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Relationship of plasma levels of proteinases, proteinase
inhibitors and oxidative stress with the presence of silicosis in

granite quarry workers.

Resumen.

En la aparicibn de neumoconiosis por silice parecen jugar un
papel importante tanto la susceptibilidad individual como la
magnitud de la exposicion. Identificar a los pacientes susceptibles
de padecer la enfermedad entre los expuestos seria importante

porque podriamos modificar la historia de la enfermedad.

Objetivo: comparar los niveles plasmaticos de varios
mediadores de la inflamacion relacionados con la iniciacion y
mantenimiento de la respuesta inflamatoria pulmonar y del estrés

oxidativo entre individuos con silicosis y trabajadores expuestos
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pero libres de la enfermedad, para identificar posibles factores de

susceptibilidad.

Methodology: estudio transversal entre trabajadores expuestos
a la silice inhalada en canteras de extraccion de granitos. Los
pacientes se clasificaron en dos grupos segun la presencia o no de
silicosis: 77 expuestos sanos y 59 con silicosis, pareados por su
exposicion acumulada y el habito tabaquico. Los mediadores de la
inflamacion medidos por enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) en el suero incluyeron metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-
9) y inhibidor tisular de la metaloproteinasa 1 (TIMP-1) y alfal-
antitripsina. Los marcadores de oxidacién (PgE2 y F2 isoprostanos)
y los antioxidantes glutathion peroxidasa y superoxido dismutasa
fueron determinados por técnicas especificas previamente

descritas.

Resultados: Comparados con los expuestos sanos, los
enfermos con niveles mas bajos de alfa 1-antitripsina, superoxido
dismutasa y glutathion peroxidasa y presentaron mayor riesgo de
silicosis en el analisis multivariante (regresion logistica para la

aparicion de silicosis).
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Conclusiones: los datos sugieren que aquellos sujetos con
niveles mas bajos de inhibidores de las proteasas y antioxidantes
serian los que tendrian el fenotipo méas susceptible de desarrollar la

enfermedad.
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Abstract.

Unidentified factors of individual susceptibility, together with the
magnitude of exposure to silica, play a part in the appearance of
silicosis in exposed workers. Identification of susceptible individuals

may modify the history of the disease.

Aim: to compare the levels in plasma of various parameters
involved in the initiation and control of protease/antiprotease lung
homeostasis and oxidative stress among individuals with silicosis
and healthy exposed workers, in order to identify possible factors of

susceptibility to the disease.

Methodology: transversal study of workers exposed to silica
inhalation. Two groups were obtained: in 77 healthy individuals and
59 with silicosis, paired for cumulative exposure to silica and the
tobacco habit, comparison was made between the groups of the
levels obtained for enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) of
metalloproteinase 9 matrix (MMP-9) and tissue inhibitor of
metalloproteinase 1 (TIMP-1) and alphal-antitrypsin. Oxidative
stress markers (prostaglandin E2 synthase (PGE2) and F2-

isoprostanes) and antioxidants glutathione peroxidase and
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superoxide dismutase were determined by previously described

methods.

Results: Compared to the healthy exposed individuals, those
with silicosis showed significantly lower levels of alpha 1-antitrypsin,
superoxide dismutase and glutathione peroxidase and higher risk of

silicosis in the multivariant analysis (logistical regression).

Conclusions: these findings support the hypothesis of a
phenotype more likely to develop the disease, determined by a lower

response to inhibitors of proteases and antioxidants.
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1.1SILICE

Fig 1.3: Trimidita Fig: 1.4:Tripoli

Fig 1: Diversas variedades de silice cristalina

Silice es el nombre dado a un grupo de minerales compuesto por
silicio y oxigeno (SiOz). Los dos elementos més frecuentes de la
corteza terrestre, de modo que el 12% de la corteza terrestre esta
compuesta por cuarzo, la forma mas frecuente de silice cristalina.

Las concentraciones en la naturaleza varian de forma significativa
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desde el 67% de silice que encontramos en la piedra arenisca hasta

el 25-40% en el granito.

La silice se encuentra en forma cristalina y amorfa. Las formas
de silice cristalina mas comunmente encontradas son el cuarzo,
cristobalita y trimidita, siendo la primera la mas frecuente. La
tridimita y la cristobalita pueden encontrarse de forma natural en la
lava volcanica y se forman cuando el cuarzo o la silice amorfa se
someten a temperaturas muy elevadas. De forma artificial, pueden

encontrarse en la elaboraciéon de ladrillos de silice.

Entre las formas de silice amorfa, encontramos el 6palo, fibra de
vidrio tierra de diatomeas 6 diatomita, lana mineral, tripolita, silice

vitrea....
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1.2. SILICOSIS

1.2.1 DATOS HISTORICOS

Los efectos de la Silicosis fueron probablemente percibidos ya
por Hipdcrates, quien observo cierta dificultad respiratoria en los

excavadores del metal.

GEORGII AGRICOLAE

DE RE METALLICA LIBRI XII» QVIe
<

BASILEAE > D» LXIr
Lmperpbncia vn.
e e o .

PRRTETIL)

Fig 2: Libro “De re metallica”. Donde se describieron por primera vez los efectos de la silicosis.
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Posteriormente el aleman Georgius Agricola en su obra “De re
metallica”, tratado de 12 libros y mas de 270 grabados sobre
metalurgia, medicina, quimica y mineralogia publicada en 1556,
describe una enfermedad pulmonar que aqueja a canteros y

mineros.

Luego, en 1705, el doctor italiano Bernardino Ramazzini,
describié sintomas asmaticos y sustancias como la arena en los
pulmones de los canteros. Este especialista fue uno de los primeros
en establecer un vinculo entre la ocupacion del trabajador y su
salud, lo cual qued6 documentado en su libro “De Morbis Artificum
Diatriba”, un estudio de las enfermedades relacionadas con los

distintos oficios.

El nombre de silicosis fue utilizado originalmente en 1870 por

Achille Visconti, prosector en el Ospedale Maggiore de Milan.

Con la industrializacion, a diferencia de las herramientas de
mano, vino aumento de la produccion de polvo. Asi, el taladro de
martillo neumatico se introdujo en 1897 y la abrasion por “chorro de

arena” se introdujo en aproximadamente 1.904, ambos
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contribuyendo significativamente al aumento de la prevalencia de

silicosis.

Afos més tarde, en 1936, ocurre el desastre de Gauley Bridge,
una de las peores tragedias de salud ocupacional en lahistoria de
los Estados Unidos. Tras la construccion del tunel Hawks Nest, una
epidemia de silicosis afectd a mas de 400 hombres que habian

trabajado en el lugar.

En consecuencia, en 1937, el Departamento de Trabajo de los
Estados Unidos, a través de su iniciativa de acoger la Conferencia
Nacional de Silicosis, busca identificar el numero de trabajadores
expuestos a este peligro. Ademas, coinciden en que la enfermedad

se puede prevenir con el uso de respiradores.

1.2.2. ETIOLOGIA

La silicosis esta causada por la inhalacion de diéxido de silice
cristalina (SiO2) y es una de las enfermedades ocupacionales mas
prevalentes en el mundo (Greenberger Ml et al et al., 2007; WHO.
The Global Occupational Health Network newsletter: elimitation of

silicosis., 2007). La exposicién a silice respirable (particulas con
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didmetro menor de 10 micrémetros) es frecuente en numerosas
industrias en las que se realiza la manipulacién de silice,
especialmente aquellas en que la silice es pulverizada hasta formar
polvo. Los estudios realizados hasta ahora, sugieren que la silice
cristalina tiene mas potencial fibrogénico que la silice amorfa,
especialmente la tridimita seguida de la cristobalita y del cuarzo. Al
parecer el potencial fibrogénico guarda relacién con la superficie

cristalina (Wiesner JH et al., 1988).

1.2.3 EPIDEMIOLOGIA

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima en 2,5
millones los casos anuales de enfermedades respiratorias debidas
a la exposicidn de agentes patégenos en el trabajo (datos de 2003).
La Union Europea al definir las actuaciones preventivas prioritarias,
sitia como factor de maxima importancia el riesgo quimico, de
modo que algunas estimaciones cifran en un 40% el porcentaje de
enfermedades del sistema respiratorio ligadas a la exposicion

laboral.
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Ante la ausencia de registros fiables, no sabemos con exactitud
la prevalencia de la enfermedad. Globalmente, el nUmero de casos
parece disminuir con el desarrollo econdmico de un pais. China es
el pais con mayor numero de casos, con un registro de mas de
500.000 casos entre 1991 y 1995 y con méas de 6.000 casos y
24.000 fallecimientos notificados anualmente. En nuestro entorno,
La base de datos CAREX, en el afio 2000 cifraba en 3,2 millones de
personas expuestas a silice en la Unién Europea, y en Espafia en
2004 habia 1,2 millones de trabajadores expuestos, especialmente

en el sector de la construccion (Kogevinas, 2006).

En nuestro pais se han desarrollado estudios transversales en
industrias con riesgo de inhalacion de silice, obteniéndose
prevalencias variables: 47,5% en canteras de granito de El Escorial
(1990) (Ubeda Martinez E et al., 1990), 6% en mineria subterranea
de espato-flior de Asturias (1993) (Quero A et al.,1994), 6% en la
industria de la pizarra en Galicia (1994) (Martinez C et al., 1993) y

en explotaciones de granito en Extremadura (Mateos L et al., 2005).

Se ha observado también que a partir de 2008 hay un aumento
de nuevos diagnésticos procedentes de industrias distintas a la

mineria del carbon (granito, pizarras, conglomerados artificiales de
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silice). Este fenomeno puede reflejar modificaciones reales de la
incidencia de la enfermedad o factores derivados de circunstancias

socioeconémicas.

En la figura 3 se pueden observar los nuevos diagnosticos de
silicosis durante el afio 2012 (modificado de Fernandez R et al.,

2015)

Asturias

\izcaye Guiplizcoa

Pontevedra

Castellon

Q o A

& i
¢ A 4 o
” > \:}

Fig : 3: Provincias en las que se han diagnosticado nuevos casos de silicosis (afio 2012).



& 1. INTRODUCCION

Tabla 1: nuevos diagnosticos de silicosis

2003 [ 2004 | 2005 | 2006 {2007 | 2008 | 2009 § 2010 | 2011 | 2012

375 264 224 151 11 134 165 220 256 166

1.2.3 FACTORES DE RIESGO

Aunque de forma excepcional se ha descrito silicosis en el medio
ambiente (p. ej en nifios tibetanos expuestos a tormentas frecuentes
de arena (Norbo T et al., 1991), la enfermedad se produce casi
exclusivamente por la inhalacion de silice en el entorno laboral,
aunque en viviendas cercanas a fuentes industriales como canteras
y areneras, se han descrito ocasionalmente casos de silicosis

(Brigde et al., 2009).

En general, los polvos inorganicos que no estan contaminados
de silice cristalina no son perjudiciales para la salud, a excepcion
de la fibra de vidrio (Moosman BT et al., 1998; Morgat R et al.,
2002). Sin embargo, aquellos que contienen silice en cualquiera de

sus formas, amorfa o cristalina, son fibrogénicos. Los resultados
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experimentales realizados en modelos animales sugieren que la
tridimita es la forma de silice con mayor capacidad fibrogénica

seguido de la cristobalita y del cuarzo.

Ademas. La exposicion a silice se ha asociado con diversas
enfermedades (tabla 4), siendo ademas un carcindgeno (Kurihara
N et al., 2004) reconocido en el afo 1997 por la Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) asi como por
el Instituto Nacional de Estados Unidos para la Seguridad

Ocupacional y de la salud y el Programa Toxicolégico Nacional.

La exposicién ocupacional a silice cristalina respirable (tabla 2),
es frecuente en multiples actividades industriales. El factor de riesgo
mas importante para el desarrollo de silicosis es la dosis
acumulada de silice (fraccién de polvo respirable x porcentaje de

silice libre en mg/m3 x nimero de afios de exposicion).

e Fraccion de polvo respirable: polvo que por el tamafio de sus
particulas es capaz de alcanzar las unidades alveolares (30%
de las particulas de 5 micras y el 100% de las de 1 micra). Las
particulas mayores de 10 micras quedan depositadas en las vias

aéreas superiores por impactacion.
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e Valor limite ambiental (VLA): son valores de referencia
considerados seguros. Si estos valores no fuesen superados,
una gran mayoria de trabajadores expuestos durante toda su
vida laboral no sufririan efectos adversos para su salud. La
legislacion sobre los limites de polvo respirable varia de unos
paises a otros, y en Espafa estan regulados por la orden
ITC/2585/2007 del 30 de agosto de 2007, por la que se aprueba
la instruccion técnica complementaria 2.0.02 sobre “Proteccion
de los trabajadores contra el polvo, en relacién con la silicosis

en las industrias extractivas”:

a. La concentracién de silice libre contenida en la fraccion
respirable de polvo no sera superior a 0,1 mg/m3 (si se
tratase de cristobalita o tridimita este valor se reducira a 0,05
mg/m3).

b. La concentracion de la fraccion de polvo respirable no

sobrepasara el valor de 3 mg/ma3.

Sin embargo, distintos estudios han detectado que el umbral de

0,05 mg/m3 no protege suficientemente del riesgo de contraer
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silicosis (Greaves et al.,, 2011), y tampoco hay un umbral que
podamos considerar seguro y sin riesgo. Por ello, toda reduccién en

la exposicion reduciré el riesgo de enfermedad.

Tabla 2: Ocupaciones con exposicién a silice cristalina

Excavaciones en minas, tineles, canteras, galerias

Tallado y pulido de rocas siliceas, canterias

Trabajos en seco, de trituracion, tamizado y manipulacién de minerales y rocas
Fabricacién de carborundo, vidrio, porcelana, loza y otros productos
ceramicos, fabricacion y manutencion de abrasivos y de polvos detergentes
Trabajos de desmolde, desbardado y desarenado en las fundiciones

Trabajos con muelas (pulido, afinado) que contengan silice libre

Trabajos en chorro de arena y esmeril

Industria ceramica

Manipulacion de aglomerados de cuarzo y piedra ornamental

Protésicos dentales

Para un mismo peso de mineral, la patogenicidad parece estar
condicionado por la proporcion de superficie cristalina (de ahi la
mayor toxicidad de la trimidita respecto a la cristobalita y de esta

frente al cuarzo).
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Ademas, las caracteristicas propias del trabajo desempefiado
influyen en la intensidad de la exposicion (Chen W et al., 2005). Asi,

por ejemplo:

e El polvo con concentraciones elevadas de silice seca y recién
fracturada produce mas cantidades de radicales libres de

oxigeno es el mas nocivo (Vallyathan V et al., 1988).

Tabla 3: porcentaje de silice en diversos materiales
e Granito: 15-35%
e Marmol: 0-5%
e Cuarcita: Superior al 95%
o Pizarra: Hasta un 40%
e Compactos de cuarzo: 85-100%; con presencia de cristobalita en
NUMErosos casos.

e Techlam: 10-15%

e Laexistencia de particulas minerales, parece, de alguna manera
modular la toxicidad, de modo que por ejemplo en mineros de

oro o de fundicibn expuestos a silice casi pura, dosis
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acumuladas de 1-3 gramos son suficientes para producir la
enfermedad. Sin embargo, en mineros de carbdn, la misma
dosis provoca menos casos de enfermedad (Nagelschmidt G,
1960) y en minas de hierro, la existencia de este mineral parece

atenuar el efecto de la inhalacion de silice.

|.2.4 FACTORES INDIVIDUALES

Al margen de la exposicibn y como veremos mas adelante,
existen unos factores de susceptibilidad individual que determinan
la respuesta al stress ambiental y que determinan que la relacién
dosis-respuesta no sea homogénea en la poblaciéon expuesta,
dando lugar una heterogenidad en la manifestacién de sintomas y
de alteraciones radiolégicas y funcionales en relacion con la
exposicidon en los diversos individuos (Katsnelson BA et al., 1986).
La existencia de polimorfismos genéticos, de factores de riesgo
asociados tales como el tabaquismo O la eficacia de los

mecanismos de defensa y aclaramiento, pueden ser algunos

pueden estar detras de la predisposicion a padecer la enfermedad.
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1.2.5 MANIFESTACIONES CLINICAS

Se pueden distinguir tres formas de la enfermedad

a) Cronica.

b) acelerada

c) aguda

1.2.5.1 SILICOSIS CRONICA

Es la forma més frecuente de la enfermedad. Generalmente se
desarrolla al cabo de afios de exposicién a dosis bajas de polvo de
silice (mas de 10 afios habitualmente aunque existe gran
variabilidad) (Fraser et al., 1999). Muchos pacientes con formas
leves de la enfermedad (silicosis simple) pueden encontrarse
asintomaticos y se diagnostican de modo accidental tras un examen
radiologico. La manifestacién radiolégica clasica es la presencia de

un patréon micronodular difuso y bilateral, predominantemente en
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I6bulos superiores 'y segmentos posteriores del pulmon,
especialmente del derecho (Berjin CJ et al.,, 1986). Los ndédulos
suelen ser redondeados, bien definidos y ocasionalmente
calcificados (10-20% de los casos). La silicosis suele clasificarse
desde el punto de vista radiolégico en silicosis simple cuando los
nodulos tienen un diametro menor de 10 mm y complicada cuando
coalescen formando conglomerados mayores de 10 mm que se
denominan masas de fibrosis masiva progresiva (FMP). Estas
formaciones suelen situarse en la zona media y superior de ambos
pulmonares aunque pueden encontrarse en cualquier localizacion.
Tienen tendencia a emigrar hacia los hilios pulmonares dando lugar
a areas de enfisema periférico que se localizan entre las masas de
FMP y la superficie pleural en las que existe una disminucién del
patrén micronodular. La evolucion clinico-radiolégica persiste con
frecuencia incluso después de abandonar el entorno laboral
(Kinsella N et al., 1990; Maclaren WM et al., 1985). Hasta en el 4,9%
se asocian a adenopatias calcificadas con predomino periférico de
las calcificaciones (adenopatias con calcificaciones en cascara de
huevo) que constituyen un marcador de exposicion (Pendergrass et
al.,, 1958). Es frecuente ademas la existencia de alteraciones

pleurales en forma de engrosamientos pleurales, nodulaciones y
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“pseudoplacas” y ocasionalmente derrame pleural (méas frecuente

en el caso de silicosis complicada (Arawaka et al., 2005).

Desde el punto de vista funcional, en la neumoconiosis simple
suelen presentarse pruebas funcionales normales. Con la evolucion
de la enfermedad, suele objetivarse tanto la existencia de patron
restrictivo como obstructivo. Se ha observado ademas, que las
alteraciones funcionales se correlacionan de forma mas significativa
con la gravedad del enfisema que con la profusion de los nédulos
pulmonares, existiendo una buena correlacion entre los hallazgos
de TCy la profusién de la Rx de térax (r=0,84). Sin embargo, existe
mala correlacion entre la profusién en la TC y radiografia de térax y
el deterioro de la funcion respiratoria (Berjin CJ et al., 1986). No
obstante, si existe una buena correlacion entre el enfisema valorado
por TC y los datos de funcion pulmonar, especialmente el FEV1

(r=0,66) y la capacidad de difusion (r=0,71).

1.2.5.2 SILICOSIS ACELERADA

La silicosis acelerada suele desarrollarse entre 5-10 afios

después de la exposicion inicial (Health effects of occupational
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exposure to respirable crystalline silica. Cincinnati, OH: Department
of Health and Human Services, 2002). Suele compartir
caracteristicas clinicas y radioldgicas comunes con la forma crénica
de la enfermedad aun, pero tiende a progresar mas rapidamente
(Jalloul AS et al., 2007; Greenberg Ml et al., 2007). Suele objetivarse
en la radiografia de térax la existencia de nodulacion de mayor
tamafio con evolucion a FMP de forma mas precoz. En nuestro
medio la aparicidon de silicosis acelerada se observa con mas

frecuencia en trabajadores de minas de caolin.

1.2.5.3 SILICOSIS AGUDA O SILICOPROTEINOSIS

En ocasiones, la exposicion a altas concentraciones de polvo en
un periodo de solo unas pocas semanas puede dar lugar a lo que
denominamos silicosis aguda. Suele manifestarse con la existencia
de consolidaciones alveolares bilaterales de predominio perihiliar
gque se asemejan a las de la proteinosis alveolar o al edema
pulmonar. En el TCAR puede evidenciarse un patron en “vidrio
deslustrado” o alveolar sin patron micronodular y ocasionalmente

patron “en empedrado” por ocupacion del espacio aéreo y
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engrosamiento de septos interlobulillares (Dee PM et al., 1978). Es
mas frecuente en operarios que trabajan con “chorros de arena”
(Buechner HA et al., 1969). Clinicamente se caracteriza por disnea
y tos seca, con progresion hacia la insuficiencia respiratoria (Burge
P etal., 2002), aunque el sindrome constitucional con fiebre, astenia

y pérdida de peso, puede también estar presente.

|.2.6 ENFERMEDADES ASOCIADAS

La exposicibn a silice se ha asociado con diferentes

enfermedades (tabla 4).

1.2.6.1 TUBERCULOSIS

El riesgo de tuberculosis se incrementa con la gravedad de la
silicosis y en silicosis acelerada y aguda (Rees D et al., 2007;

teWaternaude JM et al., 2006; Cowie RL, 1994)

La exposicion a silice incrementa el riesgo de tuberculosis
incluso sin silicosis (teWaternaude JM., 2006; Cowie RL, 1994).
En paises en desarrollo la mineria (sobre todo la mineria de oro)
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podria contribuir a que la incidencia de silicosis permanezca alto
incluso tras el cese de la exposicidn. Es mas. La existencia de
tuberculosis activa predice la progresion radioldgica de la silicosis
(Park HH et al., 2009).

Los efectos de la silicosis e infeccion por HIV sobre la
tuberculosis activa son multiplicativos (Corbett EL et al., 2000). El
tabaquismo, constituye ademas otro factor agravante (Leung CC
et al., 2007).

El resultado de la coexistencia de tabaquismo, silicosis,
tuberculosis y HIV provoca un gran incremento de mortalidad y

morbilidad en paises en desarrollo (van Zyl Smit RN et al., 2010).

1.2.6.2 EPOC

La EPOC se ha asociado con la exposicion a silice de forma
independiente al tabaquismo (van Zyl Smit RN et al., 2010; Leung
CC et al., 2007; Mossman BT et al.,, 1998; Health effects of
occupational exposure to respirable crystalline silica. Cincinnati,

OH: Department of Health and Human Services, 2002).

