el 30% de los episodios de 

agudización(37).  Los pacientes con patología de base respiratoria grave presentan mayor 

susceptibilidad a estos agentes infecciosos y sus consecuencias son peores en los enfermos 

con EPOC grave(18). Las manifestaciones clínicas no permiten identificar la causa de la 

agudización, debido a que sea de origen viral o bacteriano, se asocian con los mismos síntomas 

clínicos y similar respuesta inflamatoria. 

  

2.1.4.3.2 Agudizaciones no infecciosas: 
En el 25% de los episodios de agudización no se demuestra una etiología infecciosa(37). En 

estos casos, generalmente no suele determinarse la causa, pero probablemente jueguen un 

papel importante factores tales como la contaminación atmosférica, o la exposición a polvos, 

vapores o humos (42). En este sentido, es interesante destacar que se ha comprobado una 

importante asociación entre el aumento de la polución ambiental y los ingresos hospitalarios 

por agudización. Existen otras variables que pueden agravar o facilitar que se produzca una 

agudización: un déficit nutricional o el abandono de la medicación como broncodilatadores o 

diuréticos en pacientes con ‘cor pulmonale’ crónico podrían empeorar su situación clínica. La 

toma de benzodiacepinas, la formación de tapones mucosos, la broncoaspiración y la fatiga 

muscular respiratoria agravarían también el cuadro(43).  

 

 Patogenia 

Independientemente del origen, las agudizaciones de la EPOC presentan unas 

manifestaciones clínicas similares. En general, durante la agudización parece haber un 
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incremento en el número de células inflamatorias y proteínas desencadenado por una 

infección, partículas contaminantes u otros factores. La broncoconstricción producida lleva a 

un empeoramiento en la limitación al flujo aéreo, lo que a su vez conlleva un aumento en el 

trabajo respiratorio, empeoramiento de la relación ventilación/perfusión y alteraciones en el 

intercambio gaseoso. También resulta en un empeoramiento de la hiperinsuflación, que a su 

vez empeora la fatiga muscular. A pesar de que, a mayor gravedad de la obstrucción, mayor 

es el número de agudizaciones moderadas-graves, éstas aparecen desde los primeros estadios 

de la enfermedad, lo que demuestra que el fenotipo exacerbador es independiente de la 

gravedad de la obstrucción(37,43). 

 

 Consecuencias 

Las agudizaciones de EPOC suponen un importante problema de salud pública(44). Más allá 

de la frecuencia, la intensidad del evento también tiene importancia, siendo peores las 

consecuencias a medida que la gravedad de la agudización es mayor(35). En España, se estima 

que generan el 10-12% de las consultas de Atención Primaria, entre el 1-2% de todas las visitas 

a Urgencias y cerca del 10% de los ingresos médicos. Las agudizaciones se asocian 

generalmente a un deterioro de la función pulmonar, nivel de actividad física, estado funcional 

y calidad de vida(45–47). Además, son las principales determinantes de la morbilidad y 

mortalidad por EPOC(48).   

 

2.1.5 Costes de la EPOC y de sus agudizaciones 
Al igual que con otras enfermedades crónicas, la carga económica asociada se entiende en 

forma de costes directos e indirectos. En 2010, el coste de EPOC en los EE. UU. se estimó en 

aproximadamente $49.9 mil millones, que incluía $20 mil millones en costes indirectos y $30 

mil millones en gastos directos por atención médica(49). Los costes directos de atención 

médica, que representan casi dos tercios del total de dólares gastados en EPOC, son los 

relacionados con la detección, el tratamiento, la prevención y la rehabilitación de una 

enfermedad e incluyen: consultas médicas, hospitalizaciones, atención domiciliaria y 

medicación(50). Como se esperaría, existe una relación directa entre la gravedad de EPOC y el 

coste general de la atención a nivel del paciente(51). Los datos indican que, con cada etapa 

progresiva de la EPOC, definida por la limitación al flujo aéreo según Global Initiative for 

Obstructive Lung Disease (GOLD) los pacientes con estadio I experimentan el coste directo 
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más bajo con $1681 por paciente y año, los pacientes estadio II $5037. Los del estadio III 

conllevan el mayor coste con un total estimado de $10,812 por paciente y año(52). La 

hospitalización se identifica como la variable de coste más importante en cualquiera de los 

estadios de EPOC. La estancia hospitalaria  representa aproximadamente entre el 45% y el 

50% del coste directo total generado por los pacientes con EPOC(52,53). Los costes indirectos 

se refieren a la morbilidad y mortalidad causadas por la enfermedad. Estas cifras provienen 

de los efectos incapacitantes de la EPOC, que se exhiben principalmente como días de 

absentismo laboral(54).  La actividad física y la calidad de sueño se reducen en el 70% y el 50% 

de los pacientes con EPOC, respectivamente. Además, la mitad de los pacientes con EPOC 

(51%) afirman que su enfermedad dificulta su capacidad para desempeñar su trabajo 

diario(55).  

 

2.2 Complejidad de la EPOC 
2.2.1 Enfermedad heterogénea 
La EPOC es una enfermedad que se asocia a diversas manifestaciones pulmonares y extra 

pulmonares (56), en la que la limitación al flujo aéreo no refleja bien esta complejidad (57). 

Por ejemplo, algunas manifestaciones extrapulmonares de la EPOC como la pérdida ponderal 

o la disfunción del músculo esquelético influyen en el curso de la enfermedad 

independientemente del FEV1%. Y su tratamiento, por ejemplo mediante la rehabilitación,  

contribuye a mejorar el pronóstico y el bienestar  de estos pacientes sin modificar su función 

pulmonar(58). Por ello, se hace necesario entender la complejidad de la EPOC para mejorar el 

abordaje clínico actual y avanzar en la investigación biomédica y el desarrollo farmacológico. 

Un primer avance en este sentido fue el desarrollo y validación de diferentes índices 

multidimensionales, como el índice BODE (Body mass index, Obstruction (FEV1%,) Dyspnea, 

and Exercise capacity)(59), el índice DOSE (Dyspnea, Obstruction (FEV1%), Smoking status, and 

Exacerbation frequency)(60) y el índice ADO (Age, Dyspnea, Obstruction (FEV1%))(61). La 

doctoranda, participó en el estudio de validación de este índice ADO del que se obtuvo un 

nuevo índice actualizado que precedía mortalidad a tres años de manera más precisa que el 

índice original(62) y en una comparación de los distintos índices pronósticos mediante el 

empleo de meta-análisis de redes (Anexo 2).  
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2.2.2 Fenotipos y endotipos  
Para poder capturar la heterogeneidad y complejidad de la EPOC se han propuesto diferentes 

conceptos, como son los fenotipos, los endotipos y los rasgos tratables(63).  

En su sentido más amplio, el fenotipo se define como cualquier característica observable, pero 

el término “fenotipo clínico”, como se publicó en una revisión que escribimos, se define como 

la característica o conjunto de características de una enfermedad que puede diferenciar 

individuos con EPOC y que se relaciona con objetivos clínicos significativos como los síntomas, 

las agudizaciones, la respuesta al tratamiento, la progresión de la enfermedad o la muerte(64) 

(Anexo 3). Adicionalmente, la doctoranda participo en la revisión del conocimiento actual 

sobre conceptos básicos (fenotipos, genotipos, biomarcadores y redes libres de escala) que 

resultan esenciales para progresar hacia una visión integrada y multinivel de la EPOC basados 

en el concepto de la biología de sistemas y su potencial para derivar en la Medicina P4 

(Predictiva, preventiva, participativa y personalizada)(65–67)(Anexo 4). 

Adicionalmente, en esta línea de trabajo, la doctoranda participó en un estudio en el que 

mediante el empleo de análisis de clusters se  identificaban 5 subgrupos de pacientes con 

EPOC con diferentes fenotipos clínicos que diferían en relación a la severidad de la 

enfermedad, a la presencia de comorbilidades cardiovasculares y diabetes, y que mostraban 

diferentes tasas de mortalidad(68) (Anexo 5). 

 

2.3 Características de la respuesta inmune relacionada con la EPOC 
El proceso inflamatorio que caracteriza a la EPOC es complejo y se ha asociado tanto a: 1) una 

respuesta anormal y crónica al humo de tabaco, 2) la respuesta al microbioma pulmonar, 3) 

la respuesta a antígenos propios, o 4) una mala regulación de la terminación de la respuesta 

inflamatoria(69).  

Así, la respuesta inmune en la EPOC incluye fenómenos tanto de inmunidad innata como 

adaptativa (Figura 4). Fundamentalmente a nivel pulmonar se identifica un infiltrado de 

neutrófilos, linfocitos T (en concreto predominan los CD8+), linfocitos B y macrófagos, aunque 

también participan en dicha respuesta los eosinófilos, células natural-killer (NK) y células 

dendríticas. Se ha postulado que se liberan una serie de mediadores entre los que destacan 

el factor de necrosis tumoral (TNF 

 



Hipótesis de trabajo 

21 
 

)-α, la interleucina (IL) -8 y el leucotrieno B4 (LTB4), en respuesta al insulto tabáquico y 

promueven la perpetuación de la inflamación y el daño tisular. A continuación, se analizan los 

diferentes elementos tanto celulares como humorales que se hallan involucrados de forma 

relevante en la respuesta inflamatoria de los pacientes con EPOC(70). 

 

 
Figura 4 Respuestas inmunitarias adaptativas e innatas en la enfermedad respiratoria crónica 

 
 
 
2.3.1 Respuesta inmune innata en la EPOC 
El Sistema Inmune Innato (SII) es la primera línea de defensa del huésped. Posee mecanismos 

preexistentes que se activan de manera rápida y que preceden a la Inmunidad Adaptativa en 

la respuesta defensiva. El SII responde de la misma manera frente a diferentes estímulos 

infecciosos y posee una especificidad limitada, es decir, distingue estructuras comunes a 

grupos de microrganismos no pudiendo distinguir diferencias finas entre ellos(71). El SII es el 

más antiguo y está presente en todos organismos multicelulares, incluso plantas e insectos. A 

continuación, se describen, de forma resumida, los elementos principales del sistema inmune 

innato la EPOC. 
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 Neutrófilos 

Los neutrófilos son los elementos celulares tradicionalmente más característicos de la EPOC. 

Se hallan aumentados en la vía aérea y en el parénquima pulmonar, secretando una serie de 

factores oxidantes y proteasas que al afectar al parénquima estarían involucrados en la 

aparición y avance del enfisema. Noxas como el humo del tabaco estimularían la secreción de 

factores de crecimiento (p.ej. el estimulador de colonias de granulocitos o G-CSF, o de 

granulocitos y macrófagos o GM-CSF) por parte de las células epiteliales del pulmón, y éstos 

serían a su vez capaces de estimular la producción y liberación de neutrófilos en la médula 

ósea(72). Más tarde, en un proceso mediado por la selectina E, estas células se adherirían a 

las endoteliales de los vasos pulmonares, pasando de ahí a la vía aérea al ser atraídos por 

distintos factores quimiotácticos (p.ej. los de la clase CXC, como CXCL1, CXCL5 y CXCL8)(70). 

Allí secretan lipocaína (enzima antibacteriana), pero también la enzima oxidante 

mieloperoxidasa (MPO) y diversas proteasas (elastasa del neutrófilo o HNE, diversas 

metaloproteinasas, proteinasa-3 y catepsina G, entre otras)(73). Sin embargo, y a pesar de su 

elevado número y activación, el papel antibacteriano de los neutrófilos parece hallarse 

reducido en la EPOC(74). Destacar que ensayos clínicos en los que se han testado inhibidores 

de neutrófilos en la EPOC han mostrado resultados negativos(75). Reflejando la complejidad 

de la EPOC con sus numerosas vías feno / endotípicas que juegan un papel en la EPOC. De 

hecho, en la EPOC, no hay una citocina o quimiocina dominante y, por lo tanto, un solo 

anticuerpo monoclonal no puede ser eficaz en todas las vías. Esto hace que sea esencial 

evaluar estos tratamientos en fenotipos / endotipos específicos bien identificados en los que 

algunas de estas citocinas o quimiocinas podrían predominar, como en la EPOC 

eosinofílica(75). 

 

 Macrófagos 

Los macrófagos son descendientes de monocitos llegados por el torrente sanguíneo y 

diferenciados a nivel del tejido pulmonar. En el caso del pulmón de los pacientes con EPOC 

los monocitos, son atraídos por sustancias como el ligando 2 de la quimioquina ß (CCL2), y el 

ligando 1 de la quimioquina α (CXCL1). Estos, junto con las poblaciones de macrófagos ya 

residentes en el pulmón forman un grupo celular heterogéneo, en el que unas porciones de 

ellos muestran actividad proinflamatoria (M1) y otros actúan sobre todo como fagocitos, 

contribuyendo a la reparación de los tejidos dañados y modulando a la baja la inflamación 
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local (M2). Los macrófagos M1 se hallan activados por sustancias como el lipopolisacárido 

bacteriano (LPS) o citoquinas del tipo Th1, como el interferón gamma (IFN-γ) o el GM-CSF, 

liberando una cascada de citoquinas proinflamatorias (IL-1β, IL-6, IL-12, IL-23 y TNF-α, entre 

otras). Por su parte, los macrófagos M2, influidos por las citoquinas Th2 (como IL-4 e IL-13) 

producirán moléculas antiinflamatorias como IL-10 y Factor de Crecimiento Transformante-β 

(TGF-β). La relación entre M1/M2 podría estar implicada en la mayor predisposición al cáncer 

de los pacientes con EPOC(76). En la EPOC, el número de macrófagos se halla muy aumentado 

en el parénquima pulmonar y las vías aéreas, y se cree que predominan los macrófagos tipo 

M1, aunque los M2 jugarían también un papel relevante en algunos procesos tisulares. Por 

otra parte, los macrófagos de los pacientes, a través de la activación del factor de 

transcripción nuclear, el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células 

B activadas (NF-κB) y la quinasa mitógeno-activada p38, secretan mayores cantidades de 

mediadores inflamatorios, enzimas proteolíticas (elastolíticas y catepsinas) y especies 

reactivas de oxígeno (ROS) que los de los sujetos sanos. Indicar que el tabaco juega un papel 

en el fenotipo de los macrófagos pulmonares(77). Finalmente, ayudan a atraer a otras células, 

como los CD8+ y CD4+, a través de la secreción de diversos factores quimiotácticos. Por 

contra, los macrófagos de estos pacientes tienen menor capacidad fagocítica ante las 

bacterias y también fracasan parcialmente en eliminar células apoptóticas(78).  