En mineros de oro de Sudafrica, un incremento de 1 mg/afio/m3
en la dosis acumulada de polvo respirable se asocia con una
pérdida de 18,7 ml en capacidad vital forzada (FVC) y de 16,2 ml
en volumen espiratorio maximo en un segundo (VEMS) (Ehrlich RI

et al., 20011). Existen estudios longitudinales que sugieren que la
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pérdida de funcién pulmonar ocurre con exposiciones a polvo de
silice a concentraciones de 0,1-0,2 mg/m3. Sin embargo una
pérdida invalidante de la funcion pulmonar podria no ocurrir en
ausencia de silicosis hasta incluso 30-40 afios de la exposicion
(Rushton L, 2007). Se ha encontrado un patron espirométrico
obstructivo en 17,3% de pacientes con silicosis que nunca
fumaron en un registro de silicosis en Estados Unidos (USA)
(Roseman KD et al., 2010). La edad, el nimero de paquetes/afio,
la historia de tuberculosis, el tamafio de los nddulos pulmonares 6
la existencia de FMP, son factores independientes de obstruccién
al flujo en pacientes con silicosis en Hong Kong (Leung CC et al.,
2005).

1.2.6.3 CANCER DE PULMON

En 1997, la Agencia internacional para la Investigacion de
Céancer (IARC) clasifico la silice cristalina inhalada en forma de
cuarzo o cristobalita en el entorno laboral como un carcinégeno
humano (Grupo 1). El instituto americano para la seguridad laboral
y salud y el Programa Toxicol6gico Nacional clasificaron por tanto
a la silice cristalina como un carcindgeno humano (IARC
Monographs on the evaluation of carcinogenic risks to humans, vol
68: silica, some silicates, coal dust and para-aramid fibrils. Lyon:

International Agency for Research on Cancer, 1997).
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Los diferentes meta-analisis generalmente muestran un riesgo
de cancer de pulmédn significativamente aumentado en pacientes
con silicosis. Sin embargo, el efecto de la exposicion a silice con
el cancer de pulmon es débil y variable en trabajadores sin
silicosis. El bajo ratio de exposicién-respuesta de la silice
comparado con otros carcinégenos conocidos, podria deberse en
parte a la dificultad en la deteccion de su efecto carcindégeno en

trabajadores sin afectacion en estudios previos.

Tabla 4 : enfermedades que se han asociado con la exposicion a silice

Silicosis

e Silicosis crénica

e Silicosis acelerada

o Silicoproteinosis

Infecciones

e Tuberculosis (pulmonar y extrapulmonar)

e Otras infecciones pulmonares por micobacterias, hongos y bacterias (generalmente con
silicosis)

Enfermedad de las vias aéreas

e  Enfermedad pulmonar obstructiva crénica

Enfermedades malignas

e  Cancer de pulmon

o Posible asociacion con cancer gastrico, esofagico, efc...

Enfermedades autoinmunes

e  Esclerodermia

o Artritis reumatoide

Enfermedades renales

e Enfermedad renal cronica

Fuente: Chiu L et al: Silicosis. Lancet 2012: 379;2008:2019
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1.3. DIAGNOSTICO

El diagndstico de silicosis se basa en los siguientes criterios:

1. Historia laboral de exposicion a silice cristalina.

2. Estudios radiolégicos con hallazgos caracteristicos:
radiografia de térax simple con profusiones = 1/1 (ver
clasificacion ILO).

3. Exclusion de otras entidades posibles.

|.3.1 HISTORIA LABORAL

La historia laboral es imprescindible para estimar la exposicion
acumulada a polvo de silice, y debe incluir la pertinente
informacion (Burge P et al.,, 2002). Es importante incluir la
informacion de toda la vida laboral. En una serie, la etiologia
ocupacional se perdié hasta en un 25% de los casos (Mannetje A
et al., 2002). En ocasiones las rotaciones en los puestos de trabajo
pueden dificultar la realizacién de una adecuada historia laboral,

gue deberia incluir:

e Actividad laboral actual y previa, reflejando el tiempo de

exposicién a silice cristalina.

e Descripcion detallada del puesto de trabajo.
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e Medidas de proteccion técnica (corte con agua, ventilacion,
aspiracion de polvo) e individuales (mascaras).

e Medicion del polvo respirable, con el fin de conocer el riesgo
acumulado al que han estado expuestos (en las ocasiones que

se encuentre disponible dicha informacién).

1.3.2 ESTUDIOS RADIOLOGICOS

1.3.2.1 RADIOGRAFIA SIMPLE DE TORAX

Es una exploracion imprescindible para el diagnostico de
silicosis y para la valoracion de su posible progresion. La
Organizacion Internacional del Trabajo (Internacional Labour
Office [ILO]) ha establecido una clasificacion que codifica las
alteraciones radiologicas de forma reproducible (Guidelines for the
use of the ILO International Classification of Radiographs of
Pneumoconioses. Occupational Safety and Health series No 22.

Rev 2011. Geneva International Labour Office).

Lectura ILO (ver version on line para descripcion completa)

Se divide en 5 apartados:
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1. Calidad técnica de la radiografia: 1: buena, 2: aceptable, 3:
baja calidad y 4: inaceptable.

2. Alteraciones parenquimatosas: atendiendo a tamafo,
profusién, forma y localizacion (Figura 4, Figura 5).

o Pequeiias opacidades: se describen segun su
profusion, campos pulmonares afectados, forma y
tamafio.

o Grandes opacidades: se definen como opacidades

con un diametro mayor de 10 mm. Existen 3

categorias: A,By C.

3. Alteraciones pleurales.
4. Simbolos: describen hallazgos adicionales codificados.
A

Opacidades pequeiias C Abundancia

A Forma /tamaio B Zonas
Primario Secundario Derecha Izquierda 0/-§10/0
Superior DD 10011
Intermedia 2/12/2
Inferior 3/203/3
R mm [

N i 15 ’ !\ s
i, ® - 15-3 VL WO
0¥ = 4™ | -

Fig 4: pequefias opacidades en la lectura ILO
A) En la lectura ILO debe hacerse referencia a la forma y el tamafio de las

lesiones expresado con 2 letras y a la profusion lesional expresada con 2
nameros. Asi mismo hay que indicar en qué zona de cada pulmén asientan
las lesiones. B) En la figura se identifican las pequefias opacidades, tanto
redondeadas (R) como irregulares (1), y su nomenclatura en funcién de su

forma y tamario.


http://www.archbronconeumol.org/es/normativa-el-diagnostico-seguimiento-silicosis/articulo/90377225/#f0010
http://www.archbronconeumol.org/es/normativa-el-diagnostico-seguimiento-silicosis/articulo/90377225/#f0015
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5. Comentarios libres, no incluidos en la lectura anterior.

A

Categoria 0 1 2 3

Subcategoria 0/- o0 oA 10 11 12 21 22 23 32 33

Figura 5: A)la
profusiéon de lesiones
en la lectura ILO se
clasifica en 4
categorias principales
y 12 subcategorias, de
menor a mayor. B) En
la practica, cuanto
mayor es la profusion
de lesiones silicéticas,
se produce un mayor

borramiento de los

vasos pulmonares en

la radiografia de torax.

Fig 5: Grandes opacidades en la lectura ILO (Fuente: Fernandez R et al., 2015)



& 1. INTRODUCCION

A partir de la dltima revision de la ILO en el afio 2011, se permite
la utilizacion de imagenes digitales en la valoracion de silicosis. Se
proporcionan 22 imagenes estandar en formato digital y se
especifican las caracteristicas técnicas que deben cumplir los
equipos radiolégicos y los requerimientos para la lectura de las
radiografias: las imagenes deben visualizarse en monitores de
pantalla plana de grado médico disefiadas para radiologia
diagndstica de por lo menos 21 pulgadas (54 cm) por imagen, con
una razon de luminosidad méaxima de por lo menos 250
candelas/m?. El lanzamiento del pixel no debe ser mayor a
210 micras, y con una resolucion de por lo menos 2,5 pares

lineales por milimetro.

1.3.2.2 TOMOGRAFIA COMPUTARIZADA DE ALTA

RESOLUCION

Existen diversos estudios que sugieren que la tomografia
computarizada de alta resolucién (TCAR) es mas sensible que la
radiografia convencional para la deteccion de caracteristicas
especificas tales como: nodulos de pequefio tamafo, fibrosis
masiva progresiva, bullas, enfisema, asi como cambios hiliares,
pleurales y mediastinicos (Mosiewicz J et al., 2004; Sung J et al.,

2008; Lopes AJ et al., 2008).que se pueden calcificar.

Aunque estudios comparativos entre TCAR y radiografia de
térax en el diagnostico de silicosis han demostrado una mayor
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sensibilidad de la TCAR, la falta de una estandarizacion clara de
su lectura y la posibilidad de aumentar los falsos positivos en el
proceso diagndéstico hacen que no sea una exploracion
recomendable para el cribado de silicosis (Ooi GC et al.2008,
Hering KG et al., 2004, Aziz ZA et al., 2006), (nivel de evidencia

moderada, recomendacion consistente).

Respecto al papel del TCAR en el diagndstico de silicosis, cabe
afiadir que, al igual que ocurre con el cribado de otras
enfermedades, su utilizacion sistematica puede tener mas
inconvenientes que ventajas. Los criterios diagnosticos de silicosis
estdn basados en una historia laboral y unos hallazgos
radioldgicos tipicos, y los datos disponibles sobre ella proceden de
estudios de cohortes en los que la herramienta utilizada es la
radiografia de térax. Generalizar el uso de la TCAR podria llevar a
detectar nodulos de significado incierto que no permitirian
establecer un diagnoéstico de certeza y podrian afiadir confusion.
Ademas, desde el punto de vista laboral, y de acuerdo con la
normativa actual, el trabajador podria no ser subsidiario de
incapacidad y sin embargo la empresa podria declararle no apto
para su trabajo. Teniendo en cuenta todos estos aspectos, y en
funcion del conocimiento disponible, la indicacion de la TCAR
estaria limitada a los casos siguientes (Fernandez R et al., 2015):

1. Radiografia de tdrax con opacidades nodulares muy
profusas y con tendencia a la coalescencia, ya que en esta
situacién se podrian detectar masas de fibrosis en fases

iniciales.
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2. Hallazgos radiologicos atipicos, para el diagndstico

diferencial con otras entidades.

Exclusion de otras patologias

En casos seleccionados para un adecuado diagnostico
diferencial ser& preciso ampliar estudios (Figura 6).

Exposicion laboral

+

Radiologia simple de térax

l

Normal ILO> 6=1/1

Se excluye e excluyen clinicamente otras opcione
Silicosis l l

< No Si

No TCi\R
- Si
Caracteristico ——»»
Diagnostico diferencial l

Biopsia s .
— >  Silicosis

Figura 6: algoritmo diagndstico de la silicosis


http://www.archbronconeumol.org/es/normativa-el-diagnostico-seguimiento-silicosis/articulo/90377225/#f0020
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1.3.3 PRUEBAS DE FUNCION PULMONAR

La espirometria es la técnica principal para realizar el estudio
funcional. La espirometria puede ser normal en las etapas iniciales
de la silicosis (Leung CC et al., 2005). No obstante, en la silicosis
simple puede observarse tanto un patrén obstructivo como
restrictivo, con un predominio de la obstruccién en fumadores
(Roseman KD et al., 2010; Leung CC et al., 2005; Rosenman KD
et al., 2010).

La capacidad de difusion podria ser mas sensible en fibrosis
inicial, incluso aunque no es por completo especifica (Lopez AJ et
al., 2008, Ooi GC et al., 2002, Rosenman KD et al., 2010). El
descenso de la capacidad pulmonar total y de la compliance
pulmonar se evidencian sobre todo en casos de enfermedad grave

y progresiva

Las técnicas de oscilometria podrian ayudar a detectar el
incremento en la resistencia respiratoria total y en la via aérea, asi

como en el descenso de la compliance (Sa PM et al., 2010).

Las pruebas de esfuerzo no son mas sensibles que los test de
funcion pulmonar en demostrar la afectacion ventilatoria inicial en
la silicosis inicial, pero podrian correlacionarse con la disnea de
esfuerzo (Wang X et al., 1995).

La pulsioximetria y la gasometria arterial son utiles para

establecer la gravedad, ya que pueden detectar la existencia de



= 1. INTRODUCCION

insuficiencia respiratoria (paO2<60 mmHg con SpO2<90%) en los

casos mas avanzados.
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1.4 FISIOPATOLOGIA

Las variedades patoldgicas de la silicosis incluyen la silicosis
simple (nodular), la fibrosis masiva progresiva (FMP),
silicoproteinosis y la fibrosis intersticial difusa (Jalloul as et al., 2007;

Mossman BT et al., 1998).

La identificacion patolégica macroscopica de los pulmones
identifica nddulos de consistencia dura y predominio en l6bulos
superiores junto con adenopatias hiliares y peribronquiales con
frecuencia aumentadas de tamafio. El analisis microscopico
muestra los caracteristicos nddulos silicéticos en parénquima y
linfaticos hiliares (figura 7). Bajo luz polarizada, se objetivan
particulas birrefringentes con frecuencia en el centro de los nédulos,
aunque la mayoria son silicatos en lugar de silice (que es
débilmente birrefringente). En la FMP, los nédulos pulmonares

confluyen, dando lugar a lesiones de 1 cm o mas.

Loas caracteristicas histologicas de la silicoproteinosis asemejan
a las de la proteinosis alveolar primaria, con material lipoproteico

con granulos positivos para la tincién de acido periédico de Schiff.
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Los nddulos silicoticos, si estan presentes, son de menor tamafio

gue en otras formas de silicosis.

Fig 7: imagen microscopica de un pulmoén con lesiones silicoticas

Imagenes de nddulo silicético con macréfagos cargados de polvo (Ax100),
Nédulo silicético cronico con fibrosis concéntrica y macrofagos cargados de
silice en la periferia (Bx40)

La inhalacién de polvo de silice conduce al depésito del mismo
en las vias aéreas distales. Existen varios estudios tanto in-vitro
como en modelos animales que se centran en la descripcion de
como los macrofagos alveolares interaccionan con las particulas de
silice y los efectos de la toxicidad celular inducida por las mismas

Huaux F., 2007; Hamilton RF et al., 2008; Thakur SA et al., 2009).
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La silicosis puede producir radicales libres de oxigeno (ROS) de
forma directa en la superficie de particulas de silice 0
indirectamente a través de su efecto en células fagociticas
(Hamilton RF et al., 2008). Los receptores “escoba” 6 Scavenger
(RS), especialmente los receptores expresados en los macréfagos
alveolares con estructura colagena, parecen cumplir un papel

significativo en el reconocimiento de la silice.

Varios estudios “in vitro” y en modelos animales (Dostert C et al.,
2008; Cassel SL et al., 2008; Hornung V et al., 2008) han sugerido

la probable secuencia de eventos tras la fagocitosis (figura 8).

El origen del cebado 6 “priming” de los lipopolisacaridos es
desconocido, pero podria deberse a la interaccibn con otros

factores de riesgo ambientales o genéticos.
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Fig 8 (adaptado de Leung et al., 2010): secuencia de eventos tras la fagocitosis de silice.

Activacion del inflamasoma NLRP3 por cristales de silica tras el cebado inicial por un
lipopolisacarido: La fagocitosis de silice cristalina conduce a la activacion de fagosomas, seguido
de desestabilizacién de los mismos que liberan su contenido en el compartimento citosélico. El
resultado final es la activacién del complejo enzimatico inflamasoma NLRP3 que da lugar a
potentes moléculas proinflamatorias tales como IL-1b e IL-18. La activacién del inflamasoma
NLRP3 por silice necesita también la generacion de radicales libres de oxigeno (ROS) por una
oxidasa NADPH tras la fagocitosis de particulas y de un flujo intracelular de iones potasio (K+),
lo que sugiere una posible interaccién de la silice con alguna proteina asociada de membrana.
TLRs 6 receptores IL-1 no parecen ser esenciales en la activacion del inflamasoma. Sin
embargo, la secrecién de IL-1b por macréfagos humanos 6 de ratén en respuesta a la silice 6 al
asbesto “in vitro” parece producirse en dos pasos debido a que es necesario el “priming” por un

lipopolisacarido. Los SR parecen tener un papel en el reconocimiento y absorcion de silice.
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La acitivacion de la IL-1 y otras citoquinas inflamatorias como el
factor de necrosis tumoral (TNF), tienen un papel fundamental en la
inflamacion y fibrosis subsiguiente (Huax F et al., 2007; Hornung V
et al., 2008; Gasse P et al., 2007). Por otra parte, la caspasa 1
modula la secrecion de determinadas proteinas tales como el factor
de crecimiento fibroblastico-2 que podria tener un papel en la
patogénesis (Keller M et al., 2008). Tras la apoptosis inducida por
la silice, la silice digerida se libera nuevamente dando lugar a un

nuevo ciclo de fagocitosis e inflamacion.

En respuesta a la silice, las células dendriticas se activan y
migran del alveolo al parénquima pulmonar, tal y como se ha
demostrado en ratones (Beamer CA et al., 2007). En ratones con
linfopenia, la fibrosis inducida por la silice y la inflamacién ocurren
de forma independiente de las células T, B y natural killer (NK), pero
los linfocitos podrian participar en la regulacion de la inflamacién
inducida por silice a través de la modulacion del complejo del
inflamasoma, especialmente el denominado Nacht Domain —
Leucine-Rich Repeat and PYD containing Protein 3 (NLRP3)
NLRP3 (Beamer CA et al., 2010). En el modelo murino, las células

T ejercen una funcion de modulacion a traves de la expresion de
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antigeno 4 citotéxico del linfocito T y de forma indirecta mediante la
secrecion de IL-10 y (Factor de crecimiento fibroblastico
(transforming growth factor (TGF)-B) durante la fase de fibrosis (Liu

F etal., 2010).

La activacion del inflamasoma NLRP3, da lugar ademéas a
activacion de pro-caspasa-1y a su conversion en caspasa-1 que a
su vez da lugar a la secrecién de citoquinas profinflamatoras,
especialmente Pro-IL-1pB, Pro-IL-18 y su conversion posterior en
formas activas. Ademas, la activacion de caspasa-1 modula la
secrecion de proteinas atipicas como el mencionado factor de

crecimiento fibroblastico (TGF-).

Ciertos datos sugieren que existe una posible implicacion de las
células epiteliales pulmonares en la inflamacién pulmonar con
mecanismos de activacion profinflamatoria de dichas células in vivo
e in vitro tanto dependientes como independientes del factor nuclear

kB (Van Berlo D et al., 2010).

Un estudio in vitro ha demostrado también que el TGF-b1 puede
inducir cambio de las células del epitelio bronquial humano a células

mesenquimales y dicho efecto se intensifica por IL-13 (Doerner AM
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et al., 2009. Sin embargo, el papel exacto del TGF-p1y IL-18 en la
silicosis es desconocido a pesar de que sabemos que los
macréfagos alveolares y la secrecion de IL-1p juegan un papel
crucial en la fase temprana de desarrollo de silicosis. De hecho, se
ha demostrado que los macrofagos de ratones expuestos a silice
presentan una secrecion elevada de IL-1p3 comparada con la de los
ratones sanos. Determinados polimorfismos en los alelos IL-1RA se
han vinculado a la susceptibilidad en los seres humanos para

desarrollar silicosis.

|.4.1 EL INFLAMASOMA

En el momento actual sabemos que, en condiciones normales de
homeostasis adecuada del medio interno, la mucosa respiratoria,
las células dendriticas y los macrofagos alveolares, mantienen un
delicado equilibrio entre las agresiones externas y una respuesta
inmunitaria adecuada y oportuna frente a las mismas, dando lugar
a fendbmenos inflamatorios que conllevan finalmente a la reparacion
de los tejidos. En caso contrario, la existencia de respuestas

inflamatorias exageradas o deficientes, puede conducir, en funcién



1. INTRODUCCION )

del desencadenante patogénico, a la génesis de diversas
enfermedades pulmonares, desde infecciones respiratorias de vias
bajas a dafio pulmonar agudo, fibrosis pulmonar 6 EPOC. Todo ello
indica que el proceso inflamatorio es controlado y que el control del
mismo es extremadamente complejo. Sabemos que unas piezas
clave en este control lo constituyen los miembros de la familia IL-1,
cuyo miembro mas representativo es IL-1p. La produccion de IL-1
requiere la maduracion proteolitica promovida por complejos

multiproteicos citoplasméaticos denominados inflamasomas.

Los inflamasomas fueron descritos por primera vez en 2.002 por
Martinon et alt. Que describieron un complejo supermolecular
proteico que era capaz de activar la caspasa-1 y la caspasa-5, que
a su vez eran enzimas requeridos para el procesamiento y escision

de pro-IL-1B y pro-IL-18.

Las enzimas denominadas caspasas (Cysteine-ASPartic
proteASES), pueden dividirse en dos grupos en funcién de su

mecanismo final de accion.
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1. Caspasas proapoptéticas, también clasificadas en dos
subgrupos. Las caspasas iniciadoras (Casp-2, -8 y -10) y las
caspasas efectoras (Casp-3, -6 y -7).

2. Caspasas inflamatorias que contienen el dominio CARD que
estan relacionadas con los inflamasomas y con la formaciéon de

IL-1by IL-33.

Las caspasas 11y 12 son conocidos moduladores de la actividad
de la caspasa 1, donde la Caspasa-11 se requiere para la activacion
adecuada del inflamasoma en presencia de LPS aunque es
prescindible en la infeccidn por L. monocytogenes. La caspasa 12
es una molécula inhibidora natural que limita el dafio celular durante
infecciones graves y detiene la actividad indeseable del
inflamasoma para prevenir situaciones como las observadas en la
urticaria familiar al frio y el CINCA (Chronic Infantile Neurological

Cutaneous Articular syndrome) (Scott AM et al., 2007).

Los inflamasomas son parte de los componentes de la inmunidad
innata, la cual no solo constituye la primera linea de defensa, sino
gue también promueve el desarrollo de la respuesta inmune
adaptativa. La activaciéon de la respuesta innata involucra una

variedad de componentes celulares y solubles que reconocen
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diferentes “sefiales de peligro” dando lugar a funciones efectoras
ante ellos. Esta capacidad de reconocimiento se efectla a través de
una serie de proteinas denominadas receptores de reconocimiento
de patrones 6 PRRs (Pattern Recognition Receptors). Los PRRs se
expresan en las células que constituyen la primera linea frente a la
infeccibn, como son: los macréfagos, monociticos, células
dendriticas, neutréfilos y células epiteliales asi como células del
sistema inmune adaptativo y proveen a la célula de una serie de
proteinas complejas capaces inducir la activacion de la coagulacion,
la via del complemento, la inflamacién o la induccién de apoptosis.
De esta forma, los PRRs son capaces de reconocer por un lado
diferentes componentes estructurales esenciales para la
supervivencia de los organismos, conocidos como patrones
moleculares asociados a patégenos o PAMPs (Pathogen
Associated Molecular Patterns) y por otro, los llamados patrones
moleculares asociados a dafio 6 DAMPs (Damage-Associated

Molecular Patterns) (Drenth JP et al., 2006).

Los PRR se pueden clasificar en tres grupos: Aquellos que se

expresan en membranas celulares (membrana plasmética o
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membranas endosomales), en el citosol y las formas solubles.

Segun se refleja en la fig 9.

Asociados a membranas Citosolicos

CLR
(ectn o
» MBL, AlM2,
1/2, DEC- pentraxin (

as)

IFI18)

Fig 9: principales familias de receptores de reconocimiento de patrones

Los PRR mejor caracterizados son los TLR (toll-like receptors
family), de los cuales se han descrito 10 funcionales en seres
humanos (TLR-1 a TLR-10) y que juegan un papel determinante
como sensores extracelulares de macromoléculas tales como

lipofosfopolisacaridos (LPS), flagelina, acidos nucleicos, etc.

Se han identificados otros sensores comprometidos con la

respuesta inmunolégica innata, la familia NLRs (del inglés: The
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Nucleotide-binding oligomerization domain like-receptors and
Leucin-rich repeat); estas macromoléculas son sensores
intracelulares de sefales de peligro producidas en respuesta a
componentes patogénicos (Ting et al.,, 2008). Como sensores
inmunoldgicos, las proteinas NLR no son Unicas de humanos y
ratones; las plantas tienen proteinas parecidas llamadas proteinas

R que ejercen una funcion similar.

La familia de proteinas NLR constade varios miembros,
representados tanto en el genoma de ratones como el de humanos,

con una estructura particular definida por tres dominios:

1. Un dominio central de enlazamiento de nucleétidos que media
la oligomerizacién (Ilamado NOD o NACH).

2. Un dominio N terminal variable (CARD: dominio de
reclutamiento de caspasa que define a la familia NLRC; o PYD:
dominio de pirinas que define a la familia NLRP; o BIR: repeticion

IAP de Bacuolovirus).
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3. Un dominio C terminal rico en repeticiones de leucina (LRR), e
importante en la deteccion de sefiales moleculares asociadas a
patdgenos, de forma que reconocen carbohidratos complejos
presentes en bacterias, virus y hongos, e incluyen miembros
como lectina-1y lectina-2 (también conocidos como CLEC7A (c-
type lectin domain family member A) y CLECF4N (c-type lectin

domain family member N) respectivamente: DEC-205.

NOD- like receptors (NLRs)
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Fig 10: NOD-like receptors (NLRs)
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Fig 11: Estructura del inflamasoma NLRP3

Para una activacion eficiente del inflamasoma NLRP3 se requiere
la activacion de dos sefales. La primera consiste en lo que se
conoce como "priming" o sefal preestimuladora, que ocurre cuando
las células son activadas mediante los llamados receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs), PRR o0 un receptor de
citoquinas que active a NF-kb, necesario para inducir la expresion

de NLPR3, pro-IL-1B y pro-IL-1B (Bauernfeind FG et al., 2009). Una



& 1. INTRODUCCION

vez activada la primera sefial, se activa la segunda (especifica del
inflamasoma NLRP3) que lleva al ensamblaje del mismo. Esto
puede ocurrir no solo en la exposicion a estimulos quimicos como
el asbesto, silice 6 aluminio, sino también como respuesta a

procesos infecciosos.

I°senal (priming)

! Toxinas, cristales,

Fig 12: mecanismos de activacion del inflamasoma NLRP3: Los patrones moleculares asociados
a patogenos (PAMP) o peligro (DAMP), y las citosinas proinflamatorias (entre ellas TNF-a, IL-1B,
IL-6, IL-18), estimulan la activacion de NF-xB a traves de sus respectivos receptores, conformando
la primera senal (priming) para la activacion del inflamasoma NLRP3. Esto promueve la sintesis de
NLRP3, pro-IL-1B y pro-IL-18, y de citocinas proinflamatorias como IL-6, IL-8 y TNF-q, entre otras.
Acto seguido se lleva a cabo la activacion de la segunda sefial, que permite el ensamblaje del
inflamasoma NLRP3 o la formacion del complejo NLRP3/ASC/Pro-caspasa-1, para la activacion de
la caspasa-1, y finalmente la maduracién proteolitica de pro-IL-18 y pro-IL-18, que da origen a las
formas biologicamente activas de IL- 1B e IL-18. Ambas citocinas contribuyen al desarrollo y
mantenimiento de la respuesta inflamatoria. Paralelo a este proceso, y como consecuencia de la
activacion de caspasas, se puede inducir apoptosis con liberacion de IL-1B (piroptosis). Los
recuadros de lineas discontinuas representan los actores involucrados en el desarrollo de la
primera y la segunda sefiales
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Se han descrito al menos cuatro complejos de inflamasoma

diferentes.

1. NLRP1b: NLR, pyrin domain-containing 1b.

2. NLRP3: NLR, pyrin domain-containing 3.

3. NLRC4: Caspase activation and recruitment domain-
containing 4.

4. AIM2.

Todos estos inflamasomas, dan lugar a la activacion de caspasa-
1 en respuesta a infecciones microbianas y condiciones de stress
gue han sido validados en ratones knockout 6 ratones KO (ratones
a los que se les inactiva un gen para determinar su funcioén). Los
mecanismos de activacion de caspasa-1 por parte de diferentes
tipos de inflamasomas, que conllevan a la induccién y secreciéon de
IL-1b, muestran una gran diversidad y complejidad, e incluyen entre
otros la muerte celular programada por procesos proinflamatorios

(Piroptosis), restriccion de la replicacion por ej. bacteriana, etc.

De gran interés ha sido el establecimiento de la relacion de la

familia NLRs con enfermedades inflamatorias humanas. Tal
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investigacion ha permitido la identificacion de genes particulares y
la definicion de interrelaciones proteina-proteina que conforman
complejos multiproteicos donde miembros de la familia NLR tienen
una participacion fundamental. La definicién del inflamasoma, sus
caracteristicas estructurales y funcionales han permitido asociar
mutaciones en genes de proteinas NLR particulares a desordenes
inflamatorios humanos como vitiligo (mutaciéon en el gen NPL1),
sindrome Muckle-Wells (Hoffman HM et al., 2.001) (mutacion en el
genNPL3), la enfermedad de Crohn (Murillo L et al., 2.002; Ogura Y
etal., 2.001), la gota (Martinon F et al., 2.006), La DM tipo Il (Larsen
et al., 2.009; Larsen et al.,, 2.007, Maedler et al., 2.009) y la
enfermedad de Alzheimer (Halle A et al., 2008) entre otras. El
tratamiento de pacientes con algunas de estas enfermedades con
antagonistas de receptores IL-1 revierte los sintomas clinicos,
sugiriendo una relacion causa efecto entre la produccion de IL-1b 'y
la enfermedad. Recientemente, se han encontrado evidencias de
una estrecha relacion entre inflamasomas y desordenes

metabdlicos como obesidad y diabetes tipo 2 (Schroder et al 2.010).

Determinar el rol del inflamasoma en estas enfermedades es de

gran importancia en el desarrollo de terapias apropiadas y en el
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conocimiento de los mecanismos que modulan los procesos

inflamatorios.

Sabemos ademéas que, en concreto el inflamasoma NLRP1b
tiene como Unico desencadenante conocido para su activacion la

toxina de Bacillus anthracis (Kovarova M et al., 2012).

Por el contrario, el inflamasoma NLRP3 responde a un amplio
espectro de agentes infecciosos, particulas extrafias y moléculas
endogenas que se asocian con dafio tisular y stress. En lo que
respecta a las infecciones pulmonares, las células mieloides
responden a la activacion del inflamasoma NLRP3 en presencia de
infeccion por bacterias patégenas como Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Klebsiella
pneumoniae, Chlamydia pneumoniae y Mycobacterium tuberculosis
asi como a hongos patégenos como Candida albicans y Aspergillus
fumigatus. También se ha evidenciado activacion en presencia de
infeccion por virus de la gripe Ay virus respiratorio sincitial (VRS).
Tal y como se recoge en la tabla siguiente (Brusselle Guy et al.,

2014).
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Tabla 5: Activacién del inflamasoma NLRP3 por gérmenes patogenos

PATOGENO ACTIVADOR MICROBIANO INFLAMASOMA
Eacterial
Bocifive enthresis Anthrax lathal toedn MLEFIb
Bordetelis perbusss Cyah MLEF2
Chlamydla preumonics Tnknewn MLEF3
Francirelly tulorensis DN Al
Rasmembilug infustene kst NLEF2
Flahpiella prsamendan i kneat MLEFE NLRC4
Legionelle prewmophils Flageliin MLAC4
Myeoplarims prenmoniss acylatad lipopeptidas MLEF?
Freudotona: gerugtnora Flagsliin MLRC4
Staphylococcu: aurens Hamolyeing MLRF2
Btreptod oot premotdoe Fusurhysin, DNA MLEFE, ATMZ
Fungal
Arporgilinr fumigoyr Unkncwn MLEF2
Cendids albicans nknown MLEF3
Mycobacterial
Mycobasterium subsroulosis ESAT-G DMA MLEF3, ATMZ
Wleal
Cytome palovires Wiral dehlastranded DMNA Albda
Infizenza & “ival ME viral RMA® MNLEFL
Rasplratory syoeytial wrus Unknown HNLEF2

1.4.1.2 IMPORTANCIA DEL INFLAMASOMA NLRP3 EN LAS

ENFERMEDADES RESPIRATORIAS

ASMA

Un denominador comun de las enfermedades pulmonares
inflamatorias crénicas, como el asma, la EPOC y fibrosis pulmonar,
es que representan enfermedades complejas que resultan de la

interaccién entre la susceptibilidad genética y la exposicion
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ambiental. De hecho, varios hallazgos sugieren que la via
inflamasoma podria estar implicada en la patogénesis del asma. En
primer lugar, los estudios de asociacién genémica de asma han
demostrado una asociacion significativa con los polimorfismos de
un solo nucledtido en el gen IL18R1 en el cromosoma 221 (Moffat
MF et al., 2.010). Por otra parte, los polimorfismos NLRP3
funcionales, que incrementan la estabilidad del ARN mensajero del
NLRP3y la expresion del mismo, se han asociado el asma inducido
por aspirina (Hitomi Y et al., 2.009). En segundo lugar, en un modelo
experimental de asma alérgica inducida por ovoalbumina (OVA), la
inflamacion alérgica de las vias respiratorias dependia de la
activacion inflamasoma NLRP3, dando lugar a produccion de IL-1b
y a lainduccion de una respuesta inflamatoria Th2 IL-1 (Bernard AG
et al., 2.011). Es mas, la hiperrespuesta inducida por OVA fue
significativamente menor en ratones con bloqueo en produccién de
IL-1b (Nakae S et al., 2.003). Sin embargo, el papel de la
inflamasoma NLRP3 en la patogénesis de enfermedad alérgica de
las vias respiratorias en ratones es controvertido, ya que Allen et al
(Allen et al., 2.012), no encontraron diferencias significativas en
eosinofilia, produccién de moco, o hiperreactividad bronquial en la

via respiratoria en modelos de ratones normales y NLRP3 -/ - .
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Aunque se debate el papel del inflamasoma NLRP3 en el asma
alérgica estable, quizas podria estar involucrado en otros fenotipos
de asma (por ejemplo, eosinofilica no alérgica y el asma
neutrofilica) o durante las exacerbaciones de la enfermedad, que
son mas frecuentemente provocada por infecciones respiratorias.
En estudios in vivo con ratones utilizando estudios in vitro en células
epiteliales de las vias respiratorias humanas y los estudios in vivo
en ratones normales y NLRP3 - / -, Hirota et al. (Hirota et al., 2012),
demostraron que el inflamasoma NLRP3 se expresado en el epitelio
de la via aérea se activa por particulas urbanas, dando lugar a la

escision de caspasa-1 y produccion de IL-18.

EPOC

Sabemos que existen niveles elevados de diferentes activadores
del NLRP3 en las vias aéreas y pulmones de pacientes con EPOC.
Desde el Adenosin trifosfato (ATP) extracelular, &cido Urico
(cristales), ROS y PAMPs bacterianos (Lommatzsch et al., 2.010;

Brusselle GC., 2.011).
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Se ha observado un incremento de la activacion de caspasa-1 en
tejido pulmonar de pacientes con EPOC y donantes fumadores
comparados con no fumadores (Eltom S et al., 2.011). Ademas, el
efecto inhibidor de moléculas del inflamasoma NLRP3 IL-1B e IL-
18, estan aumentadas en pacientes con EPOC (Pauwels NS et al.,
2.011; Botelho FM et al., 2.011; Imaoka H et al., 2.008). Se han
observado también niveles elevados de IL-1b en esputo inducido y
en biposias de pulmones de pacientes con EPOC leve a moderado
(Pauwels NS et al., 2.011; Botelho FM et al., 2.011). Es mas, los
niveles en esputo de IL-la e IL-1b se incrementaron en
exacerbaciones de EPOC en comparacion con los niveles medidos
durante la estabilidad clinica (Botelho FM et al., 2.011). Se ha
demostrado también una produccion incrementada de 1L-18 por los
macrofagos alveolares, células T CD8+ y células del epitelio
alveolar y bronquial en los pulmones de pacientes con EPOC

(Imaoka H et al., 2.008).

A este respecto, la neutrofilia inducida por el humo del tabaco en
ratones se asocié con un incremento en la actividad de la caspasa-
1y de los marcadores subsiguientes de activacion del inflamasoma

(IL-1b e IL-18). Es més, los ratones IL-1R -/- estuvieron protegidos
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no soélo contra el incremento agudo de células inflamatorias en el
Lavado broncoalveolar (BAL) tras exposicion aguda a humo de
tabaco, sino también contra el enfisema inducido crénicamente por
el mismo (Churg A et al., 2.009). Siin embargo, la inflamacion aguda
inducida por el humo de tabaco no se atenud significativamente en
ratones con NLRP3-/- y caspasa-1 -/- comparados con ratones
normales, lo que sugiere también que IL-l1a contribuyeron a la
inflamacion mediada por IL-1R tras la exposicién al humo del tabaco
(Pauwels NS et al., 2.011; Botelho FM et al., 2.011). Modelos en
ratones que combinan la exposicion al humo del tabaco con
infecciones respiratorias en un intento de imitar las exacerbaciones
de la EPOC son precisos, para entender el papel del inflamasoma

NLRP3 in vivo.

FIBROSIS PULMONARES (Asbestosis, Silicosis y Fibrosis

pulmonar idiopatica)

Varias lineas de evidencia sugieren que inflamosomas, y en
particular el inflamasoma NLRP3, podrian estar involucrados en la

patogénesis de enfermedades pulmonares fibrosantes, incluyendo
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la fibrosis pulmonar idiopética y enfermedades provocadas por
exposiciones ambientales conocidas (por ejemplo, asbestosis y
silicosis). Diversos polimorfismos de nucleétido Unico en el gen
NLRP3 se han asociado con neumoconiosis de los mineros del
carbén, y desarrollo eventual de fibrosis pulmonar (Ji X et al.,
(2012). Los estudios in vitro han demostrado que el amianto y silice
son detectadas por el NLRP3 inflamasoma, cuya posterior
activacion conduce a la secrecion de IL-1p (Hornung V et al., 2008;
Dostert C et al., 2008). La activacion de NLRP3 por silice requiere
la fagocitosis de cristales de silice por los macrofagos, que
posteriormente conducen a dafio lisosomal y ruptura (Dostert C et
al., 2.008) Aunque la generacion de ROS vy los niveles
incrementados de calcio intracelular, detectados por el receptor
sensible a calcio, se cree que estan involucrados en la activacion
del inflamasoma NLRP3 por asbesto y silice (Lee GS et al., 2012,
Cassell SL et al., 2.008), un articulo reciente mostré que se requeria
flujo de K+ y que era suficiente para la activacion del NLRP3
(Mufioz-Planillo R et al., 2013). En modelos de raton de asbestosis
y silicosis, NLRP3 - / -, los ratones mostraron disminucion del

ndamero de células inflamatorias en los pulmones y una menor
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produccion de citoquinas tras la exposicion al asbesto o silice
inhalado, en comparacion con controles (Dostert C et al., 2008;
Cassell et al., 2.008). 3 meses después de la exposicion a silice, los
ratones NLRP3 -/- tenian menos depdsito de colageno visualizado
por tincidn con tricromico en las secciones de pulmén que los
ratones comunes. No sabemos si el inflamasoma NLRP3 se
requiere en las fases tempranas del desarrollo de fibrosis pulmonar

0 esta involucrado en la progresion de la enfermedad establecida.

1.4.2 RADICALES LIBRES DE OXIGENO (ROS)

Ademas de los DAMPs y los PAMPs, los ROS, se ha demostrado
gue juegan también un importante papel en la activacion del
inflamasoma. A este respecto, existen estudios recientes que
sugieren que la produccion de ROS es inducida por muchos
estimuladores del inflamasoma NLRP3 fagocitosis-dependientes,
como silice (Cassel SL et al., 2.008) y asbesto (Dostert C et al.,
2.008) como en modelos independientes de fagocitosis inducidos
por ATP extracelular y flujo de potasio (Kahlenberg JM et al., 2.004;

Petrilli V et al., 2.007), pero a la vez, la existencia de ROS elevado
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es esencial para la activacion del mismo. No obstante, el origen
celular de ROS encargado de la mediacién de estas respuestas
sigue siendo incierto. ROS es inicialmente un subproducto de la
fosforilacidbn mitocondrial oxidativa. Durante la respiracion el 1-2%
del oxigeno molecular se reduce a superoxido e ion hidroxilo (OH-).
Los lugares de produccion en la cadena respiratoria mitocondrial
son fundamentalmente los complejos | y Ill. EI complejo | acepta
electrones del NADH mediante un gradiente electroquimico a traves
de ubiguinona a completo Ill y posteriormente al citocromo C y
complejo IV donde el oxigeno es reducido a agua. Ademas de en la
cadena de transporte de electrones mitocondrial, ROS se genera
también en células de mamiferos mediante la actividad de encimas
como las oxidadas de NADPH (NOXs), xantinoxidasa (XO),
ciclooxigenasa y lipoxigenasa (Habu et al., 1990; Lacy et al., 1998;
Andrew and mayer, 1999; Paravicini and Touyz, 2.008). Existe
suficiente evidencia de que la producciéon de ROS por activadores
del inflamasoma NLRP3/NLRP3 involucra a la familia NOX de
proteinas de transmembrana. Estas proteinas generan ROS
mediante el transporte de electrones a través de membranas

biolégicas desde un donante citosélico (NADPH) a un aceptor de
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electrones (02) a nivel del del espacio extracelular o luminal

(Martinon et al., 2010; Nakahira et al., 2.011).

Dado que la generacién de ROS es esencial para la sefializacion
celular y varias respuestas fisiologicas importantes, la excesiva
acumulacion de ROS puede conducir a dafio celular y muerte. Para
amortiguar este strress oxidativo, las células tienen varios
mecanismos antioxidantes de defensa que incluyen: superoxido
dismutasa (SOD), glutation-peroxidasa (GPX), thioredoxina,
catalasa (CAT) y peroxiredoxinas (Rahman et al., 2.006; Johnson et

al., 2010).

La produccion de ROS por células polimorfonucleares (PMN) y
monocitos cuando estan expuestos a la union con activadores de
NLRP3 regula la activacion de factores transcripcionales redox-
dependientes tales como el factor nuclear promotor de cadenas
ligeras kappa de células B activadas (NF-kB) y proteina activada |
a través de las protein-quinasas mitogen-activadas (MAP kinasas)
y produccion de citoquinas pro-inflamatorias (Kabe et al., 2.005;

Bauernfeind et al., 2.009).
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Estudios animales han mostrado que la activacion de IL-1B y
caspasa-1 es ROS dependiente (Dostert et al., 2.008; Franchi et al.,
2.009). En un bucle de interaccion positiva, el IL-18 promueve la
acumulaciéon extracelular de ROS desacoplando superéxido
dismutasa (SOD9, glutation peroxidasa (GPX) y catalasa (CAT).
Sabemos que el inflamasoma NLRP3 juega un papel crucial en la
activacion de la caspasa-1 y en el procesamiento proteolitico de

pro-1L-1b.

La activacion de las citoquinas inflamatorias IL-1p y IL-18 es
regulada de forma independiente por el inflamasoma. Sabemos que
las células dendriticas de raton “cebadas” por la proteina p60 de la
Listeria monocytogenes, responden a la estimulacion produciendo
ROS y secretando IL-1p y IL-18 sin piroptosis acompafiante. Los
inhibidores de la produccion de ROS inhiben la secrecion de IL-1p,

pero no la de IL-18 (Schmidt and Lenz, 2012).

Entre los multiples agentes inductores de respuesta inflamatoria,
aun no se ha demostrado un punto de convergencia que conlleve la

activacion de NLRP3. De hecho, en recientes estudios, se ha
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demostrado desarrollo de silicosis en ratones deficientes en

inflamasoma NLRP3.

En lo que concierne al presente trabajo, se ha demostrado que
activadores como Silice, asbesto y ATP precisan de produccion de
ROS para su actividad. En mamiferos el ATP extracelular se une a
preceptores P2X7 induciendo la acumulacion rapida de ROS y
activando el inflamasoma NLRP3/NLRP3 (Solini et al., 2013). La
fuente de ROS activado por ATP parece ser derivada de la familia
de proteinas NADPH oxidasa (NOX), dado que el inhibidor del NOX
difenileneiodonium (DPI) inhibe la generaciéon de Caspasa 1

dependiente de ATP generado por ROS.