 

 Células dendríticas 

Las células dendríticas son las principales células presentadoras de antígeno en las vías aéreas, 

con un papel entre la respuesta innata y adaptativa. Se hallan aumentadas en los pacientes 

con EPOC y tienen un papel fundamental en las respuestas antígeno especificas mediadas por 

linfocitos que se llevan a cabo en el pulmón(79,80).  

 

 Eosinófilos 

Los eosinófilos son más importantes en el asma, a través de la liberación de mediadores de la 

reparación y el remodelado. Su papel en la EPOC aún no está bien caracterizado, pero se 

estima que pueden participar en algunos pacientes con EPOC (81) 
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 Receptores del sistema inmune innato: TLRs, NLRs  

Las proteínas pertenecientes a las familias de receptores de tipo Toll (TLRs) y de tipo Nod 

NLRs) son componentes fundamentales de la respuesta inmune innata e inflamatoria, en 

cuanto que por un lado van a detectar aquellos estímulos que las desencadenan 

(microorganismos, señales de peligro endógenas, polvos inorgánicos…) y por otro van a 

modular la naturaleza de la respuesta efectora. Desde un punto de vista estructural, los TLRs 

y los NLRs son receptores que presentan grandes semejanzas, compartiendo una estructura 

modular en la que se identifican dominios sensores (repeticiones ricas en leucina LRRs en 

ambos casos), dominios de oligomerización (dominio de unión a nucleótidos, NACHT/NOD en 

ambos casos) y dominios efectores (dominios TIR en los TLRs y dominios pirina (PyD) o dominio 

de reclutamiento de la caspasa (CARD) en los NLRs). Los receptores tipo TLR son receptores 

transmembrana, asociados bien a la membrana citoplasmática o bien a las membranas de 

vesículas u orgánulos intracelulares. En la actualidad se sabe que los ligandos naturales de 

dichos TLRs son estructuras moleculares conservadas presentes en microorganismos como los 

LPS y los muramil dipéptidos (MDP o el ssRNA y que se engloban dentro del concepto de 

patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs)(82). A diferencia de los TLRs, los 

receptores de tipo NLRs son proteínas citoplasmáticas y en la actualidad se sabe que la 

variedad de ligandos de dichos receptores es más amplia que la observada en los TLRs, ya que 

además de los PAMPs son capaces de detectar señales endógenas de peligro, conocidas como 

damage-associated molecular patterns (DAMPs) como por ejemplo cristales de ácido úrico, y 

polvos inorgánicos como asbesto, sílice o aluminio. Asimismo, un importante número de 

receptores de tipo NLR son constituyentes de los inflamasomas.  

 

 Inflamasoma 

El inflamasoma juega un papel central en la regulación de la inflamación innata. Es un 

complejo citosólico multiproteico, no delimitado por ninguna membrana y cuyos 

componentes se acoplan y desacoplan en función de la presencia o ausencia de estímulos de 

los NLRs (Figura 5). Una vez ensamblado, el objetivo del inflamasoma es generar la forma 

activa de la proteína caspasa-1, la cual a su vez generará la forma activa de las citocinas 

proinflamatorias IL-1ß e IL-18, con el consiguiente desarrollo de una respuesta inflamatoria 

local y sistémica, dirigida a eliminar los microorganismos que la han activado(78,83). IL-1β e 

IL-18 son citocinas relacionadas que causan una amplia variedad de efectos biológicos 
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asociados con infecciones, inflamación y procesos autoinmunes. IL-1β participa en la 

generación de respuestas sistémicas y locales a infecciones y lesiones generando fiebre, 

activando linfocitos y promoviendo la infiltración de leucocitos en los sitios de infección o 

lesión. IL-18, por su parte, induce la producción de IFN-γ y contribuye a la polarización de las 

células T-helper 1 (Th1). 

 

 
Figura 5 Estructura esquemática de NLRP, ASC y caspasa-1. 

Estructuras del inflamasoma sensores NLRP3, NLRP1, NLRC4 y AIM2. (B) Estructuras de la proteína adaptadora del 
inflamasoma ASC y (C) efector del inflamasoma pro-caspasa-1. LRR; dominio de repetición rico en leucina, NACHT (o NBD); 

dominio de unión a nucleótidos, PYD; dominio de pirina, CARD; familia de dominio de reclutamiento de caspasas, FIIND; 
dominio de función para encontrar, HIN200; Repetición de 200 aminoácidos (84). 

 

 

La maduración de IL-1β e IL-18 por escisión con caspasa-1 es un requisito previo para inducir 

las respuestas inmunes. La propia caspasa-1 se sintetiza como un zimógeno inactivo de 45 kDa 

(pro-caspasa-1) que se somete a un procesamiento autocatalítico tras un estímulo apropiado. 

La forma activa de la enzima comprende las subunidades p20 y p10(84). 

Esta plataforma proteica está formada por un receptor con dominio de oligomerización NLR 

o ausente en melanoma 2 (AIM2), la proteína ASC y la caspasa-1. El ensamblaje del 

inflamasoma es mediado por la interacción de los dominios de las proteínas pertenecientes a 

la superfamilia de muerte, la cual está comprendida por subfamilias que contienen dominio 

de muerte (death domain [DD]), dominio efector de muerte, dominio CARD y dominio PYD. La 

subfamilia NLRP de los NLR tales como NLRP1 y NLRP3, contienen 1) en su extremo C-terminal 

un dominio rico en repeticiones de leucina (LRR), el cual está implicado en el reconocimiento 

del ligando y en mantener al NLR en estado inactivo, 2) un dominio central de unión a 

nucleótidos NACHT (NOD) altamente conservado y 3) un dominio N-terminal PYD. La proteína 

ASC está comprendida por un dominio PYD en el N-terminal y un dominio CARD en su C-

terminal y juega un papel crítico en el ensamblaje del inflamasoma NLRP3 (85–89) (Figura 6).  
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Figura 6 Componentes del inflamasoma NLRP3 

la proteína NLRP3, la proteína adaptadora ASC (apoptosis-associated speck-like protein) y una procaspasa-1. La estructura 
de la proteína NLRP3 contiene un dominio de pirina N-terminal (PYD), un dominio con repeticiones ricas en leucina (dominio 

LRR), y un dominio NACHT (nucleotide binding and oligomerization domain), que es el responsable del proceso de 
oligomerización del inflamasoma (95) 

 

 

La ASC es reclutada por el oligómero NLRP mediante interacción homotípica PYD, mientras 

que la interacción homotípica CARD entre la ASC y la procaspasa-1, ocurre después para 

ensamblar el inflamasoma. Por su parte, la ASC se ensambla en una estructura tipo punto, una 

vez que ha ocurrido la estimulación vía apoptótica o inflamatoria (85–88)(Figura 7). 

 

 
Figura 7 Representación gráfica de la formación del inflamasoma. 

Se requieren al menos 2 elementos de cada uno de los componentes del inflamasoma. La liberación de p10/p20 de la 
proteína NLRP3 se debe a la acción de una caspasa. El ensamble de los componentes dispara una modificación 

conformacional que induce su activación y oligomerización en un tetrámero que conlleva a la activación de la caspasa-1 y 
ésta a su vez a la secreción de IL-1ß, IL-18 e IL-33 (93). 
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La activación del inflamasoma tiene como resultado final la liberación de las IL-1ß e IL-18 

activas, y debido al papel central de estas citocinas en dirigir la inflamación innata, la 

activación del inflamasoma es un sistema de dos pasos. La señal-1 es mediada por la 

estimulación de los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) a través de los PAMPs 

o los DAMPs (es decir el reconocimiento de un patógeno o una señal de peligro); la inducción 

de los PRRs resulta en la activación de la vía NF-kB para la expresión de la pro-IL-1ß y de los 

genes asociados a las proteínas del inflamasoma. La señal-2 puede ser conferida tanto por: a) 

el eflujo de potasio debido a la estimulación del canal de potasio sensible a adenosín trifosfato 

(ATP) o por la formación de poros por toxinas bacterianas; b) la desintegración lisosomal que 

conduce a la salida de catepsina B en el citosol; y/o c) la generación intracelular de las especies 

reactivas de oxígeno. Dicha activación conlleva la oligomerización del NLRP3 con ASC, en un 

gran complejo tipo-fibra llamado “speck” que puede detectarse mediante 

inmunofluorescencia o mediante unión cruzada de ASC en Western blots(90). Generalmente 

los niveles de mRNA de NLRP3 e IL-1β se consideran marcadores del cebado de la inflamación, 

mientras que la oligomerización del NLRP3 y ASC y la presencia de caspasa-1 activa son 

marcadores de la activación del inflamasoma(83,91–93). Una vez ensamblado el inflamasoma 

se produce la maduración de las IL-1ß e IL-18 por la enzima caspasa-1 mediante el 

procesamiento proteolítico e induce una muerte celular inflamatoria conocida como 

piroptosis(88,94–98) (Figura8). 
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Figura 8 Proceso de activación del inflamasoma NLRP3 en dos pasos. 

Los receptores TLRs o TNFR median una señal de cebado. El factor de transcripción NF-κB regula al alza los niveles de ARNm 
y proteínas de NLRP3 y pro-IL-1β. Una segunda señal (Señal 2) es activada por varios estímulos, incluidos PAMP y DAMP, y 
promueve directamente la activación de NLRP3 y el ensamblaje del inflamasoma. Posteriormente, el inflamasoma NLRP3 

participa en la escisión de pro-IL-1β y pro-IL-18, lo que lleva a su activación. PAMP, patrones moleculares asociados a 
patógenos; DAMP, patrones moleculares asociados al peligro; TLR; Receptores tipo Toll; receptor del factor de necrosis 

tumoral (TNFR); NF-κB, factor nuclear kappa-potenciador de cadena ligera de células B activadas; LRR, dominio repetido rico 
en leucina; NACHT (también conocido como NBD), dominio de unión a nucleótidos; PYD, dominio de pirina; CARD, dominio 

de activación y reclutamiento de caspasas; ROS, especies reactivas de oxígeno (97). 

 

2.3.1.6.1 Inflamasoma NLRP3 
Entre los inflamasomas, el inflamasoma NLRP3 es el más estudiado. Además de los dominios 

NOD y LRR, NLRP3 contiene un dominio PYD y, por lo tanto, activa la caspasa-1usando su PYD 

para reclutar ASC. Forma solo un oligómero por célula y su oligómero está compuesto por 

siete moléculas NLRP3. Se sabe que es el inflamasoma más grande de todos, cubriendo 

alrededor de 2 µm de diámetro. Su activación en macrófagos se puede lograr con una plétora 

de PAMP, como LPS, peptidoglicanos y ácidos nucleicos bacterianos, siempre que las células 

estén expuestas al ATP. De hecho, en ausencia de ATP, los macrófagos estimulados con LPS 

producen grandes cantidades de pro-IL-1β, pero liberan poca citoquina madura al medio. El 

ATP y ciertas toxinas bacterianas, como la nigericina y la maitotoxina, provocan un cambio en 

la composición iónica intracelular que conduce a la activación del inflamasoma NLRP3. El 

efecto del ATP está mediado por el receptor P2X7 junto con la pannexina, que provoca una 

rápida salida de potasio del citosol tras la activación(99). 

Los cristales de urato monosódico y fosfato cálcico dihidratado activan la caspasa-1 de una 

manera dependiente de NLRP3 [14]. El depósito de cristales de urato monosódico y fosfato 
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cálcico dihidratado en las articulaciones es responsable de las afecciones inflamatorias gota y 

pseudogota, respectivamente, lo que implica a NLRP3 en su etiología. Además, las células 

necróticas liberan ácido úrico en el medio extracelular, lo que sugiere un papel importante de 

NLRP3 en la detección de señales de "peligro" endógenas. Se sabe que la sílice y el amianto 

activan el inflamasoma NLRP3, lo que implica su papel en la patogenia de la silicosis y la 

asbestosis(100). La sal de aluminio también puede activar el inflamasoma NLRP3, aunque en 

presencia de PAMPs como LPS. La fagocitosis de los cristales produce inflamación y daño 

lisosómico. La perturbación lisosómica junto con la liberación de catepsina B, una cisteína 

proteasa lisosómica, da como resultado la activación del inflamasoma NLRP3(101). 

 

2.3.1.6.2 Otros inflamasomas 
También se han caracterizado otros inflamasomas, como NLRP1, NLRC4 y AIM2 (Figura 5). El 

inflamasoma NLRP1, el primero en ser descrito, es activado por la toxina letal del ántrax(102). 

A diferencia de la mayoría de los NLR, NLRP1 activa la caspasa-1 directamente y no se requiere 

ASC para la producción de IL-1β madura. El inflamasoma del NLRC4 o del factor activador de 

proteasa de la enzima convertidora de interleucina (IPAF) es activado por la flagelina citosólica 

o por el componente basal del cuerpo del sistema de secreción tipo 3 que se encuentra en 

Salmonella typhimurium, Shigella flexneri, Legionella pneumophila y Pseudomonas 

aeruginosa(103). Las diferencias de los inflamasomas NLRP3 y NLRP1 incluyen la capacidad de 

activar la caspasa-1 sin el adaptador ASC y la expresión constitutiva de NLRC4 sin una señal de 

cebado mediada por TLR. Finalmente, AIM2, un PRR que detecta ADN bicatenario citosólico 

(dsDNA), también es capaz de formar inflamasomas. Dado que los requisitos de ligando para 

AIM2 incluyen dsDNA de virus, bacterias o el propio huésped, también puede contribuir a las 

respuestas autoinmunes(83). 

 

2.3.1.6.3 Control de la actividad del inflamasoma  
La actividad del inflamasoma requiere una regulación precisa para evitar una producción 

excesiva de citocinas y sus efectos deletéreos. La regulación tiene lugar a nivel transcripcional 

y postranscripcional. Por ejemplo, NLRP3 se expresa en números limitados de macrófagos y 

es altamente inducible en respuesta a estímulos proinflamatorios como LPS, citocinas o 

ROS(104). Además, el empalme diferencial de ASC puede generar variantes de proteínas con 

una función inhibidora, en lugar de la molécula adaptadora clásica. Otro nivel de regulación 



 Papel del Inflamasoma en la EPOC estable y agudizada  

30 
 

es la ubicación subcelular de los componentes del inflamasoma; un ejemplo es la 

redistribución de ASC antes mencionada desde el núcleo al citoplasma en células inflamatorias 

activada. Se puede lograr una regulación adicional de la actividad del inflamasoma mediante 

factores secretados. De hecho, los interferones de tipo I pueden suprimir la activación del 

inflamasoma y su posterior producción de IL-1β, lo que puede contribuir al aumento del riesgo 

de infecciones bacterianas secundarias después de la influenza u otras infecciones virales. La 

autofagia, el proceso mediado por lisosomas necesario para mantener la homeostasis celular 

en respuesta al estrés, también desempeña un papel en la regulación de la actividad del 

inflamasoma. Saitoh y sus colegas (52) demostraron que las células deficientes en proteínas 

(105)específicas de la autofagia tienen una activación del inflamasoma mejorada en respuesta 

a los estímulos, lo que puede explicarse por el aumento de los niveles de ROS celular causado 

por la eliminación insuficiente de las mitocondrias defectuosas. Otra posible explicación para 

este fenómeno es la translocación citosólica del ADN mitocondrial en mitocondrias 

disfuncionales, que no solo podría involucrar al inflamasoma AIM2, sino que también podría 

señalar una vía independiente de AIM2(106). 

 

2.3.1.6.4 Modelos animales de EPOC 
Se han empleado diferentes abordajes preclínicos para imitar las principales características de 

la EPOC. Sin embargo, son dos los modelos animales habitualmente empleados 

1. Modelo de enfisema elastasa que consiste en una única dosis elastasa instilada 

intranasalmente en ratas C57BL/6(107). Este procedimiento experimental promueve 

un daño pulmonar rápido (10 días), que no traslada completamente lo que ocurre en 

el pulmón humano, aunque podría utilizarse para imitar a las agudizaciones 

agudas(108) 

2. Modelo de exposición al humo de tabaco que se caracteriza por una exposición bien 

de todo el cuerpo o solo nasal en ratones BALB/c(109). La exposición nasal única tiene 

la ventaja de que favorece el desarrollo de características de EPOC como la inflamación 

pulmonar, la hipersecreción mucosa, el remodelamiento de la vía aérea y la fibrosis, el 

enfisema y la pérdida de función pulmonar, imitando mejor el perfil de inhalación de 

los fumadores humanos comparado con la inhalación de todo el cuerpo(108)  
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En el momento de llevar a cabo este trabajo, existía evidencia de la activación del inflamasoma 

en modelos animales de EPOC, ya que los niveles de caspasa-1 aumentaban en el tejido 

pulmonar después de la exposición a humo de tabaco en ratones. Los niveles de caspasa-1 

también eran más altos en el tejido pulmonar de pacientes con EPOC y fumadores que en 

donantes no fumadores(110). La inhibición selectiva de caspasa-1 redujo significativamente la 

inflamación después de la exposición a humo de tabaco en modelos animales(111).  

 

 

2.3.2 Papel del sistema inmune adquirido en la EPOC 
El sistema inmune adaptivo (SIA) está presente en todos los vertebrados, es específico para 

distintas moléculas y se caracteriza por ‘tener memoria’, es decir mejorar la capacidad 

defensiva frente a exposiciones sucesivas. Los principales elementos celulares del SIA son los 

linfocitos B y T que se activan frente a los antígenos (sustancias que inducen respuestas 

inmunes específicas)(112) y que participan respectivamente en la Inmunidad Humoral, y en la  

Inmunidad Celular. Los linfocitos T (denominados así porque se han diferenciado en el timo), 

son células que solo son capaces de reconocer los antígenos si estos son presentados por otros 

tipos celulares, desencadenando entonces la respuesta inmune frente a esos antígenos. Se 

subdividen en linfocitos CD8+, denominados también células T citotóxicas (Tc), y linfocitos 

CD4+ o células T helper (‘cooperadoras’ o Th). Tanto los Tc como los Th pueden subdividirse a 

su vez en tipo 1 y tipo 2 (Tc1 y Tc2; y Th1 y Th2), atendiendo a las citoquinas que secreta cada 

una de estas estirpes. Los Th1, al ser estimulados por determinados antígenos (generalmente 

de origen bacteriano), liberan citoquinas como la IL-2, IL-3, IL-12, IL-18, TNF α y β, GM-CSF e 

IFN-γ. Los Th2, estimulados generalmente por parásitos o antígenos extracelulares, generarán 

otro perfil citoquímico, con secreción fundamentalmente de IL-3, IL-4, IL-5, IL- 6 e IL-13, 

inhibición de células fagocíticas y potente producción de anticuerpos. El perfil de la respuesta 

inmunitaria va a depender en parte de las relaciones Th1/Th2 y Tc1/Tc2. En la EPOC 

predomina la respuesta Th1-Tc1, como sucede también en las enfermedades autoinmunes, 

mientras que en el asma lo hace la Th2-Tc2. 

Los linfocitos se hallan aumentados en las vías aéreas y en el parénquima pulmonar de los 

pacientes, sobre todo los CD8+, estando directamente relacionados con la gravedad de la 

enfermedad, tanto a nivel del grado de deterioro funcional obstructivo como del grado de 

enfisema. Estos linfocitos son activados por la presencia de patógenos intracelulares, que se 
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presentan a nivel de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase 1.  Los 

linfocitos CD8 secretan diversas sustancias capaces de destruir el parénquima pulmonar, 

como son el TNF-α, la proteasa granzima B y las perforinas (que inducen la muerte celular por 

mecanismos osmóticos), en caso de reconocer células que han sido infectadas o 

dañadas(113).  

La respuesta humoral esta mediada por la activación de linfocitos B, que puede ser 

dependiente o independiente de linfocitos T CD4. Se ha descrito la acumulación de linfocitos 

B en el tejido pulmonar de pacientes con EPOC severo, aunque no se sabe si su papel es 

beneficioso o perjudicial para el curso de la enfermedad(114).  

 

2.3.3 Mediadores inflamatorios 
En cuanto a los mediadores inflamatorios puede decirse que se han hallado múltiples 

moléculas incrementadas en los pulmones, sangre y diversos órganos de los pacientes con 

EPOC. Muchos de estos mediadores pueden tener además acciones diversas o mostrar 

redundancias con otras moléculas proinflamatorias. Entre los mediadores inflamatorios 

característicamente involucrados en la EPOC destacan las citoquinas, sobre todo las ligadas a 

la respuesta Tc1, con expresión como se ha visto de IL-2, IL-3, IL-12, IL-18, TNF-α, TNF-β y GM-

CSF, entre otras. TNF-α en concreto, ampliaría localmente la respuesta inflamatoria a través 

de la activación de NF-κB, y participaría en algunas manifestaciones extrapulmonares de la 

enfermedad como la disfunción muscular y las alteraciones nutricionales(115–117). También 

es crítica la amplificación de la cascada inflamatoria ligada a la IL-6, que se halla elevada en 

sangre y secreciones respiratorias de pacientes con EPOC, sobre todo durante las 

agudizaciones. Esta es una IL con acciones ambivalentes, ya que se considera como una 

citoquina proinflamatoria en la mayoría de los tejidos, pero actúa como una mioquina 

antiinflamatoria en su versión local cuando es sintetizada en el músculo esquelético. Esto 

último es debido a su capacidad de inhibir a TNF-α y a IL-1(118,119). Finalmente, IL-17, IL-22 

e IL-33, todas ellas aumentadas en los pacientes con EPOC, también parecen claves en el 

desarrollo y progresión de la enfermedad(120). Determinadas quimioquinas y sus ligandos 

también juegan un papel importante en la inflamación de la EPOC. Es el caso de los ligandos 

de quimioquinas (CXCL), como CXCL1, CXCL5 y CXCL8 procedentes de múltiples estirpes 

celulares y que se hallan aumentados en el pulmón de los pacientes, atrayendo allí sobre todo 

a monocitos y neutrófilos. De hecho, el receptor CXCR3 está sobreexpresado en las células 
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Tc1 y Th1, condicionando aumentos de CXCL9, CXCL10 y CXCL11, que son capaces de 

incrementar la atracción para monocitos y linfocitos. También participan las quimiocinas de 

clase CC y sus ligandos, como la CCL2, CCL5, que atraen células inflamatorias a la vía 

aérea(118,119). No deben olvidarse tampoco los mediadores de estirpe lipídica, como las 

prostaglandinas PGE2, PGF2αy el leucotrieno LTB4, que se hallan aumentados en las 

secreciones y aire exhalado de los pacientes con EPOC(79).  

 

2.3.4 El estrés oxidativo  

En los tejidos debe existir un delicado equilibrio entre los oxidantes, como las especies 

reactivas de oxígeno o de nitrógeno, y los antioxidantes. Si este equilibrio se rompe por 

predominio de los primeros se produce estrés oxidativo o nitrosativo, modificándose diversas 

estructuras moleculares y repercutiendo en su función. El tabaco y otras noxas, tanto 

ambientales como del propio organismo (p.ej. las células inflamatorias) son capaces de inducir 

la producción de especies reactivas en pacientes con EPOC(118,119). De hecho, estas últimas 

explican en parte la persistencia del estrés oxidativo incluso tras dejar el tabaco. Las ROS no 

sólo actúan modificando proteínas, lípidos y ADN (con consecuencias estructurales y 

funcionales, como por ejemplo la disfunción de las antiproteasas), también activan el NF-κB, 

amplificando la respuesta inflamatoria y dificultando la acción de algunos fármacos como los 

corticoides. En la EPOC no sólo se hallan aumentados los oxidantes, también existe una 

disminución de las sustancias antioxidantes, lo que desequilibra todavía más la situación(121). 

Esto es en parte debido a que no se activa correctamente el factor nuclear Nrf2, que es el 

encargado de dar respuesta mediante estas sustancias al incremento de las especies reactivas. 

El estrés oxidativo se ha involucrado en la aparición y progresión de la enfermedad pulmonar, 

pero también en algunas de sus manifestaciones sistémicas(122). Otra consecuencia probable 

del estrés oxidativo sería la aceleración en el proceso de envejecimiento y gasto metabólico 

de las estructuras pulmonares, que en parte se debería a la menor actividad de la sirtuina-

1(118,119). Este proceso de senescencia tiene también sus propias consecuencias, ya que las 

células ‘envejecidas’ producen un perfil particular de moléculas proinflamatorias y oxidantes 

(p. ej.IL-1β, IL-6, TNF-α, CCL2, CXCL8, etc.) que se han involucrado en algunas de las 

manifestaciones sistémicas y comorbilidades típicas de la EPOC(123). 
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Además del humo del cigarro, la contaminación del aire, la combustión de biomasa, polvo, 

humos, gases y el uso de pesticidas agrícolas también generan grandes  cantidades  de  ROS,  

elevan  los  marcadores  de  estrés  oxidativo  y  reducen los antioxidantes endógenos(124). 

 

2.3.5 Inflamación sistémica en los pacientes con EPOC 
Se ha demostrado que los pacientes con EPOC, particularmente cuando la enfermedad es 

grave y durante las agudizaciones, muestran inflamación sistémica, que se mide como los 

niveles aumentados de citoquinas circulantes, las quimiocinas y los niveles de proteínas de 

fase aguda o como anomalías en los leucocitos circulantes. La inflamación persistente se 

asocia con peores resultados clínicos(125,126). El tabaquismo puede causar inflamación 

sistémica (por ejemplo, recuento aumentado de leucocitos totales), pero en los pacientes con 

EPOC, el grado de inflamación sistémica es mayor al esperable solamente por el humo del 

tabaco. Aún es desconocido si estos marcadores sistémicos de inflamación son un ''derrame'' 

de la inflamación pulmonar a nivel periférico o si son una anormalidad paralela o si están 

relacionados con alguna enfermedad comórbida que tiene efectos en el pulmón. En cualquier 

caso, la inflamación sistémica observada en los pacientes con EPOC podría contribuir a sus 

manifestaciones sistémicas y podría empeorar las enfermedades comórbidas(127). 

En un estudio de base poblacional grande la inflamación sistémica (la proteína C reactiva (PCR) 

aumentada, fibrinógeno y los niveles de leucocitos) se asoció con un riesgo 2 a 4 veces mayor 

de enfermedad cardiovascular, diabetes, cáncer de pulmón y neumonía, aunque no con la 

depresión. Al medir 6 marcadores inflamatorios (la proteína C reactiva, IL-6, CXCL8, 

fibrinógeno, TNF-α y leucocitos), el 70% de los pacientes con EPOC tenía algunos componentes 

de inflamación sistémica y el 16% tenía inflamación persistente. La inflamación sistémica 

parece relacionarse con la disminución acelerada de la función pulmonar y aumenta aún más 

durante las agudizaciones(125,127). 
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La hipótesis general de este trabajo es que el inflamasoma juega un papel en la respuesta 

inflamatoria exagerada que caracteriza a la EPOC, especialmente durante las agudizaciones.  

 

3.1 Hipótesis específicas: 
 

1. El inflamasoma contribuye a la inflamación pulmonar y sistémica en la EPOC estable 
 

2. El inflamasoma juega un papel en la inflamación que ocurre durante las 
agudizaciones 

3. Los pacientes con EPOC presentan una respuesta funcional in-vitro aumentada a 
distintos agonistas del inflamasoma 
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Objetivo general: 

Analizar la contribución del inflamasoma en la patobiología de la EPOC tanto en fase estable 

como durante las agudizaciones de la enfermedad.  