Resumiendo la secuencia patogénica mas probable, la secrecion
de IL-1pB por los macréfagos en respuesta a silice y asbesto In vitro
es un proceso en dos pasos. Inicialmente los macréfagos tienen que
ser activados para responder a silice 6 asbesto. El origen de esta
activacion 6 “priming” in vivo no esta claro y podria estar mediado
por citoquinas inflamatorias producidas localmente. La enfermedad
en humanos puede acelerarse también por una infeccion

respiratoria, lo que podria aumentar la activacion macrofagica.
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Los macrofagos parecen reconocer y reaccionar directamente a
la silice a través del inflamasoma NLRP3. Esta interaccion inicial
conduce a la liberacion de ROS y a la activacion de caspasa-1y la
consecuente respuesta inflamatoria. Las citoquinas inflamatorias
como TNFa parece que juegan también un papel en la silicosis.
Existen datos que sugieren que estas citoquinas inflamatorias son
consecuencia de la produccion inducida por silice de IL-1B y no el
resultado de una accion directa de la silice sobre el macréfago
(Cassel et al., 2008). Diversos estudios han implicado la caspasa 1
en la modulacién de otro tipo de proteinas y en especial del factor

de crecimiento fibroblastico 2 (FGF-2) (Keller M et al., 2.008).

Las implicaciones de todos estos hallazgos, de los diferentes
papeles de la caspasa 1 en la patogénesis de la enfermedad y del
papel del inflamasoma NLRP3 en el reconocimiento de la silice y la
activacion de la caspasa 1 genera ciertas esperanzas sobre
potenciales dianas terapéuticas, no solo en la silicosis, sino en las

enfermedades fibréticas pulmonares en general.
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1.5. IMPORTANCIA DEL PROBLEMA

Como hemos visto, los trabajadores estan expuestos a silice
cristalina en multiples actividades. Esta exposicion sigue siendo un
problema de salud en el ambiente laboral, que se ha visto
potenciado al conocer su efecto carcinégeno y su implicacion en el
origen de otras alteraciones respiratorias como son: enfermedad
pulmonar obstructiva cronica, fibrosis pulmonar difusa, tuberculosis
pulmonar, etc. El problema es preocupante por su posible
continuidad en el futuro, entre otras razones, porque no se conoce
con certeza el nivel de exposicion de efecto 0 o nulo. El nivel de 0.1
mg/m?3 propuesto por la OSHA (Occupational Safety and Health
Administration) norteamericana y aceptado en muchos paises,
parece que no previene aceptablemente la mortalidad por silicosis.
Por otra parte, niveles mas exigentes como el de 0.05 mg/m?3
propuesto por el National Institute for Occupational Safety and
Health (NIOSH) norteamericana es dificil de conseguir por las
empresas. Ademas, la exposicién a silice esta aumentando en
determinados sectores industriales por la expansién de

explotaciones de canteras y por el uso de productos rocosos
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(granito, pizarra) en construccion y ornamentacién, asi como por
nuevas aplicaciones industriales de la silice (polvo y harina de silice,
etc.). Por todo ello, lamentablemente, siguen observandose formas

graves de la enfermedad.

Ante las dificultades de prevencién técnica indicadas, parece
imprescindible abordar el problema bajo el punto de vista de la
exposicion a riesgo y de la susceptibilidad del trabajador expuesto.
Asi es un hecho bien conocido que, con la misma exposicion a
silice, unos trabajadores desarrollan la enfermedad y otros no. Para
poder identificar la poblacion de sujetos susceptibles es necesario
conocer detalladamente el mecanismo patogénico de la
enfermedad y los mediadores inflamatorios involucrados en su
desarrollo. Las armas destructivas més potentes de que dispone el
organismo para defenderse de agentes extrafios inhalados son: el
sistema enzimatico (proteasas, lipasas, amilasas) y el oxidativo
(radicales oxidantes). Ambas armas parecen totalmente inutiles
ante la silice, ya oxidada y no destructible por enzimas. Parece
l6gico pensar que su presencia cronica en el pulmén acabe
dafando el propio organismo destruyendo sus tejidos vy

conduciendo a la fibrosis (cicatriz) y que los trabajadores, en los que
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la respuesta inflamatoria ante la silice y sus consecuencias sea mas
fuerte y/o esté peor controlada sean los predispuestos a padecer
enfermedad. Esto constituye la hipoétesis del "fenotipo reactivo” ya

formulada previamente.

En individuos susceptibles, el mantenimiento de un estado
inflamatorio prolongado en el tiempo conllevaria una profunda
alteracion de la matriz pulmonar. Esto quedaria reflejado tanto a
nivel del equilibrio oxidantes/antioxidantes como en la alteracion del
equilibrio proteasas/antiproteasas encargado de mantener la

homeostasis pulmonar:
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1.6 BIOMARCADORES

En el momento actual, la deteccion clinica de la silicosis depende
de la deteccidn previa de alteraciones radiolégicas que se producen
de forma muy tardia tras la exposicion y son una manifestacion de
una enfermedad ya irreversible. Dado que la silicosis no es una
enfermedad potencialmente curable, es extremadamente
interesante la deteccibn e marcadores de riesgo que puedan
utilizarse para la deteccion temprana de las alteraciones

fisiopatoldgicas que pueden dar lugar a la enfermedad.

Los marcadores bioldgicos o biomarcadores, son alteraciones
celulares, bioquimicas o moleculares que se pueden medir en
diferentes medios bioldgicos, tales como tejidos humanos, células
o fluidos. Es una caracteristica bioldégica que puede ser medida y
evaluada como un indicador de procesos bioldgicos normales,
procesos patdégenos o respuestas farmacolégicas a una
intervencidn terapéutica. Incluyen herramientas que pueden ayudar
en la compresion del pronostico, causa, diagndstico, progresion,
regresion o el resultado de una enfermedad. Solos o en

combinacion, los biomarcadores pueden proporcionar un sistema
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de alerta temprana para los riesgos de futuros resultados adversos

para la salud.

1.6.1 MARCADORES DE EXPOSICION

Los marcadores de exposicion indican la presencia de silice en

el organismo e idealmente podrian cuantificar dicha exposicion.

Para la identificacion de la misma en tejidos animales, algunos
investigadores han usado el método quimico con azul de molibdeno
(Absher et al., 1992; Adamson et al., 1994; Hemenway et al., 1990).
Otros han usado técnicas de microscopia electréonica (ME). Por
ejemplo, la presencia de silice cristalina en muestras de biopsia y
autopsia de tejido pulmonar puede determinarse con ME con una
sonda microanalizadora (Pariente et al., 1970), analisis s6nico de
electrones (Pariente et al., 1972) y microscopia de escaneado
electronico (SEM) junto con microanalisis de la dispersion de
energia de rayos x (EDXA) (Funahashi et al., 1975, 1977, 1984,
Liebetrau et al., 1987; Morgenroth, 1979) 6 SEM con espectrometria

de energia de rayos X (Lapenas et al., 1982; McDonald & Roggli,
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1995; Pierini, 1982; Pintar et al., 1976). También se han utilizado
microscopia de transmision de electrones (TEM) y espectroscopia
de dispersion de energia (EDA) junto con microscopia de difraccion

de rayos x (XRD).

Con la metodologia previamente descrita, se ha podido
establecer una relacion entre el cuarzo en diferentes
compartimentos pulmonares y la gravedad de la silicosis en mineros
de oro. Pero no se ha podido establecer una relacion lineal entre la
duracion de la exposicion a polvo y la afectacion pulonar (Dufresne

et al., 1998).

El uso de BAL para valorar la cantidad de silice cristalina o
particulas inorganicas de otra naturaleza mediante microscopia
electrénica 6 microandlisis semicuantitativo por rayos X ha
permitido también valorar la exposicion a polvos inorganicos

distintos de silice cristalina (de Vuyst et al., 1987 Dumortier et al.,

1989; Gaudichet et al., 1987).

Sin embargo, no existe un marcador definitivo que pueda
establecer de forma precisa la relacidbn dosis-respuesta en la

génesis de la enfermedad. Ademas, las anteriores medidas de
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cuantificacion requieren instrumentos sofisticados y técnicas
invasivas y no pueden ser recomendados de forma rutinaria para

establecer una medida adecuada de exposicion.

|.6.2 BIOMARCADORES DE EFECTO

Los biomarcadores de efecto, podrian indicar de forma temprana
los procesos fibrogenos que preceden a la aparicion de enfermedad
o de forma mas tardia el desarrollo y presencia de la misma (Bennet
y Waters, 2.000; Schuylte, 1991; Ward y Henderson, 1996). La gran
mayoria de las investigaciones sobre la patologia se han centrado
en la identificacién de las respuestas bioldgicas en la evolucion de
la enfermedad como predictoras del desenlace de la misma 6 en los

mecanismos de acciéon de la toxicidad de la silice cristalina.

Los biomarcadores de efecto podrian dividirse en tempranos o
tardios dependiendo de su capacidad de discernir entre la
interaccidn inicial entre la silice con los sistemas celulares 6 en la
existencia de un minimo dafio pulmonar. Estos biomarcadores han

sido demostrados en animales de experimentacion (DiMatteo et al.,
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1996). Un biomarcador de efecto ideal seria aquel capaz de
cuantificar de forma adecuada y temprana manifestaciones

potencialmente reversible.

1.6.2.1 MARCADORES DE EFECTO DE RESPUESTA INICIAL

Son biomarcadores que pueden identificar cambios precoces
tras la exposicion a silice. Asociados con una alteracion funcional
podrian correlacionarse con la exposicion antes que con la

presencia de silicosis.

MARCADORES DE DANO OXIDATIVO.

Los radicales libres generados, bien por la actividad de superficie
de la silice cristalina, bien por la respuesta inflamatoria involucrada
y el consiguiente stress oxidativo. Tienen una importancia primordial
en el esclarecimiento de los procesos que preceden a la silicosis
(Ghio et al., 1990; Porter et al., 2.001; Shi et al., 1998; Vallyathan et

al., 1998). Existen trabajos en autopsias de sujetos expuestos que
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han demostrado la existencia de radicales libres en el tejido
pulmonar de mineros de carbon (Dalal et al., 1991). Otros grupos,
han demostrado ademas aumento en la generacion de radicales
libres en células de BAL (Kuempel et al., 2003; Wallaert et al., 1990).
De hecho, los macréfagos alveolares aislados en BAL de individuos
expuestos a silice con compromiso respiratorio asociado se ha
demostrado que liberan cantidades de radicales de anién
superoéxido y peroxido de hidrégeno en cantidad significativamente
mayor que aquellos individuos no expuestos (Casanova et al.,
1996). Como resultado, se han postulado como posibles
biomarcadores, diversos factores de transcripcion sensibles a
reacciones redox y receptores (p. ej: NF-kp, EGF-R) (Hubbard et al.,
2002), que “conectan” el stress oxidativo con la cadena de eventos
subsiguiente, como la produccién de citoquinas e inflamacion (Rom
et al, 1987), peroxidacién lipidica y dafio en el DNA
(Bezrukavnikova et al., 1988; Daniel et al., 1993; Jaite et al., 1988;
Knaapen et al., 2004; Shi et al., 1995), produccion de éxido nitrico
(Blackford et al., 1997; Huffman et al., 1998), proliferacion celular y
deposito de coldgeno (Benson et al., 1986; Friemann et al., 1999;

Reiser et al., 1983).
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Un elevado numero de oxidantes, antioxidantes y enzimas
antioxidantes han sido analizados en células sanguineas, suero,
fluido del BAL y células de BAL para determinar el grado de stress
oxidativo secundario a la exposicién a silice cristalina o a la

aparicion de silicosis.

Una de las muestras bioldgicas usadas para la validacion de
estudios en humanos ha sido el fluido del BAL. Los macré6fagos
alveolares aislados del BAL de individuos expuestos a silice
cristalina con afectacion respiratoria, liberaban mayores cantidades
de radicales aniones superéxido y peroxido de hidrogeno
comparados con las células de individuos no expuestos (Rom,
1991; Wallaert et al., 1.990). La produccién de ROS por células
alveolares inflamatorias aisladas del BAL de pacientes con FMP fue
mayor que la de pacientes con neumoconiosis simple (Wallaert et
al., 1990). La actividad de diferentes enzimas antioxidantes como
Glutation peroxidasa (GPx) y superéxido dismutasa (SOD) asi como
la peroxidacion de lipidos medido por los niveles de isoprostano,
estaban incrementados en la fraccion acelular de mineros de carbén
con neumoconiosis comparados con los de aquellos sin ella

(Vallyathan et al., 2.000). Los resultados de la actividad SOD en el
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fluido del BAL se confirmaron en otro estudio similar y se encontrd
qgue el nivel de actividad enzimatica se correlacionaba linealmente

con la exposicion pulmonar a cuarzo (Kuempel et al., 2.003).

Los estudios mas importantes de validacion de biomarcadores de
stress oxidativo, sin embargo, utilizaban sangre periférica. Un
trabajo en 19 pacientes con silicosis y 48 sujetos control, indico un
aumento en los niveles de GSH sin incremento significativo en la
actividad de GPX y SOD o en la peroxidacion de lipidos en lisado
de células rojas comparado con sujetos control (Borm et al., 1986).
En contraste, los niveles de GSH estaban disminuidos junto con el
glutation-S-transferasa en las células rojas de mineros de carbén
con estadios iniciales de neumoconiosis (Evelo et al., 1993). El
descenso en los niveles de GSH en sangre en estadios iniciales de
neumoconiosis se encontrd0 también en otro trabajo que, sin
embargo, encontré6 altos niveles de actividad enzimatica
antioxidante GPx sin cambios en actividad SOD (Engelen et al.,

1990).

La actividad SOD en lisado de células de sangre roja estaba
incrementado en pacientes con actividad subterranea comparado

con los mineros de superficie. Se concluyé que la actividad SOD
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eritrocitaria Cu++/Zn++ podria ser un marcador de efecto de polvo
de carbon respirable en trabajadores expuestos. En el mismo
estudio, los niveles de actividad GPx estaban méas elevados en
mineros jubilados con neumoconiosis comparado con la de mineros
sin ella. No se encontrd diferencia en el nivel de antioxidantes
séricos entre ambos grupos (Perrin-Nadif et al., 1996). De forma
similar, cuando el contenido antioxidante se midi6é por TRAP assay,
no se encontraron tampoco diferencias entre mineros expuestos o
no expuestos. Sin embargo, existia un incremento significativo en
los casos nuevos de neumoconiosis de mineros de carbon y habia
una relacion inversa entre el contenido de glutation (GSH) y el
estadio de neumoconiosis. Estos resultados llevaron a la conclusion
de que durante los estadios tempranos de neumoconiosis, existe un
stress oxidativo en el pulmén que se refleja por cambios en la
concentracion de antioxidantes y enzimas antioxidantes en sangre
periférica, reflejando exposicion al polvo en diferentes estadios de

neumoconiosis (Schins et al., 1994).

Estudios posteriores no pudieron confirmar estas diferencias
(Perrin-Nadif et al., 1998). Sin embargo, el mismo grupo, en un

estudio méas detallado, mostr6 una correlacion negativa entre
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exposicién acumulada a polvo inorganico y la actividad superoxido
dismutasa (SOD) eritrocitaria, y una correlacion positiva con la
actividad de catalasa eritrocitaria Unicamente en trabajadores con
exposicidon reciente. También se notifico una correlacion entre la
actividad de catalasa y la gravedad de la neumoconiosis,
confirmando la premisa de que la produccion de ROS puede ser un
factor clave en la exposicion a polvo de carbén y la gravedad de la

neumoconiosis (Nadif et al., 1998).

SELENIO

La selenoproteina-P es una proteina suministradora de selenio
(Se). El selenio es un micronutriente antioxidante considerado vital
para la salud humana. Se considera un factor protector de cancer
de pulmdén en pacientes con concentraciones bajas, aunque
incrementa el riesgo de cancer en pacientes con niveles elevados.
Se han realizado estudios en el plasma de pacientes expuestos a
polvo de carbdén y no expuestos, asi como entre pacientes con
silicosis y controles sanos (Oryszczyn et al., 1996). Asi, por ejemplo,

se ha encontrado disminucion de los niveles de Se en plasma de
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trabajadores expuestos a carbon durante un largo periodo de
tiempo comparado con aquellos con exposicion a largo plazo, pero
sin exposicion activa. La baja concentracion de Se en plasma se
confirmé posteriormente y se demostré correlaciébn con baja
actividad GPx en plasma en mineros en activo con exposicion
elevada. Se conluy6 que la variacion en la concentracion de Se en
relacion a los cambios en exposicion ocupacional a polvo de carbén
reflejaban el papel protector contra ROS generados por exposicion
a polvo de carbon (Nadif et al., 2001). En otro estudio (Muzemboa
et al) entre 78 pacientes con silicosis y 20 controles sanos se
determinaron en plasma los niveles de Se y Selenoproteina (SeP).
Se observdé que estaban reducido en pacientes con silicosis
respecto a controles y que descendian de forma significativa con la

gravedad de la enfermedad.

HEMO OXIGENASA-1

La hemooxigenasa 1 (HO-1) es una enzima que limita la
velocidad de degradacién en el metabolismo del hemo. Tiene

efectos antioxidantes, antiapoptoéticos y anti-inflamatorios.
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La HO-1 se encontrdé en pulmones de ratones y humanos con
silicosis, sobre todo en lugares de depdésito de particulas de silice.
En ratones, se asocié con infiltracion leucocitaria aguda, dando
lugar al desarrollo de lesiones de silicosis en el pulmén. La
inflamacion se suprimié mediante tratamiento con hemin, un
inductor de HO-1 y se incrementd con protoporfirina de zinc, un
inhibidor de HO-1. La expresion pulmonar de HO-1 se incrementa
en silicosis. HO-1 suprime la actividad de los radicales libres y los
cambios patolégicos subsecuentes, atenuando por tanto la
progresion de la enfermedad. Otro estudio, demostré que HO-1 se
expresa de manera constante en las lesiones pulmonares de
pacientes con silicosis, lo que refleja la induccion de radicales libres
por la silicosis, dando lugar a la elevacion de los niveles de HO-1 en
suero. El incremento de HO-1 puede tener un papel protector
suprimiendo la actividad inductora de radicales libres de la silice y

quizas podria tener un papel en el tratamiento de la silicosis.

Puede ser problemético cuantificar la produccién de ROS por
macréfagos alveolares debido a los problemas logisticos
involucrados en su disponibilidad, sin embargo, pueden ser

sustituidos por la cuantificacion de ROS por leucocitos
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polimorfonucleares aislados de sujetos expuestos a silice. Otra
dificultad afiadida es que los mismos biomarcadores de stress
oxidativo pueden encontrarse elevados por otras particulas
minerales distintas de la silice y por tanto carecer de especificidad.
Sin embargo, esto puede ser obviado por el hecho de que el nivel,
sino el tipo, de alguno de estos parametros en sangre periférica
puede ser un factor diferenciador en diferentes tipos de particulas

minerales.

NEOPTERINA

La neopterina, el 6-d-eritro-trihidroxipropil-pteridina y su forma
dihidroforma reducida, la 7,8-dihidro-neopterina, se producen en
monocitos y macrofagos bajo el estimulo del interferon-gamma
(Murr et al., 1994, 1996). Existe controversia en la literatura sobre
el papel jugado por neopterinas como antioxidantes o pro-oxidantes
(Gieseg et al., 2001; Widner et al., 2000; Wirleitner et al., 1993),
pero parece que el pH, la presencia de hierro quelado y el tipo de
ROS puede determinar sus caracteristicas pro-oxidantes o

antioxidantes (Oettl et al., 1999; Wede et al., 1999; Weiss et al.,
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1993). La neopterina es considerado un biomarcador precoz de la
respuesta inmune celular. Pertenece a la clase de pteridina y es un
metabolito de trifosfato de guanosina, que es producida por los
macrofagos activados y células dendriticas después de la
estimulacién con interferbn gamma. Se ha relacionado con la
capacidad de las células de segregar metabolitos toxicos,
especialmente ROS y por tanto, un incremento en su concentracion
en fluidos corporales podria ser una estimacion indirecta del stress
oxidativo mediado por células. Asi, en las células de musculo liso
de rata, la neopterina estimula las cascadas de transduccion de
sefales intracelulares sensibles a redox, bien activando la
expresion génica a nivel del acido ribonucleico mensajero de NOS
inducible (iNOS) con el consiguiente aumento en el 6xido nitrico
(NO). En las células del musculo liso vascular del musculo y las
células Jurkat, activa el factor nuclear de transcripcion (NF)-kB. Se
ha demostrado que induce la muerte celular programada mediada

por ROS en células alveolares y en lineas celulares linfoblasticas T.

Varios estudios han mostrado que en enfermedades

relacionadas con la inmunidad tales como artritis reumatoide o
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canceres, la neopterina se eleva y puede ser un biomarcador

valioso en el diagndstico clinico de progresion de la enfermedad.

En un estudio de 22 trabajadores expuestos a silice y 20
voluntarios sanos, se midieron niveles de neopterina y se demostro
un incremento en poblacion expuesta (Altindag et al., 2003). Se
postulé que la neopterina podria ser un marcador temprano y Util en
la prediccion de patologia relacionada con la exposicion a silice

cristalina.

NIVELES DE PROTEINA 16 DE CELULAS DE CLARA EN

SUERO

La proteina-16 de las células de clara (CC16) es un homodimero
gue consiste en 70 subunidades &cidas y tiene un peso molecular

de 15,840 KD.

La proteina CC16 se secreta casi exclusivamente por células no
ciliadas del epitelio traqueobronquial (células de clara), con una
sintesis muy escasa en algunos 6rganos del sistema reproductivo

tales como la prostata (Peri et al., 1993). El papel fisiologico de la
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proteina CC16 sigue siendo desconocido, pero existen datos que
sugieren que es una proteina antiinflamatoria e inmunosupresora
que protege a la via aérea de de la activacion injustificada del
sistema inmune que podria producir dafio tisular (Doyle et al., 1998).
Dado que la CC16 se secreta en el tracto respiratorio, podria pasar
difusamente la barrera sangre-broncoalveolar hacia el plasma
(Hermans et al., 2001). Se ha sugerido que la concentracion de esta
proteina en plasma podria ser una medida de la integridad de las
células de clara y servir como biomarcador especifico de dafio
pulmonar. Niveles disminuidos de CC16 han estado también
asociados al incremento del reclutamiento de fibroblastos en

patologia fibrosante pulmonar (Lesur et al., 1995).