 
4.1 Objetivos específicos: 

1. Analizar la contribución del inflamasoma a la inflamación pulmonar y sistémica en la 

EPOC estable. 

2. Analizar el papel del inflamasoma en las agudizaciones de la EPOC. 

3. Estudiar la respuesta funcional in-vitro a los agonistas del inflamasoma en pacientes 
con EPOC estable 
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5.1 Diseño del estudio y ética  
Se trata de un estudio observacional, prospectivo y controlado en muestras humanas. El 

estudio fue aprobado por los comités de ética de todos los centros participantes. Todos los 

participantes firmaron el consentimiento informado. 

 

5.2 Participantes 
Se estudiaron 1) pacientes con diagnóstico de EPOC definido por un cociente FEV1/FVC <0.7 

en una espirometría post-broncodilatación. 2) sujetos fumadores activos sin limitación el flujo 

aéreo en la espirometría y 3) controles sanos (nunca fumadores y sin limitación al flujo aéreo 

en la espirometría). De estos tres grupos se analizaron muestras tanto sanguíneas como de 

pulmón. Las segundas, fueron proporcionadas por el Biobanco pulmonar del Centro 

biomédico en red de respiratorio (CIBERES), procedentes de pacientes sometidos a cirugía de 

resección pulmonar por cáncer de pulmón localizado o trasplante pulmonar bilateral 

(https://biobancopulmonar.ciberes.org/). 

Para estudiar el papel del inflamasoma durante la agudización de EPOC se incluyeron 

pacientes del estudio ECOS (Exacerbations of COPD in Spain) que fue un estudio 

observacional, multicéntrico y longitudinal que se llevó a cabo en diferentes hospitales de 

España(128). Se definió la agudización de EPOC como un deterioro en el estado clínico del 

paciente que produjo un incremento de su disnea y del aumento de la cantidad y/o purulencia 

del esputo sin objetivarse infiltrados pulmonares en la radiografía de tórax. Los pacientes eran 

aptos para participar en el estudio si tenían un diagnóstico de agudización confirmado por el 

equipo investigador, previo diagnóstico de EPOC basado en los criterios GOLD, edad de 45 

años o superior y que tuvieran una historia pasada o presente de tabaquismo con un índice 

acumulado mayor de 10 años /paquetes.  Se recogieron distintas pruebas, incluidos esputo y 

muestra sanguínea durante el episodio de agudización que requirió ingreso hospitalario (V1, 

durante las primeras 72 horas de hospitalización) y una vez alcanzada la estabilidad clínica, al 

menos 2 meses después del alta (V2).  

Por último, se realizaron estimulaciones de células sanguíneas periféricas de pacientes con 

EPOC, fumadores sin limitación al flujo aéreo y controles sanos recogidos prospectivamente 

en el Hospital Clínico de Barcelona (Figura 9). 
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Figura 9 Distribución de las muestras incluidas en el estudio. 

SP: sangre periférica 

 

5.3 Obtención de muestras 
5.3.1 Función pulmonar 
La espirometría forzada se realizó en todos los participantes de acuerdo con las directrices 

internacionales(129). Los valores de referencia espirométricos corresponden a los de la 

población mediterránea (130).  

 

5.3.2 Muestras sanguíneas 
Las muestras sanguíneas se obtuvieron mediante venopunción y fueron recolectadas en dos 

tubos EDTA: 1) fue centrifugado a 400G durante 6 minutos y se recolectó el plasma que fue 

alicuotado y almacenado a -70ºC hasta su análisis. 2) se usó para determinaciones 

hematológicas del número de leucocitos, linfocitos, monocitos y neutrófilos. Se recogió un 

tubo de suero adicional para las determinaciones de la PCR ultrasensible, y de citocinas 

inflamatorias 

 

5.3.3 Esputo 
El esputo espontáneo se obtuvo durante la agudización y se cultivó para bacterias habituales 

según la metodología habitual(131). La presencia de virus respiratorios en el esputo se analizó 

mediante el kit de arrays clínicos Pneumovir (CLART Pneumovir, Genómica, España). Todas las 

determinaciones de PCR se centralizaron en el Institut de Recerca en Ciències de la Salut 

Germans Trias i Pujol, Badalona, España. Los ácidos nucleicos totales (RNA) se extrajeron 

mediante el kit QIAamp Viral RNA Mini kit (Qiagen, Alemania) a partir de un volumen inicial 

de 200 µl con una elución de 50 µl. 
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5.3.4 Muestras pulmonares 
La recolección de muestras pulmonares, la congelación, preservación en RNAlater o inclusión 

en parafina se llevó a cabo por la Plataforma de Biobanco Pulmonar del Centro de 

Investigación Biomédica en Red, de la manera descrita por Villena C.(132) 

(https://biobancopulmonar.ciberes.org/). 

 

5.4 Mediciones 
5.4.1 Concentración de citocinas en suero 
1) Las concentraciones de IL-1RA, Caspasa-1, IL-1α e IL-18 se midieron mediante ELISA (R&D 

systems, USA & MBL International, USA, respectivamente). 

2) Las concentraciones de IL-1β, IL-8, IL-6 mediante ensayo con Luminex según las 

instrucciones del fabricante (R&D) usando un citómetro de flujo modificado (Luminex X100) y 

microesferas teñidas con fluoresceína (Fluorokine MAP human base kit A, R&D, EE. UU.). 

 

5.4.2 Niveles de IL-1, IL-18 y de caspasa-1 en pulmón y esputo 

Se extrajo la proteína total de las muestras congeladas (flash frozen) de pulmón utilizando el 

reactivo de extracción de proteína tisular TPER (Pierce, Rockford, USA) con las tabletas 

completas Mini Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche, Germany), lisando el tejido con un 

aparato GentelMacs, programa de tejido pulmonar. Los lisados se centrifugaron a 4,000 xG 

durante 5 minutos a 4ºC para eliminar el tejido no digerido y entonces los sobrenadantes se 

centrifugaron a 10,000 xG durante 5 minutos a 4ºC. Los sobrenadantes que contenían 

proteínas solubles se congelaron a -80ºC hasta su utilización. El sobrenadante del esputo se 

almacenó a -80°C hasta su análisis. Todas las muestras y estándares se midieron por duplicado 

y se utilizaron los valores medios para el análisis estadístico.  

Los niveles de caspasa-1 y de IL-18 en los lisados de tejido pulmonar y en el sobrenadante de 

esputo, se midieron por ELISA tal y como se ha descrito en suero. La concentración de IL-1β 

se determinó por Luminex tal y como se ha descrito también en suero. Los ensayos de 

determinación de CASP-1, IL- 18 e IL-1β determinaron tanto la proforma como la forma 

madura. Para evitar un sesgo a la baja, se empleó un nivel nominal de la mitad del límite 

https://biobancopulmonar.ciberes.org/
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inferior de la cuantificación en individuos con valores por debajo del límite inferior de 

cuantificación. 

 

5.4.3 Actividad de caspasa 1 en sangre periférica 
Se determinó la actividad de caspasa-1 en células mononucleadas circulantes mediante 

citometría de flujo utilizando carboxyfluorescein-YVAD-cmk (FLICA, Sigma Aldrich, EE. UU.), 

tanto basalmente como tras la estimulación con diferentes ligandos del inflamasoma NLRP3: 

ATP, nigericina y CSM (Cigarette smoke medium). Se siguió el protocolo descrito por el 

fabricante para la utilización del reactivo. 

 

5.4.4 Expresión de mRNA de pulmón 
El RNA total fue extraído a partir de tejido preservado en RNAlater utilizando el minikit de RNA 

Purelink (Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, EE. UU.) y se sintetizó cDNA con transcriptasa 

inversa Transcriptor (Roche, Mannheim, Alemania). 

La concentración de RNA, su pureza e integridad se obtuvieron mediante espectrofotometría 

utilizando Nanodrop (Thermo Fisher Sientific, EE. UU.) y el kit Eukaryote Total RNA nano 

Bioanalyzer (Agilent Technologies, EE. UU.). La expresión de CASP-1, NLRP3, IL18, TGF TGF-β 

1, CD68, CCL20 e IL1β se analizó por reacción en cadena de polimerasa cuantitativa (qPCR) en 

tiempo real (RTR, Roche, Mannheim, Alemania) en un LightCycler® 480 (Roche, Mannheim, 

Alemania). CD4, CD69, IL6, IL8, IL2, ELANE e IL1A fueron amplificados utilizando SybrGreen 

(Roche, Mannheim, Alemania) y los primers descritos en la Tabla 1 utilizando un LightCycler® 

480 (Roche, Mannheim, Alemania). Se utilizó una mezcla de todos los cDNAs como calibrador 

y se utilizó en todas las reacciones. Los resultados se expresan como la ratio de la expresión 

de la muestra con la expresión GAPDH (RQ). 
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Gene Cebador Secuencia 

GAPDH Fw TCTTCTTTTGCGTCGCCAG 

Rv AGCCCCAGCCTTCTCCA 

IL6 Fw GGCACTGGCAGAAAACAACC 

Rv GCAAGTCTCCTCATTGAATCC 

ELANE Fw CGTCTGCACTCTCGTGAGG 

Rv GAGGCAATTCCGTGGATTAG 

IL2 

 

Fw AACTCACCAGGATGCTCACATTTA 

Rv TCCCTGGGTCTTAAGTGAAAGTTT 

CD69 Fw GGAGAGTGGACAAGAAAATGAT 

Rv AGGACAGGAACTTGGAAGGA 

IL8 Fw TCCTTGTTCCACTGTGCCTTG 

Rv TGCTTCCACATGTCCTCACAA 

IL1A Fw GAGATGCCTGAGATACCCAA 

Rv TAGTTCTTAGTGCCGTGAGTTT 

CD4 

 

Fw GCGAAAACAGGAAAGTTGCAT 

Rv GTCAAATTTTTCTGGAGCTGAGT 

 

Tabla 1 Cebadores utilizados para la cuantificación de SybrGreen 

 

 

5.4.5 Evaluación de la activación del inflamasoma 
La presencia de oligómeros de caspasa-1 y ASC se evaluó por Western blot utilizando el 

anticuerpo anti-caspasa-1 sc-515 (Santa Cruz Biotechnology, CA, EE. UU.), que detecta los 

fragmentos de caspasa-1 activa (10 kDa, p10) y del precursor inactivo no escindido (45 kDa, 

p45), o el anticuerpo anti-ASC (AL177, Adipogen, Suiza), que identifica los monómeros ASC (22 

kDa) y los oligómeros cuando se emplean geles nativos. De manera resumida, se trasfirieron 

20 µg del homogeneizado de tejido congelado o 20 µl del sobrenadante del esputo se 

sometieron a SDS-PAGE (Mini-protean TGX gels, Biorad), y trasferidos a una membrana PVDF 

de 0.2μm (Biorad, EE. UU.), bloqueados con 5% de leche seca no grasa en PBS/Tween-20 0.3% 
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(PBST) e incubados a lo largo de la noche a 4°C con un anticuerpo primario específico a 1:1000 

en el 5% BSA-PBST. Se lavaron los blots e incubaron en una dilución 1:500 del anticuerpo 

secundario HRP-goat anti-rabbit (Molecular probes, Invitrogen, EE. UU.) y Luminata Crescento 

(Millipore, EE. UU.). Las señales de quimioluminiscencia se adquirieron en un equipo LAS4000 

(Fujifilm, Japón) y analizaron mediante imageJ. 

 

5.4.6 Distribución de la caspasa-1 y el ASC en tejido pulmonar 
La distribución de Caspasa-1 se determinó por inmunohistoquímica usando el anticuerpo 

AHP963 anti- caspasa-1 (Bio-Rad, California EE. UU.). En el caso de ASC, la distribución se 

evaluó por inmunofluorescencia con un anticuerpo anti-ASC (AL177, (AdipoGen SA Suiza). 

De manera resumida, las secciones de tejido fijadas con formalina en tejido embebido con 

parafina fueron desparafinadas, rehidratadas y sometidas a un paso de recuperación 

antigénica, bloqueadas con 0.1% BSA (Sigma Aldrich, EE. UU.) y 1% de suero de cabra o mono, 

lavadas e incubadas toda la noche a 4ºC con 1:200 de anticuerpos anticaspasa o 1:100 de 

anticuerpo antiASC. Se detectó tinción específica con anticuerpos secundarios biotinilados de 

cabra anticonejo (BA-1000, Abd-Serotec, Kidlington, Reino Unido) seguido de un reactivo 

Vectorstain ABC Elite y sustrato de peroxidasa DAB (Vector laboratories, Burlingame, EE. UU.) 

y contrateñido con hematoxilina para la tinción de caspasa-1. Para la tinción secundaria de 

ASC se utilizaron anticuerpos de mono anti-conejo Alexa-647 (Life technologies, EE. UU.) y las 

láminas fueron amontonadas con prolong Gold con DAPI (Life technologies, EE. UU.) y 

analizadas en un microscopio confocal TCS-SP5 (Leica Microsystems, Alemania). 

 

5.4.7 Respuesta funcional in vitro del inflamasoma NLRP3 
Las células mononucleares periféricas (PBMCs) fueron aisladas mediante centrifugación con 

un gradiente de densidad Ficoll-Hystopaque (SigmaAldrich, EE. UU.) según el protocolo de la 

casa comercial. Posteriormente fueron re suspendidas a una densidad de 2x106 células/ml en 

medio libre de suero optimem con glutamax (Invitrogen, EE. UU.) suplementado con 

antibióticos (0,1mg/ml de penicilina y 100U/ml de estreptomicina (Sigma Aldrich, EE. UU.). 

Posteriormente fueron incubados durante 6 horas a 37ºC con 5% de CO2 sólo o tras la adición 

de 5 µl ATP (5mM), 2µl Nigericina (20µg/ml), o 2 µl of LPS (1 µg/ml). Se recogió el 

sobrenadante y se utilizaron los niveles de Caspasa-1, IL1β, IL-1RA, NLRP3 e IL-18 secretados 

como marcador de la activación del inflamasoma NALP3 y se cuantificaron mediante un 
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ensayo de citocinas de acuerdo con las instrucciones del fabricante (MILLIPLEX MAG Cytokine 

Magnetic Bead Panel). Se obtuvieron los niveles por duplicados y se utilizó el valor medio para 

el análisis.  

 

5.4.8 Microbiología 
Las muestras de esputo fueron cultivadas. Se consideró una agudización infecciosa si se 

aislaron Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus viridans, 

Pseudomonas aeruginosa o Citrobacter spp. Las determinaciones se hicieron en el servicio de 

microbiología. Adicionalmente, la detección de virus respiratorio se realizó mediante el array® 

Pneumovir kit (CLART Pneumovir, Genómica, España) basado en la PCR. La determinación de 

proteína C reactiva (PCR) se realizó en el Institut de Recerca en Ciències de la Salut Germans 

Trias i Pujol, Badalona, España. Se extrajeron los ácidos nucleicos (RNA) totales bacterianos y 

víricos mediante el kit QIAamp Viral RNA Mini kit (Qiagen, Alemania) a partir de un volumen 

inicial de 200 µl y con una elución de 50 µl.   

 

5.5 Análisis estadístico 
Los resultados se muestran como media ± desviación estándar o mediana según se indique. 

Se utilizó la prueba de Kruskal-Wallis, seguido por el contraste post-hoc de Mann-Whitney 

cuando fuera apropiado para comparar variables continuas entre grupos, mientras que las 

variables categóricas se compararon empleando el test de χ2. Los resultados durante la 

AGUDIZACIÓN y la recuperación se compararon mediante la prueba de Wilcoxon de pares 

emparejados. Las correlaciones entre las variables de interés se exploraron usando la prueba 

de Rho de Spearman. Se consideró una p menor de 0.05 (dos colas) como estadísticamente 

significativa. 
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Los resultados de este trabajo fueron parcialmente publicados en el ERJ Open Research 
(Anexo 6). 
 
6.1 Papel del inflamasoma en la EPOC Estable 
Como punto de partida se planteó investigar el estado de activación del inflamasoma y sus 

citocinas asociadas en tejido pulmonar de pacientes con EPOC estable.  

 
6.1.1 Tejido pulmonar 

 Características generales de los pacientes a estudio 

Se incluyeron pacientes de los tres grupos de estudio: 15 no fumadores, 15 fumadores con 

función pulmonar preservada y 38 pacientes con EPOC con diferentes grados de severidad. 

Sus características generales se reflejan en la Tabla 2.  

 

 PULMÓN 

 No 

fumadores 

Fumadores EPOC 

Sujetos 15 15 38 

Edad en años 66±1.4 60±2.0 62±1.2 

IMC kg·m−2 27.1±0.8 24.6±1.4 26.2±0.8 

Índice tabáquico 

acumulado 

0 52.8±5.7* 61.3±4.7* 

Estado tabáquico 

ex/activo 

0 0/15 26/12 

FEV1%# 94.3±5.2 82.4±3.6 42.4±2.9* 

FEV1/FVC %# 76.4±1.7 83.0±0.6 44.1±2.4* 

 

Tabla 2 Características clínicas principales de los pacientes con EPOC estudiados a nivel pulmonar. 

Los datos se presentan como media±DE, salvo explícitamente señalado. EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica; 
IMC: índice de masa corporal; FEV1%: forced expiratory volume in 1 s; #Los valores de FVC (forced vital capacity), FEV1% % 
referencia y FEV1%/FVC son prebroncodilatación en los no fumadores y fumadores y postbroncodilatación en los pacientes 

con EPOC. * p<0,05 
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 Expresión de caspasa-1 en tejido pulmonar  

Inicialmente, en una selección de pacientes de los tres grupos a estudio (n=15 no fumadores, 

n=15 fumadores y n=38 EPOC), se evaluó la expresión de caspasa-1 en tejido pulmonar 

mediante. Se identificó expresión de caspasa-1 en células del epitelio pulmonar y en células 

inflamatorias (principalmente macrófagos y linfocitos) (Figura 10). Se observó un patrón de 

expresión de caspasa-1 similar en los pulmones de controles no fumadores y de pacientes con 

EPOC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                     

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 a) Expresión de caspasa-1 en células del epitelio pulmonar y en células inflamatorias. b) Porcentaje de macrófagos 
teñidos por Caspasa-1 en los diferentes grupos de pacientes. No se observaron diferencias significativas 

 

 Expresión del inflamasoma a nivel de mRNA en pulmón 

Después de determinar que la caspasa 1 se encuentra en el tejido pulmonar en los tres grupos 

de pacientes se procedió a evaluar la expresión de los componentes del inflamasoma y sus 

citocinas asociadas en tejido de pulmón. Para ello se utilizó RNA total aislado del tejido de 

pulmón de los tres grupos de individuos a estudio, y se cuantificaron los niveles de expresión 

de mRNA de: NLRP3, Caspasa-1, IL-1ß, IL-1RA, IL-18 por qPCR cuantitativa.  

A 

B 

No fumadores              Fumadores                     EPOC 

No Fumadores Fumadores       EPOC 
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Se observó que los niveles de mRNA de NLRP3 fueron significativamente superiores en los 

pulmones de los pacientes con EPOC comparado con nunca fumadores y con fumadores con 

espirometría normal (Figura 11), no se observaron diferencias para los demás componentes 

del inflamasoma o las citocinas asociadas. La trascripción de IL-1β tendía a aumentar en 

fumadores y, todavía más en pacientes EPOC estables comparados con no fumadores (figure 

2a), aunque las diferencias no alcanzaron la significación estadística (test Kruskal–Wallis test, 

p=0.06). 

 

 

 

Adicionalmente se observó que la mayor expresión de en NLRP3 en EPOC es independiente 

del estado tabáquico del paciente (fumador activo frente exfumador) (Figura 12). 

No Fumadores   Fumadores   EPOC No Fumadores   Fumadores   EPOC No Fumadores   Fumadores   EPOC 

No Fumadores   Fumadores   EPOC No Fumadores   Fumadores   EPOC 

Figura 11 Expresión Caspasa-1, IL1β, IL-1RA, NLRP3 e IL-18 en tejido pulmonar. 

Niveles de transcripción relativa en tejidos de no fumadores, fumadores o pacientes con EPOC (cuantificación relativa de los niveles de 
mRNA en relación con la expresión de glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, normalizada entre muestras con un calibrador). Los 

datos se presentan como datos individuales y mediana de expresión relativa, de 15 no fumadores, 15 fumadores y 38 EPOC; **: p<0.005. 
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 Correlación con la limitación al flujo aéreo 

Se observó que la expresión de NLRP3, e IL-1ß se correlacionaba con la severidad de la 

limitación al flujo aéreo presente (Figura 13).  

 

 

 

6.1.1.4.1 Correlación de los componentes del inflamasoma y con otros mediadores 

inflamatorios 

Debido a que la activación del inflamasoma tiene un papel central en la regulación de la 

inflamación, se investigó la correlación entre los componentes del inflamasoma y diferentes 

mediadores inflamatorios canónicos y no canónicos al inflamasoma (Figura 14A). Se observó 

Fumadores activos            Exfumadores  

Figura 12.La expresión de NLRP3 en pacientes con EPOC tanto fumadores activos como exfumadores. 

Figura 13Correlación de Spearman de los niveles de expresión del mRNA NLRP3 y de IL1B en el pulmón de 
pacientes con EPOC estable con el volumen espirado en el primer segundo (FEV1% % del teórico). 

Cada punto representa un paciente. 
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una correlación positiva entre los niveles de NLRP3: 1) con citocinas asociadas al inflamasoma 

IL-1a, IL-1ß, y IL-18 (Figura 5C); y 2) con IL-8, Neutrófilo Elastasa (ELANE), CCL20, IL-2 y CD68 

(Figura 14 C). Indicando así que otros tipos celulares (Neutrófilos y macrófagos) pueden estar 

correlacionados con el nivel de expresión del inflamasoma NLRP3. Los niveles de los 

mediadores estudiados solo fueron significativos entre grupos en el nivel de expresión de 

CD68 (macrófagos) (Figura 14 B). 

 

 

 

 Expresión del inflamasoma a nivel proteico en tejido de pulmón 

Tanto los componentes del inflamasoma como sus citocinas asociadas, están regulados a nivel 

de post-transcripción. Por ello a continuación se estudiaron sus niveles a nivel proteico en 

tejido pulmonar.  

 

  NF                F             EPOC 

Figura 14 Niveles de expresión de los mediadores relativos del inflamasoma y mediadores inflamatorios. 

A) expresión de los niveles en relación con GAPDH (RQ) de los siguientes mediadores inmunológicos: IL1, ELANE, 
CCL20, IL2, IL6, TGF TGF-β1, IL8, CD68, CD69 y CD4 en los tres grupos estudiados. Los resultados se presentan como 
media±DE de los 15 no fumadores, 15 fumadores y 38 EPOC. B) correlación de Spearman de mRNA NLRP3 con los 
mediadores inmunológicos estudiados, los valores de p y Rho se muestran en el texto. Rojo indica una correlación 

positiva y verde indica ausencia de correlación. NF: no fumadores; F: fumadores. 
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6.1.1.5.1 Niveles proteicos de IL-1β, IL-18, Caspasa-1 e IL-1RA 

Los niveles de las proteínas IL-1β, IL-18 e IL1RA en tejido pulmonar estaban aumentados en 

fumadores y pacientes EPOC comparados con los controles no fumadores, pero estas 

diferencias solo alcanzaron la significación estadística en fumadores (Figura 15). Los niveles 

de caspasa-1 no fueron diferentes entre grupos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Al encontrar diferencias con los fumadores, se planteó evaluar si en los pacientes con EPOC 

había diferencias según el hábito tabáquico. Pero como se muestra en la Figura 16, no 

encontramos diferencias estadísticamente significativas entre pacientes EPOC en relación con 

su hábito tabáquico (activos frente a exfumadores). Estos resultados concuerdan con lo 

observado a nivel de mRNA.  

 

 

 

Figura 16 Impacto del estado tabáquico de los pacientes con EPOC en los niveles de citocinas mediadas por el inflamasoma. 

A) niveles de la proteína IL-1RA en tejido pulmonar de fumadores activos como exfumadores. B) niveles de la proteína IL-18 
en tejido pulmonar de fumadores activos como exfumadores. C) niveles de la proteína IL-1β en tejido pulmonar de 

fumadores activos como exfumadores. 

 

Fumadores activos   Exfumadores  Fumadores activos   Exfumadores  Fumadores activos   Exfumadores  

A B
 

C
 

Figura 15 Valores proteicos en tejido de pulmón de Interleucina (IL)-1β, IL-18, caspasa-1 e IL-1RA. 

Se representa la media± SD. *: p<0.05, **: p<0.005. 
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De manera similar, no se encontraron diferencias significativas entre los pacientes tratados 

con y sin corticoides inhalados (Tabla 3). 

 

  EPOC con CIs EPOC sin CIs Valor p 

CASP-1 12.68±8.85 9.79±7.23 0.479 

IL-1ß 0.00035±0.0038 0.0005±0.00066 0.782 

IL-18 1.313±1.368 1.18±1.26 0.442 

IL-1RA 4.031±1.74 3.511±1.878 0.518 

 

Tabla 3 Valores proteicos en tejido de pulmón de Interleucina caspasa-1, IL-1β, IL-18, e IL-1RA en función de si los pacientes 
recibían o no tratamiento con corticoides inhalado. 

Cis: corticoides inhalados. 

 

 

 Activación del Inflamasoma 

Las caspasas son sintetizadas en forma inactiva, y necesitan un corte proteolítico para dar 

lugar a la forma activa, que posteriormente es secretada a nivel extracelular. Tanto la tinción 

en parafina como las determinaciones de ELISA reconocen tanto la forma activa como inactiva 

de Caspasa-1. Por ello, a continuación, se cuantificó el nivel de caspasa-1 activa en tejido 

pulmonar.  

 

6.1.1.6.1 Caspasa-1 activa en pulmón  

El análisis de Western Blot, con un anticuerpo capaz de diferenciar las dos subunidades de la 

forma activa de Caspasa-1, mostró que, en el tejido pulmonar, la caspasa-1 se encontraba 

mayoritariamente en su forma inactiva (p45) (Figura 17A). La banda correspondiente a la 

subunidad pequeña activa de la caspasa-1 (p10) sólo se detectó en el 29% de los pacientes 

EPOC, 20% de los no fumadores y 27% de los fumadores (Figura 17B).  
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6.1.1.6.2 Oligómeros de ASC 

La activación del inflamasoma comporta la formación de oligómeros de gran tamaño de ASC. 

Por Western Blot, se evaluó la presencia de oligómeros de ASC, observando que estaba 

principalmente en estado monomérico en pacientes EPOC y en no fumadores. También se 

detectaron oligómeros débiles para ASC en pacientes EPOC y en controles (Figura 18D). Las 

especies oligoméricas de ASC fueron revertidas cuando las muestras se trataron con un agente 

reductor previo a resolverse con SDS-PAGE (Figura 18D). De manera complementaria, los 

oligómeros de ASC se pueden observar por Inmunofluorescencia. En este estudio los 

oligómeros de ASC se detectaron en algunos macrófagos (Figura 18 ABC), pero la mayoría de 

la inmunotinción de ASC se detectó como una tinción uniforme en el citosol de la célula, 

correspondiendo a la forma monomérica de ASC. 

 

  

 

 

 

 

 

 

No Fumadores   Fumadores       EPOC A B
 Figura 17 El inflamasoma no está activado en la EPOC estable. 

A) Representación del análisis Western Blot para casasa-1: el control positivo (+) en un lisado de células 
mononucleares de sangre periférica humana tratado con nigericina 10 μM que es un activador del inflamasoma. 