En los estudios realizados, se ha demostrado que la
concentracion de CC16 en suero de trabajadores expuestos a silice
cristalina era menor que la existente en controles sin cambios en
sintomas respiratorios o en test de funcion pulmonar (Bernard y
Hermans, 1997; Bernard et al., 1994; Doyle et al., 1998). Se ha
sugerido que una reduccion significativa de CC16 en el suero de
trabajadores expuestos a la inhalacion de silice podria utilizarse

como biomarcador de toxididad temprana y por tanto, mejorar la
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deteccion de grupos de riesgo. Un mecanismo plausible a través del
cual la silice podria alterar la concentracion de CC16 podria ser la
disminucion de la secrecion de esta proteina en el tracto respiratorio
debido al dafio pulmonar inducido, dando lugar a una disminucién
de los niveles de la misma en el suero. Sin embargo, no se ha
podido confirmar tal afirmacion, ni tampoco la correlaciéon con la

hiperplasia de células de clara.

No obstante, La proteina CC16 podria ser un biomarcador
aceptable de exposicion, especialmente si su descenso se asocia

con exposicion mas que con dafio pulmonar establecido.
1.6.2.2 MARCADORES DE EFECTO DE RESPUESTA TARDIA

ENZIMAS LISOSOMICOS Y CITOSOLICOS

El dafio de las membranas celulares 6 en las diferentes
organelas de la célula por silice podria ser un mecanismo de inicio

de inflamacion. Tal dafio celular liberaria enzimas especificos de



1. INTRODUCCION )

estos compartimentos celulares en el espacio extracelular. La
cuantificacion de los mismos podria dar lugar a una medida del dafio
celular. Por ejemplo, el incremento en la actividad de encimas
lisosémicos b-N-acetilglucosaminidasa y b-glucuronidasa se usan
como indicadores de dafio lisos6mico y el incremento en la actividad
de LDH y en la fosfatasa alcalina pueden utilizarse como
indicadores del dafio de membrana por la silice (Dethloff et al.,

1986; Kim et al., 19992%; Wallace et al., 1985; Zhang et al., 1999).

De la misma forma, la actividad de b-glucuronidasa, se encontré
incrementada en la fraccibn lisosomal de homogeneizados
pulmonares de pulmones de animales expuestos a silice (Jajte et
al., 1988). Ademas, el nivel de actividad de esta enzima y de la
enzima lisosomal B-N-acetilglucosaminidasa y LDH se encontraron
incrementados en lavado alveolar de ratas tras exposicion a silice
(DiMatteo et al., 1996; Driscoll et al., 1990b; Johnston et al., 2.000;
Knaapen et al., 2.002; Lindenschmidt et al., 1990; Vallyathan et al.,
1995; Zhang et al., 1996) y en macréfagos alveolares de cobayas
tras inflamacién en estadios mas avanzados de exposicion a silice.
Esta inflamacién continud incrementandose incluso tras el cese de

la exposicidn, con incremento simultaneo en la actividad de estos
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enzimas (Sjostrand y Rylander, 1984; 1987). El incremento en la
actividad de LDH y fosfatasa alcalina se ha demostrado también en
BAL de trabajadores expuestos a silice (Larivee et al., 1990). Este
incremento se correlacioné con la gravedad de la enfermedad. De
la misma forma, un incremento en la proporcién de actividad de
fosfatasa alcalina en el BAL respecto a la concentracion de
albumina se consider6 como un reflejo de la progresion de fibrosis

(Capelli et al., 1997b).

La actividad de los mencionados enzimas en suero de ratas
expuestas y trabajadores ha sido también constatada. Las ratas que
inhalaban altas concentraciones de polvo de carb6n mostraban
incremento de actividad de LDH en BAL (Donaldson et al., 1990)
asi como en suero y existian cambios en su patrén de isoenzima
hacia un nivel méas alto de LDH3 en trabajadores de carbo6n incluso
tras un tiempo significativo de cese de exposicion (Cobben et al.,
1997). La actividad sérica de dos enzimas lisosomales, la b-N-
acetilglucosaminidasa y la b-glucuronidasa, se demostré también
en pacientes con silicosis. La actividad de la primera de las enzimas

(aunque no de la ultima), fue mayor en pacientes con enfermedad
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gue en pacientes expuestos sin sintomatologia clinica (Koskinen et

al., 1983a, 1984a, 1984b).

El mayor problema de estos enzimas es la falta de especificidad
y de niveles de actividad en suero. Podrian ser medidos de forma
concomitante con otros biomarcadores, a menos que el isoenzima
especifico sea medido en BAL (Capelli et al., 1997a; Cobben et al.,

1997).

ENZIMA CONVERTIDORA DE LA ANGIOTENSINA (ECA)

ECA es una hidrolasa peptidildipéptido en el sistema renina-
angiotensina que convierte la angiotensina-l en un potente
vasopresor como es la angiotensina-ll e inactiva la bradiquinina
vasodilatadora que es el producto del sistema enziméatico kalicreina-
quinina. La ECA se localiza fundamentalmente en la superficie
luminal de las células endoteliales vasculares (Beldent et al., 1995),
pero estd también presente en células monociticas y macroféagicas
(Eklund et al., 1987). En la fibrosis pulmonar inducida por polvos
inorganicos, tanto las células endoteliales como los macrofagos han

sido consideradas como la fuente deniveles elevados de ECA



& 1. INTRODUCCION

(Brown et al., 1983; Gronhagen-Riska, 1979, Gronhagen-Riska et
al., 1978; Nordman et al., 1984; Thompson et al., 1991; Zhicheng et
al., 1986. El incremento en la actividad de ECA en el BAL y en suero
se consider6 un marcador de dafio pulmonar en un numero de
enfermedades pulmonares porque su concentracion,
especialmente en BAL, es Unicamente una pequefia fraccion de la
actividad total de ECA en el cuerpo (Beneteau-Burnat y Baudin,
1991; Henderson, 1984; Orfanos et al., 2000; Rohatgi, 1982; Studdy

et al., 1983).

Se han realizado numerosos estudios para valorar la actividad de
ECA en animales de experimentacion que demostraban un
incremento de ECA en suero en animales con silicosis. Sin
embargo, no ha habido resultados concluyentes para recomendarlo
como un marcador de dafio pulmonar en la exposicion a silice (Lin,

1990; Brown et al., 1983).

Los estudios en humanos han dado lugar también a resultados
contradictorios. El incremento en la actividad sérica de ECA se ha
demostrado en pacientes con silicosis comparado con controles,
pero esta actividad no reflejaba la gravedad de la enfermedad

determinada por Rx de térax ni pruebas de funcién pulmonar ni



1. INTRODUCCION )

tampoco aportaba informacion sobre la progresion de la
enfermedad (Bucca et al., 1984; Gronhagen-Riska, 1979). Otros
estudios han confirmado una elevacion en la actividad sérica de
ECA en pacientes con silicosis pero, al contrario que en estudios
previos, encontraron una asociacion entre la actividad sérica de
ECAy la gravedad radiologica de la fibrosis (Nordman et al., 1984);
Serbescu y Paunescu, 1992; Yano et al., 1987). Los niveles
elevados de ECA en pacientes con silice en estos estudios, no han
podido ser confirmados por otro estudio (Romano et al., 1985).
Tampoco en un estudio &s reciente se pudo observar ningun tipo de
asociacion entre la actividad de la ECA, la edad, género, exposicion,
tabaquismo 6 funcién pulmonar (Tiwari RR et al., 2010). En
cualquier caso, la ausencia de una especificidad adecuada y el
hecho de que no existen datos fiables que permitan distinguir si la
actividad de la ECA puede ser una manifestacion de una progresion
de la enfermedad o bien, la expresion de la exposicidon en pacientes
con neumoconiosis, no permite, a dia de hoy, considerarlo como un

biomarcador fiable.
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MARCADORES DE INFLAMACION Y FIBROSIS

La respuesta inflamatoria a la silice se manifiesta en un nimero
incrementado de macréfagos, neutrofilos y linfocitos (Begin et al.,
1987; Davis et al.,, 2001; Donaldson et al., 1992; Driscoll, 2000;
Driscoll et al., 1995, 1997; Rom et al., 1987; Sjostrand et al., 1991).
Desde que en los trabajos de Heppleston y Styles (1967) se
demostrdé que los macréfagos alveolares (AM) expuestos a silice
cristalina producen factores que estimulan la produccion de
coldgeno por los fibroblastos, el interés por las citoquinas y los
factores de crecimiento ha aumentado exponencialmente, de
hecho, varias citoquinas podrian convertirse en marcadores de gran
interés en la fibrosis inducida por particulas inorganicas(Gauldie et
al., 1993; Jordana et al., 1993; Kelly et al., 2003; Lugano et al.,

1984).

Citoquinas

El Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), los receptores de

TNF-a (TNF-aR) y IL-1 (a0 and B) son citoquinas relacionadas que
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comparten ciertos efectos sinérgicos en inflamacion e inmunologia.
IL-1 y TNF-a se producen por macréfagos activados y tienen un
amplio espectro de acciones bioldégicas en dianas celulares
inmunes y no inmunes. EI TNF-B es producido por células T
activadas que se unen al mismo receptor del TNF-a en células

diana.

TNF-a: es una citoquina proinflamatoria. Importante en la
cascada inicial de la inflamacién asi como en el desarrollo y
progresion de varias enfermedades incluyendo la fibrosis pulmonar.
El TNF-a puede ser producido por distintos tipos de células
incluyendo macréfagos, monocitos y células polimorfonucleares
(Dubravec et al., 1990; Rich et al., 1989). Esta citoquina
intereacciona con dos receptores asociados de la membrana celular
para ampliar su efecto (Bazzoni y Beutler, 1996; Smith y Baglioni,
1997), incluyendo el reclutamiento de células inflamatorias y la
estimulacibn de citoquinas como la interleuquina 1 (IL-1),
quimiocinas tales como la IL-8 y la IL-6 y el factor estimulante e

crecimiento beta (TGF-B) (Kunkel et al., 1990). A cambio, la

secrecion de TNF-a se modula por TGF-$ (Chantry et al., 1989).
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Un posible papel del TNF-a. en la fibrosis inducida por silice
cristalina ha sido sugerido por estudios in vivo con macréfagos
alveolares (Arcangeli et al., 2001; Dubois et al., 1989; Gosset et al.,
1991), donde esta habilidad in vitro parece corresponderse en vivo
con actividad inflamatoria de la silice cristalina (Driscoll y Maurer,

1991).

IL-1: existe en diferentes variantes bioquimicas denominadas
(IL-1a y IL-1B) (Cameron et al., 1986), donde ambas parecen tener
el mismo espectro de actividades bioldgicas y son reconocidas de
igual forma por receptores IL-1 (Dinarello, 1988; Kilian et al., 1986).
La IL-1 es producida por distintos tipos celulares, incluyendo
mononucelares, polimorfonucleares y fibroblastos (Akahoshi et al.,
1988; Gery et al., 1981, Tiku et al., 1986). Se ha comprobado que
desempeiian un papel fundamental en el proceso de fibrosis

pulmonar (Kolb et al., 2001).

Muchos experimentos in vitro llevados a cabo con macréfagos
alveolares y peritoneales tanto en modelos humanos como
animales asi como en células monociticas de sangre periférica han

demostrado que la estimulacion de estas células por silice cristalina
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libera TNF-a e IL-1 (Bissonnette y Rola-Pleszczynski, 1989; Dubois
et al., 1989; Gery et al., 1981; Gosset et al., 1991; Kampschmidt et
al., 1986; Kang et al., 1992; Lassale et al., 1989; Lee et al., 1995;
Lemaire y Ouellet, 1996; Lepe-Zuniga y Gery, 1984; Mohr et al.,
1991, Oghiso y Kubota, 1987; Orfila et al., 1998; Savici et al., 1994;
Schmidt et al.,, 1984; Seiler et al., 2001) a través de la
sobreexpresion del promotor de TNF (Savici et al.,, 1994).
Determinadas investigaciones en animales de experimentacion se
han concentrado en la citoquina TNF-a, que se ha demostrado que
desempefia un papel clave en la fibrosis inducida por particulas y
mas especificamente en la fibrosis inducida por cuarzo (Piguet et
al., 1990). De hecho, Determinados experimentos han demostrado
que la silicosis podria ser aminorada utilizando anticuerpos anti-
TNF y que la administracion de receptores solubles TNF que unen
TNF libre, podrian prevenir e incluso reducir la fibrosis existente
(Piguet, 1990; Piguet et al., 1990). Estos experimentos animales y
muchos otros (Driscoll et al., 1993, 1995; Sime et al., 1998) han
demostrado la importancia del TNF en la red de citokinas dando
lugar a inflamacion, remodelado y sintesis de colageno intersticial

(Ortiz et al., 2001).
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Asi, se han demostrado niveles elevados de IL-1, TNF-a, TNF-a
R en células del BAL en diversas enfermedades inflamatorias
pulmonares, existiendo por ejemplo un nimero mas elevado de
estas citoquinas en BAL de pacientes con neumoconiosis respecto
a controles, con niveles mas bajos de TNF-a. en trabajadores
asintomaticos (Lassale et al., 1989; Vallyathan et al., 2000; Vanhee
et al., 1995a, 1995b). No obstante, no se objetivd la existencia de
cambios en IL-1 a pesar de la existencia de cristales de silice en
macrofagos del BAL, posiblemente por la ausencia de enfermedad

(Weber et al., 1996).

En otros estudios, la liberaciéon de TNF-a se correlacion6 con la
exposicidbn a polvo inorganico asi como con la presencia de
enfermedad y las alteraciones clinico-radiolégicas (Kim et al.,
1999b; Lim, 1998; Porcher et al., 1994). También existen estudios
en los que la liberacion de TNF-a en monocitos de sangre periférica
podria discriminar entre mineros de carb6n con enfermedad (Borm
et al., 1988; Jorna et al., 1994). El trabajo epidemiolégico de Borm
et al, con un periodo de seguimiento de 5 afios, mostré ademas la
estabilidad de este marcador a lo largo del tiempo y el valor

predictivo de la liberacibn andmala de TNF-a a lo largo de 5 afios
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de progresion de la enfermedad (Borm et al., 1988; Schins y Borm,

1995a, 1995b).

El TNF-a sérico y los receptores solubles de TNF-a: también
se han documentado como biomarcadores de neumoconiosis.
Ciertos resultados sugieren que los niveles de receptores TNF en
suero se asociaron con el proceso fibrotico y que el nivel de
citoquinas séricas puede correlacionarse con la gravedad de la
enfermedad. El mas reciente de ellos es el de Jiang et al. (Jiang PR
et al.; 2015) donde se objetivd elevacién de niveles de TNF-a y

MMP-9 en pacientes expuestos a silice vs controles

Estos ultimos estudios, sin embargo, han aportado poco valor
respecto a la liberacién de TNF excepto quizds como un potencial

modificador de TNF-a libre.

Existe suficiente cantidad de literatura tanto en experimentos
animales in vitro e in vivo asi como estudios epidemiolégicos en
humanos como para validar las citoquinas inflamantorias

(especialmente TNF-a e IL-a) como biomarcadores adecuados de
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exposicidn a silice o polvo de carbén o para predecir la progresion
de la enfermedad. Los estudios de TNF como biomarcador en
neumoconiosis 6 en cohortes de mineros de carbon (Schinsy Borm,
1995b; Morfeld et al., 2001, Porcher et al., 1993) han confirmado la
validez del TNF derivado de monocitos como marcador de
neumoconiosis y mas especificamente en FMP. Schins et al
desarrollaron un método para la cuantificacion en sangre periférica
que es mucho mas facil de aplicar que utilizando monocitos y que
da lugar a resultados similares (Morfeld et al., 2001). En este
sistema de analisis, sin embargo, a la vez que, en monocitos
aislados, el tiempo de incubacidn, si bien es 6ptimo para TNF puede
no serlo para otras citoquinas. Y la cuantificacion y comparacion
entre diferentes citoquinas debe realizarse en un momento 6ptimo.
La relativa facilidad con la que pueden realizarse estas mediciones
(Schins et al.,, 1996) hace que estos puedan considerarse, en el
momento actual, como biomarcadores ideales de exposicion a silice

y polvo de carbon en silicosis y otras neumoconiosis.
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Quimiocina IL-8 y citoquina IL6: Las quimiocinas se segregan
por diferentes tipos de células en respuesta a la IL-1 y TNF-a
(Larsen et al., 1989; Nakamura et al., 1991; Rolfe et al., 1991;
Standiford et al., 1991; Strieter et al., 1990) y son unos potentes
factores reclutadores de neutréfilos (Standiford et al., 1991). La IL-
6 se produce también por muchos tipos de células, incluyendo
monocitos y fibroblastos (Kotloff et al., 1990; May et al., 1988, 1989;
Zitnik et al., 1993). La IL-6 tiene diferentes pesos moleculares con
funciones reguladoras a nivel de los linfocitos B y T asi como en
respuestas de fase aguda (Ray et al., 1989; Van Dijk y Mackiewicz,
1995). Al igual que la IL-8, diversas citoquinas incluyendo IL-1 y
TNF-a, sabemos que estimulan la liberacion de LI-6 (Ray et al.,
1989). Ademas, existen estudios encaminados a investigar la

secrecion de IL-8 e IL-6 en exposicion a silice.

La IL-8, se ha demostrado que juega un papel importante en la
inflamacion producida por silice. La expresion de esta quimiocina se
ha confirmado en células de BAL aisladas en reatas expuestas a
cuarzo que producian inflamacién; pero en el BAL de células con la
misma exposicion, pero “detoxificadas” con aluminio para disminuir

el efecto inflamatorio (Duffin et al., 2001). Tanto el TNF-a como IL-
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8 estaban elevados en el sobrenadante de monocitos estimulados
con polvo inorganico aislados en sangre periférica y suero de
mineros con neumoconiosis (Kim et al., 199b; Morfeld et al., 2001).
El incremento de IL-8 en cultivo de células de epitelio pulmonar
humano tras la exposicion a cuarzo se ha demostrado por la
sobreexpresion persistente del gen de expresion de IL-8 junto con
la activacion del NF-kappa B asi como deplecion de I-kappa y B-alfa
(Desaki et al., 2000; Schins et al., 2000). De la misma forma, el
incremento concomitante de TNF-a e IL-6 se ha demostrado en
macrofagos tras exposicion a polvo de carbon y silice (Gosset et al.,
1991). Tras la estimulacién con TNF-a, también se ha objetivado
una elevacion de IL-6 en fibroblastos pulmonares aislados en
pacientes con silicosis (Arcangeli et al., 2001). El contenido de IL-6
en BAL se incrementd también en pacientes con neumoconiosis
comparados con controles (Lesuer et al., 1994). Los niveles de esta
monoquina junto con TNF-a estaban también incrementados en el
sobrenadante de macréfagos alveolares aislados en pacientes con
neumoconiosis, asi como en muestras de biopsia pulmonar, donde
el MRNA de IL-6 se encontraba limitado a macréfagos pulmonares

y asociado con la presencia de polvo de carbén (Vanhee et al.,
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1995b). El incremento de IL-6 junto con TNF-a y IL-1 se confirmé
también en fluidos de BAL de pacientes con heumoconiosis y se
correlacioné con la progresion de la enfermedad (Vallyathan et al.,
2000). Los niveles séricos de esta monokina en pacientes con
neumoconiosis se correlacionaban también junto con los receptores

TNF con la gravedad de la neumoconiosis (Zhai et al., 2002a).

A pesar de la evidencia obtenida en estudios in vitro sobre el
incremento de la produccion de IL-B y IL-6 tras la exposicion a silice
0 polvo de carbdon en macréfagos y fibroblastos, solo existen un
pequefio niumero de estudios validados en humanos en la literatura.
Los niveles elevados de estas quimiocinas en fluido de BAL de
pacientes con heumoconiosis asi como la correlacion positiva entre
los niveles séricos de IL-8 y la afectacion respiratoria en un Unico
estudio en humanos, hacen a estas citoquinas biomarcadores
potencialmente Utiles en silicosis como marcadores afadidos de
inflamacion, especialmente cuando se miden de forma

concomitante con TNF-a. y IL-1.
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Otros factores quimiotacticos de neutréfilos y monocitos:
Proteinas inflamatorias de macrofago (MIPs), factores
guimotéacticos inducidos por citoquinas de neutréfilos (CINCs),
Proteina quimiotactica de monocitos y metabolitos del acido
araquidénico: Dado que la inflamacién y el reclutamiento de
células inflamatorias juega un papel importante en la fibrosis
producida por particulas, se han investigado las quimiocinas y otras
macromoléculas biolégicas que pueden afectar o controlar este

proceso.

Las proteinas inflamatorias de los macréfagos lay —b (MIP-1lay
b) son importantes quimiocinas en el reclutamiento de neutrofilos en
el pulmén y pueden contribuir a la patogénesis de las enfermedades
pulmonares inflamatorias (Driscoll 1994; Driscoll et al., 1993, 1996).
Se ha documentado su induccion en macrofagos alveolares, células
epiteliales pulmonares y en fluido de BAL de animales tras
exposicion a silice cristalina (Driscoll, 2000; Driscoll et al., 1996,

2001; Yuen et al., 1996).

Los factores quimiotacticos inducidos por citoquinas de los
neutréfios (CINCs) y sus 4 subtipos: CINC-a, CINC-2a, CINC-2b y

CINC-3 (de los cuales las isoforma CINC-1 es la mas importante),



1. INTRODUCCION )

pertenecen a la familia de IL-8. En silicosis experimental, se objetivo
la presencia de CINC-2a, CINC-2-b y CINC-3, mientras que CINC-
1 no se detectd. Esto sugiere la importancia de las tres primeras
isoformas como factores quimiotacticos y en la formacion de
granulomas en la inflamacién crénica en silicosis pulmonar (Hata et

al., 2003).

Los eicosanoides, son también moléculas quimiotacticas
(Snyderman y Goetzl, 1981). En respuesta a exposicion in vitro a
cuarzo recién fracturado, los niveles de leucotrieno B4 (LT B4),
tromboxano A2 (TX A2) y prostaglandina E2 (PG E2) se
incrementaron en macréfagos humanos (Kuhny Demers, 1992). La
exposicion in vivo a silice incrementé la produccion de PGE2 en
macréfagos alveolares de animales expuestos (Henderson et al.,
1991; Mohr et al., 1992). También se ha demostrado la produccién
de factor activador de las plaquetas por macrofagos alveolares de
rata en respuesta a silice cristalina y polvo de carbon (Lapp vy

Castranova, 1993).

También ha sido investigado el papel de las moléculas de
adhesion intrcelulares tipo | (ICAM-1) en el reclutamiento de

leucocitos y la adhesion a células endoteliales tras exposicion a
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silice (Anderegg et al., 1997). La administracion intratraqueal de
cristales de silice incrementd los niveles de ICAM-1 en tejido
pulmonar y fluido de BAL con flujo concomitante de neutrdfilos al

pulmon (Nario y Hubbard, 1996).

Un incremento similar de la expresion de ICAM-1 se ha
demostrado en pulmones de mineros de carbon, especialmente en
células endoteliales del epitelio bronquial y alveolar, con un
incremento simultdneo de su producto de liberacion soluble,
SICAM-1, en el fluido de lavado de los pulmones de mineros

(Vanhee et al., 1996).

Se ha estudiado también la MCP-1 como factor quimiotactico de
monocitos, encontrandose en fluido de BAL y sobrenadante de
macréfagos alveolares aislados en fluido de BAL y neumocitos tipo

Il de pacientes con neumoconiosis (Boitelle et al., 1997).

La importancia de todos estos factores quimiotacticos en la
perpetuacion de la inflamacion por silice se ha demostrado en
estudios utilizando BAL de pacientes y células pulmonares in vitro.
Sin embargo, el limitado numero de estudios y la falta de validacion

de los mismos, asi como las dificultades asociadas a la obtencion
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de muestras bioldgicas limita la aplicacion de los mismos como

potenciales biomarcadores en estudios rutinarios.

Citoquinas antiinflamatorias: interleucina-10 (IL-10): La IL-10
es una citoquina antiinflamatoria producida por diferentes tipos
celulares, incluyendo monocitos y macrofagos. Tiene diversas
funciones, incluyendo la reduccion del reclutamiento celular de
células inflamatorias en el pulmén y la reducciéon concomitante de
citoquinas antiinflamatorias como el TNF-a, MIP-1 y MIP-2
(Greenberger et al., 1995), con el consiguiente control de la
inflamacion asociada a la fibrosis pulmonar (Kovacs y DiPietro,

1994).

Unicamente se han realizado dos estudios animales confirmando
el incremento de IL-10 en células de BAL y en tejido pulmonar tras
exposicion a silice cristalina (Driscoll et al., 1998; Huaux et al.,
1988). Este incremento se acompafio de un descenso de citoquinas
inflamatorias y de inflamacién, pero de una actividad fibrética mas

elevada (Huaux et al., 1998).
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Aunque la IL-10 es un importante biomarcador en el control de la
inflamacion y la fibrosis, la escasez de estudios realizados, asi
como las dificultades para la obtencion de muestras biologicas para
determinar sus niveles, no lo convierten, en el momento actual, en

un biomarcador util.

Linfoquinas: interferén-gamma (IFN-y) e Interleucina-4 (IL-4):
Elinterferon-g es una linfoquina con una gran variedad de funciones
biolégicas incluyendo su efecto antifibrotico. Aunque se produce
fundamentalmente por linfocitos TH1, su produccion es inducida
también desde AM por IL-12 y IL-18 (Keane et al., 2001; Munder et
al., 1998). Se ha hipotetizado que estas dos interleuquinas son
producidas inicialmente por macrofagos estimulados por silice que
atraen y activan linfocitos para producir IFN-g (Davis et al., 2001).
El IL-4, en cambio es producido por linfocitos TH2 y su incremento

se asocia con fibrosis pulmonar (Huax et al., 2003).
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En modelos animales se ha demostrado una tendencia a la
elevacion de células TH1 que expresan IFN-y en nédulos linfaticos
toracicos de animales con silicosis asi como en linfocitos
pulmonares (Gran et al., 1997, 2000). La deleccién de estos genes
protegia a los animales contra la fibrosis por silice (Davis et al.,
1999, 2000). Se ha realizado un unico estudio en humanos que
demostrd niveles disminuidos de IFN-y en BAL de pacientes con

neumoconiosis (Lesur et al., 1994).

En el momento actual, existen pocos datos disponibles sobre el
papel del IFN-g y la IL-4 en la inflamacion y fibrosis, con resultados
a veces contradictorios sobre los efectos profibroticos o
antifibréticos del IFN-y, por lo que, en el momento actual, no se

puede considerar un biomarcador Gtil en neumoconiosis.

Factores de crecimiento: factor de crecimiento derivado de
las plagquetas (PDGF), factor tipo de crecimiento insulin-like
(IGF-1), factor basico de crecimiento fibroblastico (bFGF), factor
de crecimiento epidérmico (EGF) y factor transformador de

crecimiento (TGF): Los factores de crecimiento son moléculas
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polipeptidicas de bajo peso molecular que pueden actuar sobre una
diversidad de tipos celulares y alterar sus propiedades proliferativas
y/6 secretoras (Patt y Houck, 1983; Sime et al.,, 1998). Se han
involucrado en enfermedades fibréticas pulmonares. Incluyen TGF,
PDGF, bFGF, IGF-lI y EGF (Gauldie et al., 1993; Kelley, 1990; Krein

y Winston, 2002; LeRoy et al., 1990).

Para determinar los niveles de los citados factores de crecimiento
se han utilizado muestras bioldgicas tanto de animales de
experimentacién como en humanos, como por ejemplo el BAL. En
un estudio de Hamada et al, se demostré en BAL la existencia de
mastocitos en proporciéon mas elevada que en controles. Dado que
los mastocitos pueden producir BFGF, se ha hipotetizado que el
citado factor de crecimiento podria jugar un papel importante en el

desarrollo de silicosis (Hamada et al., 2000).

Se ha objetivado también la presencia de factor de crecimiento
derivado de macréfagos alveolares (AMDGF) (Rom et al., 1987), del
gue se descubrié con posterioridad que tenia fundamentalmente
actividad PDGF (Kumar et al., 1988; Shimokado et al., 1985) con

efecto proliferativo en fibroblastos (Bauman et al.,, 1990). Otros
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mediadores identificados en el sobrenadante de macréfagos
alveolares aislados del BAL de pacientes con neumoconiosis
incluyen IGF-1, PDGF, FGF, EGF y TGF-b (Abshe et al., 1993;
Chen et al., 1994; Kumar et al., 1994; Lesur et al., 1992a; Melloni et
al., 1994; Olbruck et al., 1998). Esta actividad incrementada podria
observarse en estadios tempranos de la enfermedad (Gouping et
al., 1997; Lesur et al., 1992a, 1992b; Melloni et al., 1994, 1996). EI
tratamiento de animales expuestos a silice con anticuerpos anti-
PDGF (Melloni et al., 1994, 1996; Ohta et al., 1997) y anti-bFGF (Liu
et al.,, 1995b) disminuyé de forma significativa el desarrollo de

inflamacion pulmonar vy fibrosis.

La liberacién espontanea de TGF-B por macréfagos alveolares
humanos, asi como por el estimulo de polvo de carbon y silice se
ha confirmado en pacientes con nheumoconiosis en el que existian
unos niveles significativamente mas elevados que los evidenciados
en controles (Schins, 1996) del citado factor de crecimiento junto
con un aumento también de PDGF e IGF asi como TGF-b, donde
niveles elevados se correlacionaron con la gravedad de la

enfermedad (Vanhee et al., 1994).
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De la misma forma, se ha descrito un aumento de determinados
factores de crecimiento en sangre periférica. No se encontrd
diferencias significativas entre pacientes expuestos y con
neumoconiosis en los niveles de PDGF-AA (Kim et al., 1999b),
aunque se objetivd una elevacion de los niveles de PDGF en
pacientes con silicosis avanzada. La correlacion entre los niveles de
PDGF vy la progresion de la enfermedad indican que este factor de
crecimiento puede ser un marcador fiable para monitorizar la
gravedad de la silicosis y el curso evolutivo de la misma (Brandt-

Rauf et al., 1992).

Por tanto, tanto el PDGF como el TGF-B podrian ser
biomarcadores fiables, dado que su papel en la fibrosis se ha
confirmado por diferentes estudios, que demostraron la presencia
de TGF-p en cortes histologicos de nddulos silicoticos y en epitelio
hiperplasico silicético (Jagirdar et al., 1996; Williams et al., 1993;
Williams y Saffiotti, 1995). El papel de estas dos citoquinas de
factores de crecimiento es clave en la patogénesis molecular de
otros tipos de fibrosis (Kelly et al., 2003; Zhang y Phan, 1996). Es
més, TGF-f se ha sugerido que pueda tener un efecto

antiinflamatorio y se han encontrado niveles disminuidos en
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macrofagos alveolares de sujetos con FMP. Tanto el PDGF como
TGF existen en diferentes isoformas con actividades muy variadas
(Williams y Knapton, 1996; Zhuo et al., 2004). El TGF-f se activa en
condiciones de acidez (Pellaud et al., 1999). Estos aspectos
necesitan ser tenidos en cuenta cuando se usen estos factores de
crecimiento como biomarcadores de exposicion de silice cristalina

y silicosis.

Fibronectina: La fibronectina es uno de los componentes no
colagenos de la matriz extracelular. Tiene diversas funciones
(Limper y Roman, 1992; Yamada, 1989). Por ejemplo. Es un factor
de crecimiento derivado de los macréfagos que estimula la
proliferacion de fibroblastos en el pulmén (Bitterman et al, 1983).
actuando de forma sinérgica con la silice cristalina para estimular la
transcripcion genética de colageno en fibroblastos humanos 2BS
(Liu et al.,, 1995a). Aunque se ha observado que las cifras de
fibronectina estaban méas elevadas en BAL de mineros de carbon
(Lassale et al., 1989; Rom, 1991; Rom et al., 1987), no se elevd en

sujetos asintomaticos (Vallyathan et al., 2000; Weber et al., 1996).
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A nivel plasmatico se ha objetivado un incremento en los niveles de
trabajadores expuestos (Porcher et al., 1993) y en pacientes con
enfermedad por polvos inorganicos, lo que podria sugerir una
predisposicion aumentada a estas enfermedades (Zhestkov, 2000).
No obstante, existen todavia pocos estudios y no existen una
sensibilidad o especificidad adecuada como para sugerir la
fibronectina como un biomarcador adecuado en silicosis 0

exposicién a silice.

Antigeno Carbohidrato 19-9 (CA 19-9): EI CA 19-9 es un
antigeno de superficie de células cancerigenas que se encuentra
elevado en el BAL de pacientes con diferentes enfermedades
fibrticas pulmonares (Obayashi et al., 2000; Shimizu et al., 2002;
Totani et al., 2001). Podria tener una actividad quimiotactica de
neutrofilos y considerarse un marcador de inflamacion, o bien, tener
un papel en el dafio pulmonar de los pacientes con fibrosis pulmonar
(Obayashi et al., 2000). Su elevacion en el suero de pacientes con
fibrosis se ha considerado un factor prondstico negativo (Fujita et

al., 1998).
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Se ha postulado que la silice cristalina podria estimular la
hiperplasia e hipertrofia de las células pulmonares epiteliales,

produciendo CA 19-9 elevando los niveles en suero.

Sin embargo, solo se han realizado estudios de suero y autopsia
de un unico paciente de silicosis en el que parecia existir una
correlacion con la afectacion pulmonar (Totani et al., 2000). No
obstante, muchas exposiciones que producen stress oxidativo
podrian inducir hiperplasia de células de tipo Il e hipertrofia, por lo
gue la especificiad y sensiblidad del CA 19-9 estd aun por

determinar.

Elastina: La elastina es una molécula que mantiene la integridad
pulmonar mediante la propiedad de conferir elasticidad a los vasos
sanguineos, vias aéreas y alveolos (Hausladen et al., 1998). Su
precursor, la tropoelastina, se produce durante un corto periodo de
tiempo en el desarrollo, pero no en animales adultos (Pierce et al.,
1995). No obstante, en determinados modelos animales con fibrosis
pulmonar, se ha observado un incremento de la produccién de

tropoelastina (Starcher et al., 1978).
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Se ha realizado un Unico estudio de animales con inflamacion
granulomatosa por silice, en el que se observé un aumento de la
fraccidbn madura insoluble de elastina. Sin embargo, la localizacion
in situ de mRNA de tropoelastina reveld que la expresion de este
gen se encontraba sobre todo en células intersticiales en
poblaciones no proliferativas de células alfa actin-positivas de
muasculo liso y en el septo alveolar, asi como en areas no
granulomatosas, pero no en células de lesiones granulomatosas
(Mariani et al., 1995), lo que se ha atribuido al incremento de TNF-
o en estas lesiones, que a cambio podrian haber modulado la
expresion de tropoelastina (Mariani et al., 1999). La ausencia de
TGF-b en septos alveolares se consideré como una indicacién de
gue no es responsable de la produccién incrementada de
tropoelastina en pulmones con neumoconiosis (Mariani et al., 1999),
a pesar de que es conocida su funcién como estimulador de la
expresion de tropoelastina (McGowan, 1992b). Por otra parte, se ha
observado un incremento en la elastina en el suero de trabajadores
expuestos a polvo de carbén, aunque parece ser un indicador de un
metabolismo alterado de la elastina sin relacion con el desarrollo de

neumoconiosis o con su gravedad (Porcher et al., 1993).
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En cualquier caso, la determinacion de elastina es invasiva,
requiriendo muestras de tejido. Es ademas un marcador no
especifico, dado que su concentracion es inversamente
proporcional a la existencia de lesiones granulomatosas.
Desafortunadamente, la elastina sérica no es un marcador fiable
para la silicosis dada la ausencia de relacion con el desarrollo de

neumoconiosis.

Red de sintesis y degradacién de colageno: El colageno, las
fibras elasticas y el proteoglicano, son los principales consituyentes
del tejido conectivo en el pulmén (McGowan, 1992a). Las moléculas
de colageno son las mas abundantes en la matriz extracelular y son
objeto de sintesis y degradacién continua. El colageno se produce
por diferentes tipos de células pulmonares, algunas de estas fibras
de coldgeno o sus componentes tienen actividad quimiotactica

sobre otras células (Laskin et al., 1986).

Las principales células productoras de colageno son los
fibroblastos. No obstante, también es producido por células

epiteliales y endoteliales. La produccion de colageno se controla por
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un gran numero de citoquinas, inluyendo: TGF-B, TNF-a, PDGF,
fibronectina e IL-1 (Mariani et al., 1996; Razzaque y Taguchi, 2003).
Su degradacibn se debe a muchos enzimas, incluyendo
colagenasas, elastasas, catepsinas y gelatinasa. Alguno de ellos
con enzimas controladoras nativas tales como a2-macroglobulina,
al-antitripsina 6 tejido inhibidor de metaloproteasas (TIMP)
(Garbisa et al., 1986; Hibbs et al., 1987; Mariani et al., 1998; Welgus
et al., 1985), son a su vez, controladas por citoquinas como IL-1y
TGF-B (Overall et al., 1989). Todo ello constituye una compleja red
de factores controladores de la sintesis y degracacién del colageno
en el pulmén. Dado que la cantidad y tipos de colageno determina
la elasticidad y la funcién fisiol6gica del pulmdn, existe justificacion
para encontrar biomarcadores de exposicidon y de enfermedad en la

silicosis.

Péptido N-terminal procolageno tipo Il (PIIP): ElI PIIP es
producto de la degradacion del colageno tipo Ill. Se ha relacionado
con diferentes enfermedades pulmonares (Anttinen et al., 1986;

Cavalleri et al., 1991; Lusetti et al., 1990) y su nivel en suero parece
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ser un reflejo de la actividad y depdsito de colageno en los lugares

de fibrosis (Gilligan et al., 1990; Pohl et al., 1992).

el PIIIP puede encontrarse en muestras de BAL y suero. Se han
encontrado niveles incrementados en pacientes con neumoconiosis
en estadios tempranos (Janssen et al., 1992a). Sin embargo, otros
estudios no han encontrado relacion con la progresion de la
enfermedad a 5 afios (Schins y Boarm, 1994; Schins et al., 1995a).
Existe ademas otro estudio en el que el PllIIP se ha evaluado en
combinacién con coldgeno tipo VI para valorar la sintesis y
degradacion de coldgeno (Schins et al., 1995a). El cociente fue
menor en mineros sanos, lo que sugeria que la acumulacion de

colageno se reduce en mineros en ausencia de enfermedad.

Sin embargo, la existencia de resultados y la falta de correlacion
entre los niveles de PIIIP y la progresion de la neumoconiosis no lo
convierten, en el momento actual, en un biomarcador valido para

predecir el desarrollo o la progresién de neumoconiosis.

Enzimas de degradacion del colageno: Las metaloproteasas

de matriz, son un grupo de endopeptidasas relacionadas que
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conjuntamente tienen la funcién de digerir los componentes de la
matriz extracelular y componentes de la membrana basal. Se
clasifican en 4 subgrupos de acuerdo a su estructura de dominio y/0
afinidad por substrato incluyendo colagenasas, stromelysinas,
gelatinasas y metaloproteasas ligadas a la membrana. Estos
grupoos involucrados en la degradacion del colageno incluyen
MMP-1, MMP-8 y MMP-13, que degradan colageno fibrilar y
gelatinasas MMP-2 y MMP-9 que tienen afinidad por sustrato y
membrana basal del colageno tipo IV y elastina (Birkedal-Hansen et

al., 1993; Woessner, 1994).

Los miembros del tejido inhibidor de metaloproteinasas (TIMP)
cuyos componentes son fundamentalmente TIMP-1, TIMP2, TIMP-
3y TIM-4, son capaces de inhibir las actividades de todas las MMPs
conocidas y por tanto, de mantener el balance entre el depésito de

matiz extracelar y degradacién (Gomez et al., 1997).

En un estudio experimental en fibrosis pulmonar, las actividades
de todas las proteinasas de matriz, Colagenasa 3 (MMP-13) y
gelatinasas A y B (MMP-2 y MMP-9) asi como las actividades de
TIMP (TIMP-1y TIMP-2), se incrementaron en el tejido pulmonar en

estadios tempranos de silicosis. TIMP-1 y TIMP-2 mostraron una
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moderada reduccién en el estadio final de silicosis, lo que sugiere
remodelado de la matriz extracelular y disrupcién de la membrana
basal (Pardo et al., 1999; Perez-+Ramos et al., 1999). Otros
estudios de MMP-13 y su inhibidor TIMP-1 confirmaron su
implicacién en la degeneracién de la matriz via receptores TNF
(TNFR), alterando la proporcién de la expresion de MMP-13/TIMP-

1 a favor de la degradacion (Ortiz et al., 2001).

Se han publicado otros trabajos complementarios sobre la
actividad de otros enczimas reguladores en la sintesis y
degradacion del colageno, tales como los activadores del
plasmindgeno tipo-urokinasa (UPAs). Que han demostrado tener un
papel en la limitacion de la fibrosis mediante el desemblaje de la
fibrina y el procolageno y también activando MMPs, cuyo nivel se
incrementa en niveles iniciales de silicosis (Lardot et al., 1998). Los
niveles de la elastasa neutrofilica metalloendopeptidasa (NMEP) y
elastasa leucocitica (HLE), se encontraban también elevados en
sangre de mineros de carbén, confirmando los hallazgos de que el
polvo de carbon tiene efecto in vitro en varias elastasas y

antiproteasas (Huang et al., 1993).
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Sin embargo, se necesitan estudios adicionales para realizar una
evaluacion cualtiativo del trabajo clinico con factores de
degradacion del colageno relacionados con el polvo de carbén
antes de que se puedan considerar biomarcadores Uutiles en

silicosis.

Proteina C reactiva de fase aguda (PCR) y acido sialico: La
PCRy el &cido sialico son dos de los marcadores inflamatorios que
se elevan en un gran numero de enfermedades inflamatorias (Crook
etal., 1994; Crook et al., 1993; Gavella et al., 2003; Haq et al., 1993;

Mendall et al., 1996; Ridker, 2003; Rothkrantz-Kos et al., 2003).

Las principales citoquinas inflamatorias como IL-6, IL-1, TNF,
IFN-y y factores de crecimiento TGF- y EGF afectan a la sintesis
de proteinas de fase aguda incluyendo PCR. La induccién de la
glicosilacion de PCR humana con &cido siialico se ha demostrado

en diferentes procesos patolégicos (Das et al., 2003).

Estudios animales y humanos para validacion de biomarcador:

La elevacion de la PCR y del acido sialico en enfermedades
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ocupacionales, incluyendo la silicosis, se investigd desde los afios
50 (Budanova y Danilova, 1965; Chiesura y Picotti, 1958; Gaultier
et al., 1959; Ghislandi, 1958; Monteverde y Fumagalli, 1960; Rossi
et al.,, 1962, 1965, 1967). La elevacion de la PCR en silicosis se
correlacioné con el efecto immunopatogénico de silice cristalina
(Cojocaru et al., 1995; Fernandez Rego et al., 1991; Nigam et al.,
1990). Posteriormente, la concentracion de acido sialico y PCR se
demostré en pacientes con silicosis y se encontro una correlacion

positiva con la progresion de la enfermedad (Cojocaru, 1995).

Aunque diversos estudios han demostrado incremento de los
niveles de PCR y acido sidlico en silicosis, estos biomarcadores son
poco especificos y se elevan en diversos procesos inflamatorios e

infecciones asi como enfermedades cardiovasculares.

Apoptosis, sFas, mFAS, FasL y sFasL: Se ha investigado la

apoptosis de células fagociticas en relacion a la fibrosis.

La apoptosis juega un papel fisiologico importante (Ameisen,
1996; Thompson, 1995) y se asocia con inflamacion y fibrosis

(Henson 2003). Puede desencadenarse por la union de la proteina
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de superficie Fas (mFas) asociada a la membrana con su ligando
(FasL) (Nagata, 1999). Se han descrito varias variantes del gen Fas,
incluyendo la variante con la forma deleccional de exdn 6 en el
dominio transmembrana que es generalmente conocido como sFas.
sFas protege células de la apotposis inhibiendo la ineraccién Fas
(mFas)/FasL de forma competitiva (Cheng et al., 1994; Ruberti et
al., 1996). El ligando Fas (FasL) es una proteina ligada a membrana
y el contrarreceptor natural para la promocion de muerte celular por
la molecula Fas expresada por varios tejidos linfoides y no linfoides.
FasL se convierte en su forma soluble, sFasL, por una enzima

metaloproteinasa-like (Hohlbaum et al., 2000).