B) Los niveles de proteína caspasa-1 medidos mediante ELISA y la expresión relativa de mRNA medida con PCR 
cuantitativa (QPCR) en muestras pulmonares de pacientes con EPOC. Los resultados se presentan como media±DE 

de 14 no fumadores, 15 fumadores y 38 EPOC 
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6.1.2  Papel del inflamasoma en EPOC estable a nivel periférico 
A continuación, la contribución del inflamasoma en la inflamación sistémica de la EPOC, se 

evaluó tanto en suero como por estimulaciones de PBMCs. Para ello, se utilizó tanto suero de 

los pacientes analizados a nivel pulmonar, como una nueva cohorte de pacientes para la 

determinación de la función del inflamasoma en células circulantes (PBMCs) a través de 

estimulaciones. Los detalles de dicha población se describen en la Tabla 4.   

A

C

B

Reducido               No reducido 

D

Figura 18 El inflamasoma no está activado en EPOC estable. 

A-B-C) Tinción de inmunohistoquímica de ASC (rojo) y del núcleo (azul) en muestras tisulares pulmonares 
representativas de un paciente EPOC. A) células epiteliales alveolares y macrófagos, B) células epiteliales 

bronquiales y C) macrófagos. Las flechas en C) representan macrófagos con speck detectable de ASC. DAPI: 4′,6-
diamidino-2-phenylindole. Escala de las barras: 36 μm. D) Western Blot para ASC en representación de las muestras 

pulmonares de dos pacientes con EPOC, un no fumador (NS) y un fumador (S), denotando el ASC monomérico 
(22kDa) y oligomérico (20 kDa). Los complejos oligoméricos ASC no se detectaron cuando las muestras se 

procesaron mediante condiciones simplificadas. 
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 SANGRE Estimulaciones 

  No fumador Fumador Sano EPOC Estable 

Número 11 9 16 

Edad 58,8 59,3 68,8 * 

Genero (H/M) 7/4 3/4 12/1 

Fumador (Si/No) 0/11 8/0 1/12 

IMC 23 26 26,8 

Charlson 0,22 0,13 1,3 

FEV1% 100,51 95,58 45,04* 

 

Tabla 4 Características clínicas principales de los pacientes con EPOC estudiados a nivel periférico, subgrupo de 
estimulaciones. 

Los datos se presentan como media±DE, salvo explícitamente señalado. EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica; 
IMC: índice de masa corporal; FEV1%: forced expiratory volume in 1 s; #Los valores de FVC (forced vital capacity), FEV1% % 
referencia y FEV1%/FVC son prebroncodilatación en los no fumadores y fumadores y postbroncodilatación en los pacientes 

con EPOC. * p<0,05 

 
 

 Niveles de caspasa-1 y citocinas relacionadas en suero  

En la mayoría de los casos el nivel de IL-1ß fue menor a 0.1pg/ml (límite de detección del 

método de cuantificación utilizado) y por tanto se consideró no detectable, por ello se utiliza 

la concentración de IL-1RA como marcador de la activación de inflamasoma ya que se secreta 

en respuesta a la secreción de IL-1ß. La caspasa a nivel extracelular también se considera un 

marcador de activación del inflamasoma, ya que es liberada al exterior de la célula solo tras la 

activación del inflamasoma. La Figura 19A incluye las concentraciones de Caspasa-1, IL-1RA, 

IL-18 en suero. No se objetivaron diferencias significativas en sus concentraciones en suero 

entre grupos, aunque hay una clara tendencia a mayor expresión en pacientes con EPOC. 

 



Resultados  

65 
 

 

 

Se observó una buena correlación entre los niveles en suero de Caspasa-1 y el grado de 

limitación al flujo aéreo, y una tendencia con los niveles de IL-18 (Figura 19B). 

Finalmente, en el conjunto de muestras que tenían tanto suero como tejido de pulmón se 

pudo observar que los niveles de caspasa-1 estaban correlacionados en ambos 

compartimentos (Figura 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19 A) Mediadores del inflamasoma en suero y B) su correlación con los niveles de FEV1%%. 

Figura 20 Correlación de los marcadores del inflamasoma en sangre y tejido pulmonar. 
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 Niveles de Activación del inflamasoma en sangre periférica 

A continuación, se evaluó la activación del inflamasoma en linfocitos y monocitos de sangre 

periférica en los tres grupos a estudio, tanto a nivel basal, como en respuesta a activadores 

del inflamasoma como son ATP y Nigericina. No se observó una mayor capacidad de respuesta 

a activadores de NLRP3 en pacientes con EPOC, pero de acuerdo con los resultados de 

incremento de caspasa en suero periférica, sí se observó una menor activación basal del 

inflamasoma en pacientes con EPOC (Figura 21). 

 

 

  

No Fumadores   
Fumadores    
EPOC 

Figura 21 Actividad del inflamasoma en PBMCS. 
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6.2 Inflamasoma en EPOC Agudizado 
6.2.1 Características generales de la muestra 
Se incluyeron 56 sujetos del total de 86 pacientes del estudio ECOS. La selección se hizo en 

base a poder disponer de muestra de esputo y plasma para su análisis(128). Los pacientes 

fueron reclutados en fase de agudización durante las primeras 72 horas de su hospitalización, 

y 41 de ellos fueron revalorados tres meses después durante la fase de estabilidad. Sus 

características generales se reflejan en la Tabla 5. En líneas generales se trata de pacientes 

con un índice acumulado tabáquico importante, la mayoría todavía fumadores activos y con 

una limitación al flujo aéreo en grado severo. Durante los episodios de agudización se observó 

un incremento de la inflamación con presencia de leucocitosis, neutrofilia, linfopenia y 

elevación de la PCR (Tabla 6). 

 

 Agudización Recuperación Valor-p 

Sujetos 56 41 ns 

Edad en años 68.9±1.2 68.1±1.3 ns 

IMC kg·m−2 26.5±0.8 26.3±0.8 ns 

Índice tabáquico acumulado 72.9±4.8 72.7±5.3 ns 

Estado tabáquico ex/activo 21/35 19/29 ns 

FEV1%# 44.4±2.8 44.4±2.8 ns 

FEV1/FVC %# 46.7±2.0 47.1±2.3 ns 

Leucocitos ×103 μL−1 11.59±0.47 8.67±0.3 <0.0001 

Neutrófilos ×103 μL−1 85.4±1.3 62.6±1.6 <0.0001 

Linfocitos ×103 μL−1 9.3±0.6 24.35±1.0 <0.0001 

Proteína C Reactiva mg·dL−1 6.5±0.9 1.1±0.3 <0.0001 

 

Tabla 5 Características generales de los pacientes estudiados durante la agudización. 

Los datos se presentan como media±DE, salvo especificación. Los datos se compararon usando la prueba de Mann-Witney. 
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 AGUDIZACIÓN RECUPERACIÓN VALOR 
P 

SUJETOS 56 41  
LEUCOCITOS 
×103 ΜL−1 

11.59±0.47 8.67±0.3 <0.0001 

NEUTRÓFILOS 
×103 ΜL−1 

85.4±1.3 62.6±1.6 <0.0001 

LINFOCITOS 
×103 ΜL−1 

9.3±0.6 24.35±1.0 <0.0001 

PROTEÍNA C 
REACTIVA 
MG·DL−1 

6.5±0.9 1.1±0.3 <0.0001 

 

Tabla 6 Niveles de leucocitos, neutrófilos, linfocitos y proteína C reactiva durante la agudización y en la recuperación. 

Los datos se presentan como n o media ± SEM, a menos que se indique lo contrario. Los datos se compararon mediante una 
prueba de Mann-Witney. FEV1%: forced expiratory volume in 1 s 

 
 

6.2.2 Mediadores del inflamasoma: Agudización vs Recuperación 
En toda la muestra de pacientes con EPOC estudiada la concentración de caspasa-1, IL-1β e IL-

18 liberadas en esputo y en plasma fueron similares durante la agudización y durante la 

recuperación (Figura 22).  

 

 

6.2.3 Correlación entre marcadores en plasma y suero 
Al igual que en las determinaciones en pulmón y suero hechas en pacientes estables descritas 

anteriormente, en este punto se investigó la relación entre los niveles de mediadores del 

Agudización 
(V1) 

Recuperación (V2) 

Figura 22 Mediadores del inflamasoma en esputo y plasma de pacientes durante la agudización y estabilidad. 

No se encontraron diferencias estadísticamente significativas. 
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inflamasoma en esputo y plasma en fase de agudización. Encontramos una relación 

significativa entre los niveles plasmáticos y de esputo para caspasa-1 (Rho 0.291, p=0.035) y 

para IL-1β (Rho 0.335, p=0.012) durante la agudización (Figura 23). 

 

 

Figura 23 Correlación de los mediadores del inflamasoma en suero y esputo en fase de agudización 

 

 

6.2.4 Correlación entre los distintos marcadores de activación del inflamasoma 
Encontramos una correlación significativa y positiva entre la mayoría de los marcadores de la 

activación del inflamasoma (Tabla 7). 

 

 
IL-1β IL-18 Casp-1 IL-1α IL-1ra 

IL-1β           

IL-18 0.331         

Casp-1 0.495 0.493       

IL-1ra 
 

0.611 0.276 0.578   

 

Tabla 7 Valores de Rho en las relaciones entre distintos marcadores de activación del inflamasoma 

 

 

6.2.5 Marcadores de inflamasoma según la naturaleza de la agudización 
En las agudizaciones infecciosas de EPOC el 53% de los casos mostraron un origen vírico, el 

41% fueron bacterianas y sólo el 6% mostraron ambas causas. Se consideró la agudización 

como no infecciosa cuando tanto la PCR vírica como el cultivo bacteriano fueron negativos.  
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Figura 24 Distribución de las agudizaciones infecciosas en función de su etiología 

 

 
6.2.6 Niveles de caspasa-1, IL-1β e IL-18 en esputo 
Observamos que las concentraciones en esputo de caspasa-1, IL-1β, IL-1RA e IL-18 fueron 

significativamente mayores cuando la infección estaba presente (Figura 25).  

 

 

 

 

Debido a que el número de pacientes con infección vírica o bacteriana pura era muy pequeño 

no se pudo comparar el efecto de ambas por separado en el incremento de mediadores del 

inflamasoma.  

 

Infecciosa 
No infecciosa 

Figura 25 Niveles de mediadores del inflamasoma según el tipo de agudización 

. *: p<0.05; **: p<0.01 
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6.2.7 ASC 
Durante la agudización de EPOC detectamos ASC oligomérico en esputo, un marcador de la 

activación del inflamasoma, indicando que los oligómeros extracelulares de ASC están 

presentes durante la agudización de EPOC. Como control metodológico, mostramos que estos 

oligómeros de ASC desaparecieron cuando las muestras se redujeron antes del análisis (Figura 

26).  

 

 
Figura 26 Western blot representativo de ASC para muestras de esputo de paciente agudizados. 

Denotan los complejos ASC oligoméricos, un sello distintivo de la activación del inflamasoma. Los complejos oligoméricos 
ASC no se detectaron cuando las muestras se procesaron mediante condiciones simplificadas. MK: marcador 

 

 

6.3  Capacidad funcional de respuesta a ligandos infecciosos y activación del 
inflamasoma 

Para medir la respuesta funcional in-vitro a los agonistas del inflamasoma, así como a 

diferentes estímulos víricos y bacterianos de la respuesta inmune innata, se aislaron PBMCs 

de controles y pacientes en fase de agudización y estabilidad. Los PBMCS fueron estimulados 

con ligandos del inflamasoma, TLRs y NLRs, y medidas las concentraciones de distintas 

citocinas en el sobrenadante del cultivo. Para estos experimentos se reclutaron 

prospectivamente en nuestro hospital los pacientes detallados en la Tabla 8. Los pacientes 

reclutados durante la agudización fueron visitados 3 meses post alta, una vez en fase de 

estabilidad. 

Brevemente los pacientes con EPOC eran mayores que el resto de los grupos y sin diferencias 

en la distribución por sexos y el IMC. 
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6.3.1 Respuesta a Ligandos de Inflamasoma 
Inicialmente se testó la capacidad de respuesta de los PBMCS a los agonistas del inflamasoma 

NLRP3 (i.e. ATP y Nigericina). Incluyendo los 5 grupos a estudio no se observaron diferencias 

significativas en la comparación de las medianas (Figura 27). Sí se observó que el inflamasoma 

era más capaz de responder a ATP en los pacientes estabilizados, indicando que el 

Inflamasoma ya había estado activado durante la agudización, y por ello presentaba menor 

capacidad de respuesta (Figura 27). Esta observación está de acuerdo con el incremento de 

caspasa en suero observado, y en los menores niveles de activación de caspasa-1 en PBMCs. 

 
Control Fumador 

Sano 

EPOC 

Estable 

EPOC 

Agudizado 

Agudizados 

estabilizados 

Numero 11 9 16 10 7 

Edad 58,8 59,3 68,8 * 64,9 64,7 

Genero 

(H/M) 

7/4 3/4 12/1 8/2 5/2 

Fumador 

(Si/No) 

0/11 8/0 1/12 5/5 5/2 

IMC 23 26 26,8 28 28,9 

Charlson 0,22 0,13 1,3 1,8 2,14 

FEV1% 100,51 95,58 45,04$ 44,33& 44,16% 

Tabla 8 Características generales de la muestra incluida para el estudio de la Capacidad funcional de respuesta a ligandos 
infecciosos y activación del inflamasoma. *P<0,05 

* EPOC estable vs. Controles. $ EPOC estable vs. Control; & EPOC agudizado vs. Control; % EPOC agudizado y estabilizado vs. 
Control. FEV1%: forced expiratory volume in 1 s 
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Figura 27 Capacidad de respuesta del inflamasoma medida como producción de IL-1ß en los diferentes grupos a estudio. 