Se ha propuesto que la apoptosis inducida por silice cristalina
puede contribuir a la inflamacién inducida por la misma y por la
fibrosis (Lim et al., 1999; Srivastava et al., 2002). La apoptosis de
los macrofagos por silice cristalina (Leigh et al., 1997) a través de
los receptores Scavenger se consideré que jugaba un papel
determinante en el inicio de la respuesta inflamatoria que da lugar
a la fibrosis (Lyer et al., 1996). Posteriormente se ha confirmado la
implicacion de la apoptosis en la fibrosis pulmonar inducida por

silice en estudios animales que usaban ratones mutantes con
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enfermedad linfoproliferativa (gld) y deficiencia de ligando Fas
(FasL), los cuales no desarrollaron silicosis. Un estudio mas
reciente (Kopinski et al., 2011), encontrd niveles mas elevados de
ligando FasL (sFasL) en la membrana de macréfagos alveolares y
linfocitos en pacientes con enfermedades intersticiales pulmonares
(ILDs). En otro estudio, la administracion de anticuerpos que
neutralizaban el ligando anti-Fas en animales in vivo bloqueo la
induccion de silicosis, demostrando que el FasL juega un papel
primordial en la induccion de silicosis pulmonar. Por tanto, se sugirié
que, dado que el sFasL producido localmente puede producir
apoptosis de neutrofilos y bloqueo posterior de la extravasacion de
neutréfilos en ratones, sFasL puede desempefiar un papel en la
modulacion de la inflamacién inducida por silice en humanos

(Borges et al., 2001).

Por otra parte, se ha investigado también la apoptosis de
linfocitos T con enfermedades autoinmunes en pacientes con
silicosis. Se ha propuesto que la elevacion de sFas en suero sugiere
gue la disrupcion de la competicion entre sFas y mFas para unir
FasL en linfocitos T puede ser uno de los mecanismos mas

importantes de adquisicion de de autoinmunidad en pacientes con
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silicosis (Otsuki et al., 1998, 2000; Tomokuni et al., 1997, 1999). Se
ha empleado analisis factorial para evaluar nuevos parametros
relacionadas con la apoptosis mediada por Fas, tales como
expresion en membrana de Fas en linfocitos de sangre periférica
(mFas), sFas en suero, niveles de sFasL en suero y cociente de
expresion de mRNA de sFas/mFas en sangres mononucleares
periféricas. Los resultdos obtenidos demuestran que podrian ser
herramientas fiables para detectar alteraciones inmunolégicas
independientes de las alteraciones respiratorias en casos de
silicosis (Otsuki et al., 1999). Se ha propuesto que la disregulacion
de la apoptosis de linfocitos T puede correlacionarse con la
predisposicion a desarrollar alteraciones inmunolbdigcas en

pacientes con silicosis (Tomokuni et al., 1997).

Aunque el hallazgo del papel importante de FasL en silicosis
experimental es prometedor, dado que la produccion local de sFasL
podria inducir la apoptosis de neutréfilos “"espectadores”,
reduciendo la extravasacion posterior de neutrdfilos en ratones. La
cuestion es hasta que punto el papel de FasL podria ser extendido
para modular la inflamacion inducida por silicosis en humanos. En

conclusion, los niveles de sFasL en suero podrian ser un marcador
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fiable del efecto de silicosis y los niveles de sFas/mFas de linfocitos
podrian ser un marcador adecuado del desarrollo de enfermedades
autoinmunes en silicosis. Sin embargo, se necesitan mas estudios
de validacion en humanos para confirmar los resultados obtenidos

en estudios animales.

1.6.2.3 BIOMARCADORES DE SUSCEPTIBILIDAD

Los biomarcadores de susceptibilidad consituyen una medida de
variabilidad de la respuesta individual a la agresion ambiental
dependiendo de la impronta genética del individuo (Suk et al.,
1996). Determinados enzimas Yy otras moléculas presentan
polimorfismos que pueden jugar un papel en la determinacion de la
extension y tipo de la respuesta. La variacion en la secuencia de los
genes que codifican ciertos enzimas y otras proteinas pueden
acumularse en una poblacion. Si la frecuencia de una variante
especifica alcana el 1% o mas en una poblacién, se denomina
polimorfismo. Los genes alternativos que contienen estas variantes
se conocen como alelos (Harris, 1980). Existe un consenso en que

la interaccion entre genes que confieren susceptibilidad al efecto y
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la exposicidn a una determinada sustancia toxica puede afectar al

desenlace de la enfermedad (Greenberg 1993)

Muchos polimorfismos en citoquinas se han asociado con
diversas enfermedades (Yucesoy et al., 2003). Los polimorfismos
de un solo nucleétido (SNPs), es decir, sustituciones en un unico
par de bases, representan el 90% de todas las variaciones en la

secuencia de DNA (Brookes, 1999).

Se ha revisado la influencia de la genética en la respuesta
inflamatoria con la conclusion de que, de lejos, la asociacion mas
consistente y potente es con TNFa, linfotoxina-a. y polimorfismos
del receptor IL-1 (Waterer y Wunderink, 2003). Los biomarcadores
para la predisposicion genética de un numero de enfermedades
ocupacionales incluyendo silicosis, se han revisado recientemente.
Dado que la respuesta inflamatoria se desarrolla sobre todo en la
fibrosis inducida por silice cristalina, se han estudiado los
polimorfismos en TNF-a, linfotoxina-a. y el antagonista del receptor
del IL-1 para valorar la susceptibilidad genética de individuos

expuestos a silice para desarrollar silicosis.
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INTERLEUKIN-1 (IL-1) Y POLIMORFISMOS IL-1RA

La IL-1 es una citoquina altamente pleiotropica liberada
fundamentalmente por monocitos activados o macréfagos asi como
muchos otros tipos celulares. Se han localizado tres genes en el
brazo largo del cromosoma 2 codificadores para IL-1a, IL-1B y
antagonista del receptor IL-1 (RA) (Roux-Lombard, 1998). Cada uno
de estos genes posee polimorfismos exonicos que dan lugar a
cambios en la expresion de las citoquinas, lo que juega un papel
importante en ciertas enfermedades inflamatorias (Blakemore et al.,
1994; Clay et al., 1994; Tarlow et al., 1994). Diversos estudios han
mostrado que la IL-1 esta involucrada en mecanismos que
subyacen a la cascada de eventos que conducen entre otros al
desarrollo de fibrosis pulmonar tales como la quimiotaxis, la
inflamacion, la proliferacion y la secrecion de componentes del
tejido conectivo. La IL-1 parece estar intimamente asociada con la

evolucion de las lesiones de silicosis (Davis et al., 1998).

Diversos estudios utilizando tejido pulmonar y enfocados en las
diferencias en los niveles de citoquina entre individuos y SNPs

hereditarios contenidos dentro de los elementos reguladores de los
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genes de citoquinas, avalan estas observaciones en individuos con
silicosis. Por ejemplo, la proporcion del antagonista del receptor IL-
1 (IL-1RA) (+2018) genotipo alelo 2, se ha encontrado incrementado
en mineros con silicosis comparado con controles (Yucesoy et al.,
2.001). El estudio de Yucesoy et al, fue el primero que mostrd una
asociacion entre los polimorfismos y el aumento del riesgo de
enfermedad. Sin embargo, no se han observado diferencias

consistentes ni significativas en las variantes genotipicas IL-1a

(+4845) o IL-1B (+3953) (Yucesoy et al., 2001b).

Aunqgue no hay estudios que muestren asociacion genética ente
silicosis y citoquinas, es probable que los polimorfismos IL-1RA
puedan ser buenos candidatos para valorar la susceptibilidad
genética. Sus variantes pueden arrojar cierta luz sobre la alta
incidencia de silicosis y su gravedad en poblaciones expuestas y
podria ser un candidato adecuado para la monitorizacion biolégica

de sujetos expuestos a silicosis.

Polimorfismos TNF-a: En diferentes estudios experimentales,

se ha documentado que el ciclo repetido de dafio macrofagico y



1. INTRODUCCION )

liberacion de citoquinas tras exposicion a silice cristalina es un
factor que contribuye de forma importante al desarrollo de silicosis.
El fuerte vinculo entre la sobreexpresion de TNF-o durante la
génesis y la progresién de la fibrosis pulmonar en humanos
expuestos a silice y silicatos esta bien establecido como ya hemos
visto. Existen varios estudios que avalan la implicacion de un
componente genético como un determinante para el desarrollo de
fibrosis pulmonar tanto en animales de experimentacion como en
humanos (Izmerov et al 2002; Koskinen et al., 1983b; Kreiss et al.,
1989; Ohtsuka et al., 1995). En humanos, el gen codificador de
TNF-a se localiza en el cromosoma 6 entre HLA-B y DR dentro del
complejo clase 1l de histocompatibilidad. Cualquier cambio

incluyendo SNPs, podria afectar a la produccion de TNF-a.

Estudios humanos para la validacion de biomarcadores de
susceptibilidad: Los polimorfismos en el gen promotor de TNF-a,
TNF2 se han investigado en CWP. Se ha encontrado que el alelo
TNF2 se asocia con el desarrollo de grandes opacidades en

neumoconiosis (Kim et al., 2002). Se ha descrito SNP que contienen
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sustituciones G>A en las regiones promotoras en las posiciones -
308 y -238 en diversas enfermedades inflamatorias pulmonares
(Huang et al., 1997; Schaaf et al., 2001; Whyte et al., 2000). Un
pequefio estudio de caso-control en pacientes con heumoconiosis
y controles mostré una significativa asociacion de la enfermedad
con alelos promotores de -308 TNFa, pero dado que no se encontro
relacion entre este genotipo y el fenotipo TNF en monocitos, el
genotipado de TNF se consider6 menos predictivo (Zhai et al.,
1998). En un estudio previo, el fenotipado TNF mostro ser predictor
de la progresion de CWP (Schins y Borm, 1995a). Otro estudio de
mineros con silicosis moderada o grave mostré que una variante
menor, el TNF-a (-238), era significativamente mayor en silicosis
grave y menor en silicosis moderada. Mostré también que , al
margen de la gravedad de la enfermedad, las variantes IL-1RA (-
2018) o TNF-a (-308), se encontraban elevadas (Yucesoy et al.,
2001a, 2001ab). Un estudio en mineros de oro de Sudafrica, mostrd
gue polimorfismos en el gen promotor de TNF-a podrian
predisponer a los trabajadores a silicosis grave. En este estudio,
mineros con silicosis grave, mostraban alelos -238A y -376A en

vinculo equilibrado. Se ha notificado también que pacientes con
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silicosis grave tienen un incremento de mutaciones a nivel del alelo
-308 (Corbett et al., 2002). Estos estudios han demostrado con una
especificidad razonablemente elevada y con un valor predicitivo
adecuado que los polimorfismos en el gen del TNF-a si se combinan
con otras citoquinas tales como IL-1 pueden proporcionar
informacion valiosa sobre la susceptibilidad a la enfermedad vy la
gravedad en trabajadores expuestos a silice cristalina (Yucesoy et

al., 2002).

Por tanto, los polimorfismos a nivel de TNF podrian aportar
informacion valiosa sobre la susceptibilidad de la enfermedad y la
gravedad en pacientes expuestos a silice. El problema es que,
aunque los estudios muestran que la informacion genética
desempefia un papel fundamental en la caracterizacion de grupos
de riesgo, la presencia o0 ausencia de estas pequefias variantes
podrian no ser una herramienta util para la clasificacion individual

(McCanlies et al., 2002).

Polimorfismos a nivel de Linfotoxina alfa (LTa): EI TNF-a y la

linfotoxina-a. (LT-o) son citoquinas relacionadas que se producen
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en respuesta al stress oxidativo o la infeccion. Sus genes estan
localizados de forma adyacente a nivel del cromosoma 6pl1.3 en la
region del complejo mayor de histocompatibilidad clase Ill. EIl TNF-
ay laLT-a actian a través de los mismos receptores 55-kD TNF-RI
y 75 kD TNF-RII. Se ha demostrado que la expresiéon de superficie
de estos receptores es necesaria para el desarrollo de fibrosis en
ratones con doble supresion del gen TNF-a/LT-a expuestos a silice

cristalina y bleomicina (Piguet et al., 1997).

Se ha desarrollado una hipotesis para evaluar en que situaciones
TNF -308 y polimorfismos en LTA Ncol modifican la respuesta
pulmonar a oxidantes en mineros de carbén con diferentes niveles
de exposicion a humo de tabaco y polvo de carbén. De forma global,
los hallazgos mostraron gravedad de la silicosis con asociacion con
TFN -308 en varias etapas de la progresion de la enfermedad asi
como asociacion de la prevalencia de neumoconiosis con
polimorfismos en Ncol de LTA en individuos con baja actividad de
catalasa. Esto confirmé la hipotesis de la interaccion de respuestas
biol6gicas y genéticas al stress oxidativo (Nadif et al., 2003). No

obstante, basandose en la actual evidencia, el uso de los
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polimorfismos LTA Ncol como biomarcadores de silicosis es poco

probable.

Polimorfismos MnSOD, GSTM1, GSTT1 y OGGL1: Ya hemos
visto previamente la implicacibn de ROS y stress oxidativo en
neumoconiosis y silicosis y la importancia de los enzimas
antioxidantes en los sujetos expuestos para proteger al individuo
frente a los mismos. Esto podria justificar investigaciones sobre
polimorfismos a nivel de alguno de estos enzimas antioxidantes en

relacion con la susceptibilidad para el desarrollo de la enfermedad.

Sin embargo, en un uUnico estudio realizado no se encontré
asociacion entre neumoconiosis y la existencia de polimorfismos

para estos enzimas (Zhai et al., 2002b).

Polimorfismos en la Haptoglobina: La haptoglobina (Hp) es
una proteina de fase aguda capaz de unir hemoglobina (Hb) y
formar un complejo estable Hp-Hb previniendo asi el dafio oxidativo

inducido por hierro en los tejidos. El aclaramiento de Hp-Hb esta
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mediado por un receptor scavenger de macréfagos CD163. La Hp
actia también como antioxidante, tiene efecto antibacteriano y
juega un papel en la modulacibn de muchos aspectos de la
respuesta de fase aguda. La Hp influye en la funcion del linfocito T
e interacciona especificamente con células CD4+ y CD8+ tanto en
reposo como activadas. La unién de Hp suprime la la proliferacion
de células T. La Hp inhibe las citoquinas anti-inflamatorias Th2 tales
como IL-1, IL-10 e IL-13 y juega un papel crucial en la modulacién
de las citoquinas proinflamatorias como IL-1, TNF-a, IL-1p e IFNy

(Arredouani et al., 2003).

Hay tres variantes fenotipicas mayores, Hp-1-1, Hp 2-1y Hp 2-2
que estan asociadas con distintas manifestaciones clinicas de
diferentes enfermedades con complicaciones microvasculares y
diabetes (llzecka, 1996). Diversos estudios han demostrado que
polimorfismos en alelos funcionales del gen de la Hp actian como
un determinante importante en la susceptibilidad para desarrollar
complicaciones microvasculares en diabetes (Hochberg et al.,
2002) y es un factor de riesgo para enfermedad cardiovascular en

individuos con diabetes. Los polimorfismos Hp y su influencia en el
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metabolismo del hierro en hemocromotosis hereditarias, han sido

también descritos (Delanghe y Langlois, 2002).

En diversos estudios en enfermedades respiratorias
ocupacionales, se han investigado 7 variantes de polimorfismos
genéticos. 5 de ellas, incluyendo Hp mostraban caracteristicas

hereditarias de susceptibilidad a silicosis.

No obstante, en base a la actual evidencia, el uso de Hp como

biomarcador en silicosis no esta justificado.

Polimorfismos en la enzima convertidora de la angiotensina
(ECA): Como hemos visto con anterioridad, La ECA se incrementa
en los pacientes con determinadas enfermedades pulmonares
incluyendo la silicosis. Sin embargo, en el momento actual no
existen datos consistentes para utilizarlo como un biomarcador
aceptable ante la su falta de especificidad. Se ha realizado un Unico
estudio irani entre las variaciones genéticas de la ECA entre 41
pacientes con silicosis y 41 controles sanos entre las variaciones
(I/D). El estudio indicaba que los genotipos D/D+D/I fueron mayores

en el grupo de pacientes que en el de controles (OR: 5,24) y que el
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genotipo I/l fue menor en pacientes (OR: 0,19). no existe, sin
embargo, evidencia como para poder recomendar los polimorfismos

de la ECA como un marcador de exposicion en el momento actual.
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2.10BJETIVOS

1. Encontrar una combinacion de marcadores bioquimicos
relacionados con el desarrollo de enfermedad pulmonar en un
colectivo de trabajadores expuestos a silice.

2. ldentificar un conjunto de marcadores que sea Uutil en el
diagndstico precoz de la enfermedad y en la accion preventiva
individual.

3. Identificar un conjunto de marcadores bioquimicos que sirva de
base para la busqueda orientada de marcadores genéticos
(polimorfismos) que puedan identificar sujetos predispuestos a
desarrollar la enfermedad y poder prevenirla.

4. Profundizar en el conocimiento de los mecanismos de las
fibrosis pulmonares en general, puesto que la silicosis es
considerada como un modelo interesante para el estudio de las

mismas, por ser de causa conocida.
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2.2 HIPOTESIS

Una combinacion de sistemas (CSx) implicados en la inflamacion
con disbalance “proinflamatorio/inhibidor” (variable DX), tiene
relacion con la enfermedad. La hipotesis nula a contrastar HO es:
coeficiente de regresion de Dx (RDx)=0. Una combinacion de Sx o

Dx predice la enfermedad de modo razonable
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3.1 SELECCION DE PACIENTES

Se reclutaron trabajadores de canteras de la provincia de
Pontevedra (granito, pizarra y otras), en activo, correspondientes a
un estudio que se realiz6 para conocer la situacion de exposicion y

enfermedad de estos trabajadores.

El estudio fue promovido por el convenio de colaboracién entre
el Ministerio de Industria, Turismo y Comercio, y el Principado de
Asturias (consejeria de salud y servicios sanitarios) (21 de julio de
2006) y la participacion de la Xunta de Galicia Se reconocieron 170
trabajadores, incluyendo todas las categorias laborales de las
empresas. Todos los sujetos tenian al menos un afio de exposiciéon
a silice o no habian trabajado en otros trabajos de riesgo fuera de

las canteras de Granito.

Dado que el estudio de marcadores se hizo en plasma sanguineo
y que cualquier agente agresor o proceso inflamatorio inespecifico
podria alterar los niveles de los mismos, se excluyeron los
trabajadores que tenian sintomas o signos de enfermedad aguda o

cronica o alteracion significativa en los analisis
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Se considerd sujeto sano expuesto a aquel trabajador que no
tenia antecedentes respiratorios de interés, los valores de la
espirometria forzada y prueba broncodilatadora estaban en el rango
de referencia (American Thoracic Society, AJRCCM 1995) y no
habia fumado nunca. Los sujetos sanos fumadores, ademas
presentaban un tabaquismo que fue seleccionado en funcién de su

exposicion a la silice.

Los criterios de inclusiébn para el grupo con silicosis fueron
presentar una alteracion radiol6gica compatible con silicosis. La
silicosis se clasific6 como simple (profusién de lesiones 1/1 o
superior) o complicada (presencia de masas de fibrosis masiva,

FMP).

Se considerd defecto ventilatorio obstructivo si el cociente
FEV1/FVC fue menor del 70 % y el FEV1 menor del 80 % del
previsto (utilizando las ecuaciones propuestas por la European

Respiratory Society (ERS)).
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3.2 DISENO

Las variables edad, sexo, nacionalidad, categorias laborales y
tiempo en las mismas, afios en la empresa, empresa, tipo de
explotacion (granito, pizarra, otros), presencia de bronquitis cronica
(criterios ERS) y de cualquier otra enfermedad aguda o cronica y
uso de medicacion se recogieron en el cuestionario médico por un
neumologo en entrevistas personales. En el dia que se realizé la
extraccion de sangre, se hizo también la radiografia de térax y la
espirometria a cada minero. La gravedad de la neumoconiosis fue
obtenida por la clasificacion de las radiografias toracicas segun 3
radiologos independientes, segun el protocolo estandar de la
International Labour Organization (ILO). La exposiciéon acumulada
al polvo respirable y de silice fue determinada por ingenieros del
Departamento Técnico. Una muestra de sangre fue obtenida en
tubos de 10 mL con EDTA, enviados al laboratorio a 4°C y luego

centrifugadas. El plasma fue almacenado a -70°C.

Se analizaron los siguientes sistemas:
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Entre los sistemas (Sx, S1-7) que tienen mas probabilidades de

estar implicados en la mencionada respuesta destacan:

S1: TNF-a: interleucina proinflamatoria, potente iniciador de una

cascada de eventos implicados en las fibrosis pulmonares,

cuyos principales inhibidores son el receptor sérico (STNF-R55

(Schins RPF et al., 1995)) y la PGE2 (Schins RPF et al., 1999).

e S2: IL-1 B: importante citosina en la respuesta inflamatoria y su
antagonista IL-1 RA.

e S3: Cortisol plasmatico: conocido regulador de la inflamacion.

e S4: elastasa de los neutrofilos y su inhibidor alfa-1-antitripsina:
agentes bien conocidos por su papel en patologia respiratoria.

e Sb5: Metaloproteinasa de matriz extracelular (MMP-9) y su
inhibidor  tisular (TIMP-1): factores relacionados con la
degradacion de la matriz extracelular (Ylisirnio S et al., 2001;
Watelet JB et al., 2004, Lee KS et al 2004).

e S6: F2-isoprostano como marcador del “stress” oxidante y la

actividad superdxido dismutasa (SOD) y glutatiébn peroxidasa

(GSH-Px) como antioxidantes mas significativos (Dworski R et

al., 2001; Koyama S et al., 1992; Nadif R et al., 2001).
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e S7: Transforming Growth Factor bl: importante -citosina

fibr6gena (Swartz KB et al., 2003).
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3.3 METODOLOGIA

Este estudio corresponde al muestreo de polvo y ruido, realizado
en la Comunidad autonoma de Galicia, en 48 centros de trabajo de
granito de Pontevedra, excluyendo las canteras de Porrifio que
fueron estudiados en el proyecto del afio 2005. Cuarenta y dos son
canteras de granito ornamental, cinco son talleres de elaboracion y

una de las empresas arrancaba el material para su uso como arido.