C= control; F= fumador; E: EPOC estable; A: EPOC agudizado; AE= Agudizado tras estabilización 

 

 

Figura 28 Diferencias en la producción de IL-1ß en respuesta a Agonistas del inflamasoma en agudización vs. Estabilidad. 

*P<0.05 Agudizados vs. Estabilizados ATP 

 

6.3.2  Respuesta a Agonistas de TLRs y NLRs. 
Dada la observación de una diferente respuesta del inflamasoma en función de la tipología de 

la agudización, se exploró la capacidad de respuesta a antígenos víricos y/o bacterianos vía 

TLRs y NLRs (específicamente NOD1 y NOD2). 
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 Producción de IL-1ß 

Sin estimulación (medio) no se observaron diferencias significativas en la producción de IL-1ß 

entre los diferentes grupos. 

Sí se obtuvieron diferencias entre grupos en la producción de IL-1ß tras la estimulación de 

PBMCs con C12-IE-DAP (estimulador vía NOD1) y MDP (estimulador vía NOD2), pero no con 

LPS (TLR 4), PAM 3CSK4 (TLR1/2) y flagelina (St-FLA, TLR5) (Figura 29). Tanto para los agonistas 

de NOD1 como NOD2, se observó una disminución de la capacidad de producción de IL-1ß 

durante la agudización respecto a la fase estable, que fue recuperada posteriormente, aunque 

siendo solo significativo el cambio en el caso de los agonistas de NOD2 (Figura 30). 

 

 

Figura 29 Diferencias en la producción de IL-1ß en respuesta a Agonistas de TLRs, NOD1 y NOD2. 

**=P<0.001 Agudizados vs. Estables 
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Figura 30 Diferencias en la producción de IL-1ß en respuesta a Agonistas de NOD1 y NOD2. 

*=P<0.05 Estables vs. Agudizados MDP 

 

 

 Producción de IL-6 

Se observaron diferencias en la producción de IL-6 entre grupos en situación basal y tras 

estimulación con LPS, St-FLA, IE-DAP y MDP. En todos los casos fue debido a una menor 

producción de IL-6 de los PBMCs obtenidos de pacientes agudizados tras la estimulación con 

los diferentes agonistas, aunque solo se observaron diferencias significativas con C12-IE-DAP 

(estimulador vía NOD1), MDP (estimulador vía NOD2), flagelina (St-FLA, TLR5). En este caso se 

observó una recuperación de la capacidad de producción de IL-6 tras la estimulación en la fase 

de recuperación, que no fue significativa para ninguno de los estímulos (Figura 31). 
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 Producción de TNF-α 

No se obtuvieron diferencias en los niveles de TNF-α entre los distintos grupos tras la 

estimulación con distintas sustancias (Figura 32). 

Figura 31 Diferencias en la producción de IL-6 en respuesta a Agonistas de TLRs, NOD1 y NOD2. 

*=P<0.05 **=P<0.001 Agudizados vs. Estables 
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Figura 32 Diferencias en la producción de TNF-α en respuesta a Agonistas de TLRs, NOD1 y NOD2. 

 

 

 Producción de distintas citocinas en función del grado de obstrucción 

Finalmente se observó una mayor producción de IL-1ß tras la estimulación con C12-iE-DAP en 

los pacientes con EPOC y una limitación al flujo aéreo más severa tras la administración de 

c12-iE-DAP. 

La mayor producción de IL-1ß en GIII-IV se dio solo en respuesta a estímulos procedentes de 

bacterias Gramnegativas (Figura 33). 
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Figura 33 Diferencias en la producción de IL1ß en respuesta a Agonistas de TLRs, NOD1 y NOD2 en pacientes EPOC con 
obstrucción moderada vs. Severa y muy severa, ** p<0.01 
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7 DISCUSIÓN 
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7.1 Principales resultados 
Los resultados principales que este estudio muestra se resumen en los siguientes puntos: 

1. Observamos un incremento en el mRNA de NLRP3 e IL-1 β en el tejido pulmonar de los 

pacientes con EPOC estable comparados con controles, dicho incremento está 

directamente correlacionado con el nivel de FEV1%. Pero no observamos diferencias a 

nivel proteico, y tanto la caspasa-1 como ASC se encontraban mayormente en sus 

formas inactivas. Estos resultados sugieren que en la EPOC estable el inflamasoma 

NLRP3 está pre-activado, a nivel pulmonar. Es decir, listo para ser activado por una 

segunda señal, pero no activo. 

2. Durante las agudizaciones infecciosas de la EPOC encontramos a nivel extracelular 

(esputo) niveles incrementados de: caspasa 1 y la ASC oligomérica y las citocinas 

asociadas (IL-1β e IL-18), indicando que el inflamasoma está activo en estas 

circunstancias. Así, es probable que en este escenario el episodio infeccioso sea la 

segunda señal que determina la activación del inflamasoma. 

3. Hay diferencias en la capacidad de respuesta celular a los agonistas de NLRs y TLRs en 

fase de estabilidad y agudización. En las agudizaciones, observamos una menor 

actividad intracelular y mayor cantidad de caspasa-1 extracelular, indicando una 

menor capacidad de respuesta debido a que ya ha sido activado de manera reciente, 

que se recupera en la fase de estabilidad.   

4. Finalmente, observamos que, en los pacientes con EPOC estable, la mayor capacidad 

de respuesta de los linfocitos circulantes, a antígenos de bacterias gramnegativas se 

asociada a la severidad del flujo aéreo.  

 

7.2 Estudios previos 
Los inflamasomas forman una familia de complejos proteicos intracelulares multiméricos que 

la mayoría de las veces incluyen un NLR como molécula sensora y, en algunos casos, una 

proteína adaptadora asociada a apoptosis speck-like que contiene un dominio de 

reclutamiento de caspasa (ASC) y procaspasa 1 (83,91). El inflamasoma mejor caracterizado 

es el NLRP3, que se activa en respuesta a diferentes patógenos, partículas y señales de peligro 

(83,91). La activación completa del inflamasoma NLRP3 requiere dos pasos biológicos 
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secuenciales. El primero (paso de cebado) incrementa los niveles de pro-IL-1β y la trascripción 

de NLRP3, y el segundo (paso de activación) induce el plegado del inflamasoma activando la 

caspasa-1 y procesando y liberando las citocinas proinflamatorias IL-1β e IL-18 (83,91). El 

cebado está relacionado con la presencia de inflamación o señales de peligro o daño mientras 

que la activación sólo ocurre tras la exposición a señales de peligro específicas (133). La 

activación conlleva la oligomerización del NLRP3 con ASC, en un gran complejo tipo-fibra 

llamado “speck” que puede detectarse mediante inmunofluorescencia o mediante unión 

cruzada de ASC en Western blots(90). Generalmente los niveles de mRNA de NLRP3 e IL-1β se 

consideran marcadores de cebado de la inflamación, mientras que la oligomerización del 

NLRP3 y ASC y la presencia de caspasa-1 activa son marcadores de la activación del 

inflamasoma (88,95–97,103,134).  

A lo largo de los últimos años, el conocimiento sobre la función del inflamasoma en diferentes 

condiciones inflamatorias ha aumentado de manera exponencial, principalmente como 

resultado de estudios en ratones knockout, ensayos celulares in vitro y el análisis 

molecular/funcional de las enfermedades autoinflamatorias producidas por la deficiencia de 

estos genes en humanos (85,101,135). Aquí hay que comentar que los resultados de esta tesis 

fueron obtenidos y publicados en el año 2016, siendo pioneros en este campo en las 

enfermedades respiratorias, cuando muchos estos estudios posteriores que han citado 

nuestro trabajo no estaban publicados. A continuación, se detallan las principales asociaciones 

descritas hasta el momento. 

 

7.2.1 Inflamasoma, tabaco y modelos animales 
La relación del inflamasoma y el tabaco es controvertida. En modelos animales, la  inhalación 

experimental de tabaco conjuntamente con  inhibidores de caspasa-1 desciende de manera 

significativa la inflamación de la vía aérea (111) lo que podría indicar un posible papel del 

inflamasoma en la patogénesis de la EPOC. Aun así, el extracto de cigarrillo (CSM) aplicado 

directamente en las células no activa el inflamasoma(136), sino que lo inhibe, por lo que la 

activación del inflamasoma en los modelos animales, puede deberse a un daño secundario 

mediado por el tabaco. De manera contradictoria, otro grupo demostró que la estimulación 

de PBMCs con partículas ultrafinas procedentes de fumadores, liberaron niveles más elevados 

de citocinas dependientes del NLRP3. (137).  
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En concordancia con estas observaciones, los ratones NLRP3 knockout expuestos al humo de 

tabaco muestran niveles más bajos de inflamación. Este descenso se ha asociado a la menor 

activación de caspasa-1 y la consecuente liberación reducida de IL-1β/IL-18 y el influjo de 

neutrófilos en el BAL(138). También se ha observado una mayor concentración en el BAL de 

oligómeros de ASC de los ratones expuestos a tabaco(98). Este estudio postula que dichos 

oligómeros generan una amplificación de la respuesta inflamatoria de manera dependiente 

del inflamasoma. Complementariamente, Pauwels et al. demostraron que la inflamación 

pulmonar en ratones expuestos al humo de tabaco era dependiente de IL-1R1 y podría estar 

significativamente atenuada mediante la neutralización de IL-1α o IL-1β(139). En este caso, la 

inflamación producida por el humo del tabaco era independiente de la activación de IL-1β a 

través del eje  Nlrp3/caspasa-1 (139), en concordancia con las observaciones de inhibición de 

NLRP3 por parte de CSM.  

Otro estudio llevado a cabo en ratones expuestos al humo de tabaco (140) mostró la 

importancia de IL-1α y su receptor análogo IL-1R1 en la inflamación de la vía aérea inducida  

por el humo del tabaco y en la agudización del proceso inflamatorio durante la infección viral. 

Demostró que esta respuesta era dependiente de caspasa-1 y, por tanto, independiente de la 

señal IL-1β de su receptor.  

A nivel pulmonar, las células que expresan niveles elevados de mRNA de NLRP3 son los 

macrófagos alveolares, las células dendríticas y las células epiteliales(141). En todos estos 

tipos celulares, se puede inducir una respuesta proinflamatoria por determinados estímulos 

(por ejemplo tras el daño celular inducido por el humo del tabaco)(142) . En esta línea, en un 

modelo animal de agudización de EPOC inducida por tabaco, la neutrofilia era dependiente de 

la liberación de IL-1β/IL-18 (de manera dependiente de NLRP3/ASC y caspasea1/11); mientras 

que IL-1α parecía dependiente de caspasa 1/11 independientemente de IPAF, AIM2 y 

NLRP3(143), implicando la dependencia de otros inflamasomas(86,143). 

La IL-18 es otra interleucina que se activa a través del inflamasoma NLRP3. Su sobreexpresión 

vía inducción de Caspasa-1/11 mediante humo de tabaco en modelos pulmonares murinos 

produce inflamación pulmonar, enfisema y remodelamiento de la vía aérea y parece estar 

ligada a la sobre expresión vía inducción de caspasa 1/11 por el humo de tabaco que conlleva 

al desarrollo en pulmones murinos de inflamación, enfisema y remodelación de las vías aéreas 

pulmonares(144,145). Así, los ratones IL18Rα knock out no muestran inflamación ni enfisema 

comparado con ratones salvajes y están parcialmente protegidos frente al daño pulmonar 
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producido por el tabaco(144).  Es más, la expresión de IL18 en ratones expuestos al humo del 

tabaco se asocia con células CD4+/CD8+/CD19+/NK11+ que contribuyen al desarrollo de 

enfermedad pulmonar similar a la EPOC(145).  

Así, en resumen, los modelos animales de EPOC inducida por tabaco muestran que el 

inflamasoma NLRP3 y sus citocinas asociadas, juegan un papel en el desarrollo de la 

inflamación, aunque no está claro cuál es el estímulo que inicia la activación del inflamasoma.  

 

7.2.2 Inflamasoma y EPOC 
En pacientes con EPOC, en contraste con nuestros resultados, Franklin et al. con un número 

limitado de individuos (n=4), observaron en el BAL oligómeros de ASC, lo que indicaría una 

activación de caspasa-1 y del inflamasoma en fase estable, pudiendo ser esta activación 

responsable de la liberación de IL-1β (98). Cabe decir que el número de pacientes estudiados 

impide poder generalizar los resultados, de hecho, nosotros observamos caspasa-1 activa en 

tejido de pulmón en un 29% de los pacientes, no en todos. Nosotros demostramos que el 

mRNA pulmonar y los niveles de proteína caspasa-1 (tanto total como activa) eran similares 

entre fumadores, no fumadores y pacientes con EPOC. Sin embargo, el mRNA de NLPR3 era 

más elevado en pacientes con EPOC. En contraste con estos datos, Di Stefano et al. (146) no 

encontraron relación entre NLRP3, caspasa 1 e IL-1β  cuando compararon pacientes EPOC 

estables con fumadores. Cabe decir que en su estudio los niveles de NLPR3 fueron medidos 

por inmunohistoquímica, mientras que nosotros medimos los mediadores de mRNA 

indicadores del estado de cebado del inflamasoma.  

Otros estudios han reportado niveles más elevados de IL-1β en muestras de esputo e IL-1α  en 

muestras de tejido de pulmón de pacientes con EPOC cuando se comparaban con sujetos 

nunca fumadores(147,148) sugiriendo que no sólo debería considerarse la  IL-1β  sino también 

la IL-1α como un marcador importante en la inflamación inducida por humo del tabaco en 

pacientes con EPOC(139), destacar que  la IL-1 es una citocina que puede procesarse 

independientemente del inflamasoma(120).   

Por otro lado, los niveles de IL-18, así como la expresión de IL-1Ra en linfocitos CD8 son 

significativamente superiores en esputo y en células sanguíneas periféricas de pacientes con 

EPOC, comparados con sujetos sanos fumadores y no fumadores, lo que sugiere que el sistema 

IL-18/IL- 1Ra está involucrado en la fase estable de la enfermedad(149). Sin embargo, la 

concentraciones de IL18 en el BAL son similares entre pacientes EPOC, fumadores y no 
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fumadores (146),  aunque nosotros sí observamos algunas discrepancias en la transcripción 

del mRNA de IL-18 entre estos sujetos. En contraste, algunos estudios han demostrado que la 

producción de IL-18 por células T CD8+ se incrementaba en los pulmones de pacientes con 

EPOC (150) y la IL-18 se expresaba en el 80% de las células del epitelio bronquial y alveolar, 

incluyendo macrófagos pulmonares(151). Por tanto, existen controversias en este campo, 

sobre todo debidas a temas técnicos y/o la naturaleza de las muestras biológicas relacionadas 

con EPOC. La mayoría de estos estudios, sin embargo, tienen tamaños muestrales limitados y, 

de manera contraria a nuestro estudio, no analizaron si el inflamasoma estaba primado o 

activado. Debe tenerse en cuenta, igualmente, que los pacientes con EPOC suelen estar en 

tratamiento corticoideo, lo que podría reducir la actividad IL1 β debido a una mayor inducción 

de IL-1RA(152). Adicionalmente, la carga microbiana y el estatus de colonización de estos 

pacientes en fase estable no ha sido reportado en todos estos estudios, pudiendo ser también 

causa de las inconsistencias observadas.  

 

7.2.3 Inflamasoma y exacerbaciones de la EPOC 
 

En relación con las agudizaciones de la EPOC, nuestro trabajo fue el primero en reportar una 

activación del inflamasoma a nivel pulmonar en los episodios de origen infeccioso, que se 

evidenciaba por un incremento de IL-1ß, IL-18, Caspasa-1 y oligómeros de ASC en esputo. Un 

trabajo posterior encontró niveles significativamente más altos de ARNm de NLRP3, Casp-1, 

ASC, IL-18, IL-1β y niveles más altos de IL-18 e IL-1β en pacientes con agudización comparados 

con fumadores. Vieron además que estos mediadores del inflamasoma NLRP3 disminuyeron 

significativamente cuando los pacientes con EPOC del mismo grupo se estabilizaron 

clínicamente. Estos resultados concuerdan con los reportados en nuestra población de 

estudio. 

 

7.3 Interpretación de resultados 
En línea con estudios previos que mostraban una asociación de IL-1β con la EPOC(153–155), 

nosotros encontramos una transcripción incrementada en los pulmones de los pacientes con 

EPOC estable. De manera añadida, también encontramos que la expresión de mRNA del 

NLRP3 se correlaciona de manera positiva con la severidad a la limitación al flujo aéreo y con 

la expresión del mRNA de IL-1α, IL-18, IL-1β, IL-8 y neutrófilo elastasa. Sin embargo, no 
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encontramos que Caspasa-1 esté en su forma activa durante la fase estable de la enfermedad. 

Estos resultados se encuentran en línea con los reportados por Di Stefano et al.(156) , pero en 

contra de los de Eltom et al.(156) , que mostraron un aumento en la actividad de caspasa 1 en 

tejido pulmonar de pacientes con enfisema. Aunque observamos niveles aumentados de las 

proteínas IL-1β and IL-18 en fumadores activos con espirometría normal, el tabaquismo activo 

no influyó en los niveles de estas proteínas en pacientes con EPOC. De manera similar, estos 

resultados sugieren que la producción de IL-1β e IL-18 se produce por un mecanismo diferente 

en esta situación, por ejemplo, en asociación con la actividad de la Neutrófilo elastasa. Cabe 

destacar que ninguno de los estudios anteriores ha analizado si el inflamasoma estaba 

primado o activado, ni si sus citocinas estaban en la forma activa, como hemos hecho nosotros 

en este trabajo. 

Las agudizaciones de EPOC, según las define la ERS se caracterizan por disnea, tos y producción 

de esputo con un impacto negativo en la calidad de vida de los pacientes, provocando la 

progresión de la enfermedad, ingresos hospitalarios y aumento de la mortalidad. Estos 

síntomas son dependientes de mediadores proinflamatorios, por ejemplo la bradikinina, cuyo 

receptor B1R está aumentada e inducida por IL-1β y LPS(157). El estudio de Di Stefano et al. 

sugería (en análisis llevado a cabo por inmunohistoquímica) que este complejo multimérico 

podría jugar un papel clave durante la fase de estabilidad de la enfermedad, como sugiere la 

ineficacia del Canakinumab, que es un anticuerpo bloqueante de IL-1β, en pacientes EPOC 

estables(79). Nuestros resultados indican que en fase estable hay una preactivación de las 

citocinas asociadas al inflamasoma, y que en las agudizaciones infecciosas se da la segunda 

señal necesaria para activar el inflamasoma.  Podría pensarse que el papel del inflamasoma 

durante las agudizaciones de la enfermedad podría deberse a una mayor liberación de ATP, 

estrés oxidativo y de los antígenos víricos y bacterianos. Todos estos factores, activan el 

inflamasoma y es plausible que sean la segunda señal necesaria para la producción y liberación 

de IL-1ß e IL-18 activas. 

En este respecto, cabe destacar también el posible papel del microbioma. Se sabe que los 

pacientes EPOC poseen un 25% de bacterias durante la fase de estabilidad de la enfermedad 

que aumenta a un 50% durante las agudizaciones, lo que explicaría la mayor tasa de 

infecciones que pueden llevar a la agudización. Entre las bacterias se detectan H. influenza, S. 

pneumoniae, Moraxella Catarrhalis. De manera similar, las infecciones virales se encuentran 

en el 10% de los pacientes estables comparado con el 30-60% en pacientes severos o 
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exacerbados. Por tanto, parece plausible que el reconocimiento de estas bacterias y virus a 

través de PRRs lleve a la segunda señal necesaria para la activación del inflamasoma con la 

posterior liberación de IL-1 β en el esputo y tejido pulmonar de pacientes EPOC 

exacerbados(122). Así, nosotros describimos, por primera vez, que el inflamasoma se activa 

en los pulmones humanos durante las agudizaciones infecciosas de EPOC. Esto se evidenció 

por un aumento en las concentraciones en esputo de caspasa-1, IL-1β e IL-18 que se 

observaron durante las agudizaciones infecciosas de la enfermedad (comparado con las no 

infecciosas).  

El hecho de que encontráramos estas citocinas en el sobrenadante del esputo indica que estas 

proteínas se habían liberado de las células, sugiriendo que corresponden a sus formas 

activas(95,96). En consonancia con esta interpretación se encuentra el hecho de que 

encontramos oligómeros de ASC en esputo durante las agudizaciones infecciosas de EPOC. El 

hecho de que se han observado células sin partículas oligoméricas de ASC en el BAL en 

pequeñas series de pacientes con EPOC apoya aún más estos hallazgos(158).  

Finalmente, nuestros resultados también concuerdan con los reportados por Bafadhel et 

al.(36) que identificaban diferentes patrones de respuesta inflamatoria durante las 

agudizaciones de EPOC y mostraban que el biomarcador que mejor identificaba la agudización 

de origen bacteriano era la concentración de IL-1β. Se debería investigar de manera más 

concisa si esta respuesta del inflamasoma durante las agudizaciones infecciosas juega un 

papel protector o dañino. Los resultados de nuestro estudio muestran que el inflamasoma 

juega un papel inductor o si es un daño colateral de las mismas.  Los resultados de nuestro 

estudio muestran que el inflamasoma juega un papel en la respuesta inflamatoria de las 

agudizaciones infecciosas de EPOC, sugiriendo que una inhibición de la señalización vía 

mediante Canakinumab podría ser beneficiosa para contrarrestar el incremento de citocinas 

que se ha reportado en las agudizaciones, y que puede desencadenar el daño pulmonar y 

pérdida de función observados tras los episodios de agudización. 

En este sentido nuestros resultados de estimulaciones de PBMCs, también nos indican que en 

la fase de agudización ya se ha activado el inflamasoma, pues su capacidad de respuesta a la 

estimulación in vitro es menor, y se recupera cuando los pacientes alcanzan la fase de 

recuperación. Una limitación importante de estas observaciones es que los pacientes durante 

la agudización fueron tratados con corticoides, lo que podría haber inducido una menor 

capacidad de respuesta del inflamasoma in vitro. Aun así, nuestras pruebas in vitro con 
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estimulación de PBMCs con agonistas del inflamasoma en presencia de metilprednisolona no 

mostraron una disminución directa de la capacidad de respuesta del inflamasoma (Anexos 7 

y 8).  

Finalmente, nuestro trabajo sugiere que, en pacientes estables, en relación con la gravedad 

del flujo aéreo hay una mayor capacidad de producción de IL-1ß frente antígenos reconocidos 

por TLR4, NOD1 y TLR5. Estos receptores son mayoritariamente responsables de responder a 

PRR provenientes de bacterias gramnegativas, y se pueden encontrar en proteobacterias que 

se han reportado asociadas a la disbiosis que se observa en la EPOC. En este sentido, nuestros 

resultados preliminares indicarían un posible efecto sistémico de esta disbiosis, que se tendría 

que comprobar en un estudio posterior que incluyera la determinación del microbioma 

pulmonar y el análisis de las manifestaciones sistémicas. 

 

7.4 Fortalezas y Limitaciones 
Este es el estudio más extenso dirigido a investigar la participación del inflamasoma NLRP3 en 

muestras de tejido pulmonar de pacientes con EPOC (y controles apropiados) y el primero en 

demostrar su potencial participación durante los episodios de agudización.  

Tiene, sin embargo, algunas limitaciones.  Debido a limitaciones clínicas, fuimos incapaces de 

obtener todas las mediciones en todos los pacientes y las muestras de tejido pulmonar no 

fueron accesibles durante las agudizaciones. Las muestras sanguíneas y de esputo durante las 

agudizaciones se recogieron durante las primeras 72 horas de la hospitalización, pero no fue 

posible obtener información al alta o durante su recuperación. Finalmente la definición de 

agudización que empleamos (basada en cultivo bacteriano y/o qPCR vírica), aunque se ha 

empleado previamente en otros estudios (36) puede llevar de manera potencial a sobre  o 

infra diagnóstico. 

 

7.5 Implicaciones clínicas 
Nuestro estudio sugiere que la regulación del inflamasoma farmacológica durante los 

episodios de agudización, podría resultar en un descenso de la inflamación durante las 

agudizaciones infecciosas. Hasta el momento, se han llevado a cabo algunos ensayos clínicos 

randomizados en pacientes con EPOC estable (en estadios moderados y severos) que tenían 

como diana los efectores relacionados con el inflamasoma (es decir, IL-1α e IL-1β). 
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Como informa ClinicalTrials.gov, de 2007 a 2011 Novartis lanzó un estudio fase 1/2 

(NCT00581945; estudio exploratorio, randomizado, doble ciego, controlado con placebo) para 

evaluar la severidad y tolerabilidad y eficacia de múltiples dosis de Canakinumab, un 

anticuerpo monoclonal anti- IL-1β(159), versus placebo administrado vía intravenosa. Se 

evaluó la función pulmonar de los pacientes con EPOC. Desafortunadamente los resultados 

de estos ensayos clínicos no mostraron diferencias estadísticamente significativas en FEV1% y 

FVC entre los pacientes de ambos brazos del estudio.  

Otro estudio (clinical trial: NCT01448850) analizó un anticuerpo monoclonal humano IgG2 

contra IL-1R1 (MEDI8968), capaz de unirse tanto a IL-1α como a IL-1ß en pacientes con EPOC 

estable con grado de obstrucción moderado, severo y muy severo. Se administraron bien 600 

mg de manera intravenosa o 300 mg de manera subcutánea. Este estudio tampoco mostró 

efectos beneficiosos en estos pacientes durante las fases de agudización(160).  

  

De manera similar, en otro estudio (clinical trial: NCT01322594) se valoró la eficacia y 

seguridad de MEDI2338, un anticuerpo monoclonal IgG1 que se une a IL1. Una vez más no se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas entre el brazo activo y el placebo.   

Todos estos resultados clínicos concuerdan con las observaciones de nuestro estudio, donde 

vemos que el inflamasoma está primado pero no activo en fase estable. Sin embargo, estos 

ensayos no se han llevado a cabo durante las fases de agudización de la enfermedad, o en 

relación con el número de episodios infecciosos en estos pacientes tratados ni al nivel 

inflamatorio durante las agudizaciones, o su consecuente pérdida en función pulmonar 

(FEV1%) tras la agudización.  
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Nuestros resultados indican que el NLRP3 está cebado en los pulmones de los pacientes con 

EPOC durante las fases de estabilidad clínica y que las agudizaciones infecciosas constituyen 

una segunda señal robusta que dispara la activación del inflamasoma. 

 

Los pacientes con EPOC presentan el inflamasoma en estado cebado pero no activado 

durante la fase de estabilidad de la enfermedad. Es decir, el inflamasoma NLRP3 en pacientes 

con EPOC estable está listo para ser activado por una segunda señal, pero no activo.  

 

Durante las agudizaciones infecciosas el inflamasoma se activa, probablemente porque los 

estímulos infecciosos son esa segunda señal necesaria para su activación. Esto no ocurre en 

las agudizaciones no infecciosas 

 

La capacidad de respuesta celular a distintos agonistas del inflamasoma también es 

distinta en las fases de estabilidad y agudización. Hay una menor capacidad de respuesta 

durante la agudización debido a que se ha activado recientemente. Tras dicho episodio 

recupera su estado basal. 

 

Los pacientes con EPOC con mayor limitación al flujo aéreo tienen menor capacidad de 

respuesta a antígenos de bacterias gramnegativas.  
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Anexo 1 Sex differences between women and men with COPD: A new analysis of the 3CIA study
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Anexo 2 Large-scale international validation of the ADO index in subjects with COPD: an individual subject data analysis of 10 
cohorts 
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Anexo 3 Addressing the complexity of chronic obstructive pulmonary disease: from phenotypes and biomarkers to scale-free 
networks, systems biology, and P4 medicine 
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Anexo 6 The inflammasome pathway in stable COPD and acute exacerbations
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