Los reconocimientos médicos fueron realizados por especialistas
del Instituto Nacional de Silicosis y del Centro de Seguridad e
Higiene de Rande (Pontevedra). Posteriormente, las radiografias se
enviaron al INS para su valoracion definitiva por diferentes lectores.
Asimismo, los andlisis de sangre realizados a todos los trabajadores
reconocidos se hicieron en los laboratorios del Instituto Nacional de

Silicosis.
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3.3.1 MEDICION DEL AMBIENTE PULVIGENO

En cuanto a la evaluacion del ambiente pulvigeno de los
diferentes puestos de trabajo, todos los muestreos realizados, tanto
de polvo como de ruido, fueron efectuados por personal técnico del
INS y del Centro de Seguridad e Higiene de Rande. En todos los
casos se estudiaron los métodos operativos en las en las muestras

de polvo se tomaron segun dispone la vigente ITC:07.1.04.

Se utilizaron aparatos personales, que recogen en una
membrana de PVC de 37 mm de didmetro, el polvo respirable,
separado por medio de un ciclon incorporado al aparato y que se
coloca individualmente a cada trabajador. (Figuras 11y 12 ), a fin

de establecer las correspondientes medidas preventivas.

La toma de muestras de polvo comprendia la jornada laboral del

personal al que se le coloca el equipo.
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CURVA DE POLVO RESPIRABLE
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Fig 13 y Fig 14: aparato medidor de polvo respirable y curva de polvo respirable

El riesgo pulvigeno se valora en funcion de la masa de polvo
respirable recogido sobre el filtro y del tanto por ciento de silice libre
qgue contiene. En la actualidad el valor limite de concentracién de
polvo para un puesto de trabajo determinado viene dado por la

féormula:

25
V, =—mg/m’
o

Cuando el contenido Q de SiO era inferior al 5%, el valor limite

fué de 5 mg/m3



3. MATERIAL Y METODOS

3.3.2 ANALISIS DE LAS MUESTRAS EN EL LABORATORIO

La técnica analitica que se viene utilizando sisteméaticamente
para la determinacion rutinaria de la silice libre en muestras de polvo

respirable, es la Espectrofotometria de Infrarrojo.

La Difraccibn de Rayos X proporciona informacion
complementaria en este tipo de andlisis, por cuanto mediante esta
técnica es posible distinguir las distintas variedades de silice
cristalina. Ademas las interferencias que se pueden presentar en la
difraccion de Rayos X son totalmente distintas a las encontradas

por Espectroscopia de IR.

3.3.2.1 PREPARACION DE MUESTRAS

Una vez realizada la toma de muestras, los filtros de membrana
se introducen en crisoles de porcelana y se calcinan en mufla
durante 2 horas a 800 °C. El residuo obtenido en la calcinacion se
mezcla con, aproximadamente, 360 mg de KBr, mantenido en
estufa a 110 °C. La homogeneizacion se lleva a cabo en el mismo

crisol, sin que se haya observado que sea necesario una
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transferencia de esta mezcla a un mortero de agata con objeto de
lograr una mejor homogeneizacion. Finalmente, se prepara, con
ayuda de una prensa hidraulica, una pastilla de bromuro potasico

de 13 mm de diametro.

Exponemos a continuacioén la tabla de exposicion por categoria

laboral

Tabla 6: exposicion a silice por categoria laboral

Categorias ¥° | mgm® | %6 Si0; | %= VL
Barrenista frente manual 68 1.3 16.6 353
Barrenista frente banqueador 13 045 16.4 1.7
Labrador 2 1.85 13,9 50,0
Palista frente 30 0,55 15,8 33
Encargado 27 0,32 16.1 0,0
Palista martillo rompedor 1 0,5 19.3 0,0
Palista de Retro Frente 3 0,5 16.7 0,0
Sierras 12 0,33 14,4 0,0
Molienda primaria 1 0,4 19.3 0,0
Barrenista ayte perforadora T 0,13 16.5 0,0
Palista perforadora 3 0.1 14.7 0,0
Operario de Perpiafio — mamposteria 12 1,03 15,0 1581
Barrenista tiros horizontales T 1.06 13.3 28.6
Oiros 11 0,55 16.7 18,2




3. MATERIAL Y METODOS

3.3.3 ESTUDIO MEDICO

Se trata de un estudio epidemioldgico transversal llevado a cabo

en los trabajadores en activo de las canteras de granito.

El Unico criterio de seleccion utilizado para participar en el estudio
fue el de ser trabajador en activo de dichas explotaciones en el afio

2006, independientemente del tiempo trabajado en ellas.

La difusion de la oferta del reconocimiento, se realiz6 indicando
su caracter voluntario y confidencial, a través de los propios
empresarios, de los sindicatos implantados en el sector y del
Servicio de Salud Laboral de la Xunta de Galicia a través del Centro

de Seguridad e Higiene de Rande.

La citaciéon de los trabajadores al reconocimiento (a la totalidad
de los activos) fué llevada a cabo desde el del Centro de Seguridad

e Higiene de Rande, de forma directa a cada una de las empresas.

Fueron citados a reconocimiento médico 170 trabajadores, de los

que acudieron al reconocimiento un 95,5 % de los citados.
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A cada trabajador se le realizaron las siguientes pruebas:

¢ Radiografia de térax (Rx) siguiendo las recomendaciones ILO-
80; si la calidad de la Rx no era adecuada se repetia hasta que
era aceptable. Las radiografias fueron leidas como minimo por
dos lectores (uno del INS) y en caso de discrepancias
significativas por tres o incluso por cuatro lectores.

e Espirometria, con espirometros de volumen y segun las
recomendaciones de la Sociedad Europea de Respiratorio
(ERS).

e Electrocardiograma y extraccion de sangre para analisis
habituales y pruebas especiales. Los andlisis habituales se
realizaron en Rande y las pruebas especiales se realizaron en
el INS.

e Cada trabajador recibira un informe de su situacion en cuanto a
enfermedad ocupacional y a otras alteraciones halladas, asi
como las recomendaciones preventivas oportunas. El
expediente completo es archivado en Rande, donde muchos
trabajadores tenian historia previa.

e En todos los trabajadores se aplico el siguiente protocolo de

estudio:
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3.3.3.1 HISTORIA LABORAL

A cada trabajador se le realizdé un interrogatorio detallado de
todas las actividades laborales realizadas a lo largo de toda su vida,
especificAndose respecto del periodo que hubiera estado
trabajando en la industria extractiva, el tiempo permanecido en los
diferentes centros de trabajo propios de las canteras de granito, asi
como el transcurrido en las diversas categorias que hubiera
desempeiiado (barrenista, palista, operario de perpiafios, etc.), uso
de herramientas (martillo perforador, pistolete, etc.) y nombres de

las empresas donde se desarrollaron estas actividades.

A partir de estos datos, y de los procedentes de los muestreos
realizados por el equipo técnico del Instituto Nacional de Silicosis,
relativos a los niveles medios de polvo respirable, en mg/m3y % de
SiO2 existentes en las diferentes explotaciones. y de los datos que
el INS tenia de afios anteriores, se establecid una estimacion
individualizada del nivel de riesgo calculando la dosis acumulada de
exposiciéon en mg/m3 de SiO2 x afio (cantidad de mg/m3 de silice
libre de exposicidén por el nimero de afios) a la que cada trabajador

estaba expuesto.
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3.3.3.2 HISTORIA CLINICA

El cuestionario recogia:

e Antecedentes personales.

¢ Enfermedades pleuro-pulmonares (tuberculosis pulmonar, asma
bronquial, enfermedad pulmonar obstructiva cronica,
bronquiectasias)

e Habito tabaquico en paquetes-afio, considerandose no
fumadores a los que nunca habian fumado y exfumadores a los
gue llevaban mas de 6 meses sin fumar, y fumadores activos los
que fumaban en el momento del reconocimiento o llevaban
menos de 6 meses sin hacerlo.

e Habito endlico en g de alcohol I/dia.

e Hipertension arterial.

e Sintomatologia presente en el momento del reconocimiento y
tiempo de evolucion.

e Criterios clinicos de bronquitis cronica, considerandose éstos los
establecidos por la American Thoracic Society: presencia de tos

y expectoracién crénica o recurrente durante un minimo de tres
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meses al afio durante dos afios consecutivos (Am Rev Respir
Dis 1987; 136:225-244).

e Ausencia o presencia de disnea y gradacion en su caso, en el
momento del reconocimiento. Este sintoma fue clasificado en los
siguientes grados de intensidad: grado O cuando estaba
ausente, grado | cuando se presentaba en grandes esfuerzos,
grado Il en medianos esfuerzos, grado Il en esfuerzos
moderados y grado IV si se manifestaba en actividades como el
aseo personal o el vestido.

¢ Enfermedades cardioldgicas previas o concurrentes.

e Utilizacién crénica de medicamentos.

3.3.3.3 EXPLORACION CARDIOPULMONAR

En todos se realiz6 medida de tension arterial sistélica y

diastélica, peso y talla, asi como auscultacion cardiopulmonar.
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3.3.3.4 ESPIROMETRIA

Fueron realizadas con un espirometro de volumen, provisto de
un ordenador incorporado, que permitia el registro y almacenaje de
todas las pruebas realizadas y la visualizacion de las graficas
correspondientes a la curva flujo-volumen, con la determinacién de
capacidad vital forzada (CVF), volumen espiratorio maximo en el
primer segundo (FEV1), relacion FEV1/CVF, flujo espiratorio

maximo (PEF) y flujos mesoespiratorios.

3.3.3.5 ELECTROCARDIOGRAMA

En todos los registros electrocardiograficos, se analizaron los
siguientes parametros: ritmo y frecuencia cardiaca, eje, y morfologia
del trazado, emitiéndose informe especifico sobre su normalidad o
posibles alteraciones (bloqueos y anomalias en la conduccién del
estimulo eléctrico, crecimientos de cavidades, isquemia 0 necrosis,

etc.).

3.3.3.6 RX DE TORAX EN PROYECCIONES

POSTEROANTERIOR Y LATERAL

Fué realizada a todos los trabajadores que acudieron al

reconocimiento, segun la normativa indicada al respecto.
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Informe de las Radiografias: Todas las Rx fueron examinadas
en el Instituto Nacional de Silicosis y en el Centro de Seguridad e
Higiene de Rande, por médicos expertos en la valoraciéon
radiolégica de neumoconiosis, y de forma independiente emitieron
su informe acerca de todos los elementos contenidos en la
clasificacion completa establecida por la normativa de la ILO-80
para la clasificacion de las Rx de la neumoconiosis. Los lectores,
utilizaron las Rx patrén emitidas por la ILO para su uso como
referencia, de las diferentes categorias radiograficas de las
neumoconiosis, emitiendo un juicio comparativo respecto de las Rx
objeto de examen, manifestando su opinion acerca de los siguientes

aspectos:

Calidad técnica del estudio: Respecto de esta cuestidon fueron
establecidas las siguientes opciones: calidad buena, aceptable,

deficiente, inaceptable.

En cada caso, de no ser considerada buena calidad, el lector
especificaba los motivos para la calificacion emitida
(sobreexposiciéon,  subexposicion, inspiracion  inadecuada,

visualizacion de escépulas, etc.).

Anomalias parenquimatosas: Se emitia informe acerca de la
presencia o ausencia de pequefias opacidades redondeadas o
irregulares (p, q, r s, t, u) y de su profusion utilizando una escala de
doce puntos (0/-,0/0, 0/1, 1/0, 1/1, 1/2, 2/1, 2/2, 2/3, 3/2, 3/3,3/+),

indicando las zonas de los pulmones en donde se observaban tales
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imagenes, considerando éstos divididos en tres zonas (superior,

media e inferior).

Asimismo se expresaba la opinién de cada lector respecto de la
presencia o ausencia de grandes opacidades, indicando en su caso,
tamafio (A, B, C) y caracteristicas radiologicas (broncograma aéreo,

lesion satélite, calcificaciones, etc.).

Se diagnosticéd silicosis simple si la Rx mostraba pequeias
opacidades de profusién 1/1 o superior y silicosis complicada si se

observaban grandes opacidades.

Anomalias pleurales: en todas las Rx se hizo una referencia
expresa a la existencia o no, de engrosamientos pleurales, en cuyo
caso se sefialaba localizacion, grosor, longitud y posible

calcificacion.

Otras anomalias: Fueron tenidos en cuenta los veintidos
simbolos establecidos por la clasificacion ILO-80, utilizandose en
los casos pertinentes (ax, bu, ca, cn, etc.), lo que permite poner de
manifiesto la coexistencia de otras alteraciones de interés.

3.3.3.7 DETERMINACIONES ANALITICAS

Se extrajeron muestras de sangre, para la realizacién del
hemograma en el laboratorio donde tenia lugar la extraccion. Ademas,

parte de las muestras, una vez centrifugadas y congeladas, fueron
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trasladadas al Instituto Nacional de Silicosis para pruebas adicionales:
glucemia, uremia, creatinina, colesterol, triglicéridos y pruebas

hepaticas.

ANALISIS BIOQUIMICO

La concentracion plasmatica de elastasa de los neutréfilos, Alfa-
1 antitripsina (valores normales entre 120 y 220 mg/dl), MMP-9 y
TIMP-1 se determinaron mediante sandwich enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA).
Los kit utilizados fueron los siguientes:

e para PGE2 se utilizo el kit n°. catalogo 514010 Prostaglandin E2
EIA Kit — Monoclonal, Cayman Chemical, Michigan, USA. Los
niveles descritos en sujetos sanos son 3-12 pg/ml.

e Para F2-ISOPROSTANOS se utiliz6 un kit de Cayman
Chemicals. Valores en sanos sobre 270 (95,66) ng/ml.

e Para la SOD se siguio la técnica de Pascual y Misra. Este
método consiste en medir la capacidad de SOD de inhibir la
autooxidacion de la epinefrina a adrenocromo, a un pH de 10,2.
La reaccién es medida a una longitud de onda de 480 nm,
correspondiente al adrenocromo. Sus valores normales en
poblacion sana son 765,10 U /g Hb.

e Parala GSH-Px se midio su actividad a 37°C en un Cobas-Mira
S analyser con un Ransell kit (Randox Laboratories, Crumlin,
UK) con el método descrito por Paglia and Valentine. La GPx
cataliza la oxidacion del glutation (GSH) por el hidroperéxido de
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cumeno. El glutation oxidado (GSSG) en presencia de glutation
reductasa (GR) y NADPH es inmediatamente convertido en su
forma reducida con una oxidacion concomitante de NADPH en
NADP+. Se mide la disminucion de la absorbencia a 340 nm. La
actividad GSH-Px fue expresada como U/g de hemoglobina en
los eritrocitos, y U/l en plasma. Su valor descrito para mineros
expuestos fue de 62.6 ng/ml con niveles de 59 para baja
exposicion y de 65 para alta.
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3.4 ANALISIS ESTADISTICO

La descripcién de la muestra se realizé con los valores medios
para cada variable y su desviacion estandar. Para las correlaciones
entre variables se utilizé el coeficiente de correlacion lineal de

Pearson

Del cociente entre el marcador proinflamatorio y su inhibidor se
obtuvieron 9 variables indicadoras de disbalance en el sistema (Dx)
que fueron comparadas entre pacientes con y sin silicosis. Se
procedi6 a la comparacion de otras variables de interés

(tabaquismo, exposicion acumulada a silice etc...).

Las variables con diferencias significativas en el analisis crudo de
datos se introdujeron en un analisis multivariante (regresion

logistica condicional) para ver su relacion con la enfermedad.

Las Dx que mostraron relacion significativa con la enfermedad en
el andlisis multivariante fueron sometidas también a andlisis
posterior. Mediante curvas ROC se realizé determinacion del punto

de corte que mejor predijo la enfermedad y se procedi6 a la
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conversion de dichas variables en binarias codificando como 1 los
valores anormales (por encima del punto de corte) y como O el resto.
Finalmente se analiz6 que combinacion de variables Dx o sistema
predecia mejor la apariciéon de enfermedad pulmonar. De la misma
forma se analizé la relacion entre los citados marcadores y la

alteracion ventilatoria pulmonar.

Se hizo una comparacion cruda de las variables del estudio con
el grupo de referencia sin silicosis mediante las pruebas
correspondientes para datos independientes. Las variables que
alcanzaron significacion estadistica en el andlisis crudo fueron
introducidas en una regresion multivariante para ver su relacién con
la enfermedad. Las alteraciones radiologicas, funcionales y el

tabaquismo fueron objeto de un analisis posterior.
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De los 170 sujetos estudiados, 34 fueron excluidos por presentar
enfermedades concomitantes o alteraciones analiticas sugestivas

de enfermedades sistémicas.

Un total de 77 (57%) trabajadores cumplieron criterios de silicosis
y 59 (43%) no los cumplian por lo que se consideraron sanos
expuestos. Ambos grupos no diferian en las variables relativas a la
exposicion. Asi, la exposicion media al silice fue de 20 afos (6-44)
afios y de 19 afnos (3-39 afos), respectivamente. Los pacientes
reconocieron No haber utilizado medios de proteccion activa
respiratoria tanto en el grupo con enfermedad como en los
expuestos, siendo el tiempo medio sin proteccion de un 13,9 (8,8) y
14,1 (8,26) afos respectivamente en ambos grupos (rangos de (0-
42) y (0-39) respectivamente). Asimismo, los niveles de exposicion
medidos en el puesto de trabajo fueron de 14,4 (7,7) g/m3y 12,4

(5,7) g/m3. Sin diferencia significativa (p=0,86).
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Fig 15: Porcentaje de pacientes con silicosis
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Fig 16: tiempo medio de exposicion a silice  Fig 17: niveles medios de exposicion a

(p=0,53) silice en g/m3 (p=0,86)

La clasificacion ILO de las alteraciones radioldgicas encontradas
pueden observarse en la tabla 7. Solo un caso entre los enfermos

con silicosis referia presentar disnea a grandes esfuerzos y hasta
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cinco (6%) pacientes con silicosis presentaron clinica de bronquitis
cronica. Ningun trabajador presentaba clinica respiratoria entre los

expuestos sanos.

Tabla 7: Profusién, edad y tiempo trabajado

PROFUSION EDAD MEDIA ANOS TRABAJADOS
0/0
0/1
1/0

1

El habito tabaquico estaba presente en 27 (36%) de los enfermos
de silicosis y en 23 (40%) de los expuestos sanos. Veinte (26%) de
los enfermos eran exfumadores y 29 (38%) no habian fumado

nunca, mientras que en los expuestos sanos hubo 16 (28%) y 19
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(33%), respectivamente. No habia diferencias significativas en

tabaquismo entre trabajadores con silicosis 0 sin ella (p=0,75).

PROFUSION DE LESIQNES RADIOLOGICAS

K
v

=0/0 m0/1 =»1/0 »1/1 w1/2 m2/1 w2/2 m2/3 m3/2 m3/3 mTOTAL

Fig 18: Alteraciones radiolégicas

Tabla 9: edad y tiempo trabajado en funcion de existencia o no de silicosis

ANOS
SILICOSIS TRABAJADOS EDAD

No silicosis 19,25 41,01
59 59
Desviacion estandar 6,945 7,103

Silicosis Media 20,04 42,89
77 7

Desviacion estandar 7417 7,951

Total Media 19,70 42,07
N 136 136

Desviacion estandar 7,200 7,626
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HABITO TABAQUICO
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Fig 19: habito tabaquico entre trabajadores con y sin silicosis

Resumimos a continuacion distintas variables sociodemograficas

y clinicas

Tabla 10: variables sociodemograficas y clinicas

Control
Media SE

MC
TAM

Pac/ a0 R
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Sdlo 1 caso del grupo de pacientes con silicosis referia disnea a
moderados/grandes esfuerzos y 2 pacientes del grupo control

reconocian tener asma (p=0,189).

Niveles medios de marcadores inmunoldgicos en sanos y enfermos.

Tabla 11: marcadores inmunoldgicos en sanos y enfermos

| cowa | cwe |
| veda | s ] weaa ] s [

3,00 3,21 2,00 236 0,039
1623,59 1970,39 1198,65 257,36 0,065
7,3390 5,2653 19,4262 63,6768 0,149
2,80 5,69 4,03 470 0470
555,104 191,488 385,642 162,265 0,000
124 34 14,3 44 0,006
37 20 33 20 019
137 20 103 47 0,000
1274,02 395,06 1212,58 668,80 0,533
155562 30596 156059 73540 0,961
197636,652 448845900 76270006 120722270 0,34
1066 0172 0892 0517 0,014
668,11 388,79 301,11 387,60 0,000
32501,92 12928,23 29702,17 1564381 0,281
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Figs 23 y 24: niveles de IL1b y IL1RA
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Fig 26 y 27: niveles de Elastasa de los neutrdfilos y Alfa -1-AT
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Fig 28 y 29: niveles de MM9 y TIMP1
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Figs 30 y 31: Niveles de F2 isoprostano y SOD
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Fig 32: niveles de GSH-Px
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Fig 33: Niveles de TGF1

Los datos reflejan que los casos presentan niveles inferiores de

ILR1, TNFa, GSH-Px, SOD, A1AT y una elevacion del cortisol.
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No obstante, la distribucion no es normal, por lo que optamos por
calcular el logaritmo neperiano de los valores. En este caso, se
mantienen las diferencias significativas para ILR1, GSH-Px, SOD y

A1AT tal y como vemos reflejado a continuacion.

Tabla 12: Logaritmo neperiano de los marcadores inmunoldgicos con diferencia
significativa entre sanos y enfermos

| oo | e |
[ weda | st | wews | se | o |
3,00 3,21 2,00 236 0,039
555,104 191,488 385,642 162,265 0,000
124 34 14,3 44 0,006
137 20 103 47 0,000
1066 0172 0892 0517 0,014

668,11 388,79 301,11 387,60 0,000
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Fig 34: Gréfico del logaritmo neperiano de los valores inmunoldgicos con diferencias

significativas

Los trabajadores con silicosis presentaron niveles similares a los

expuestos sanos en MMP-9 y TIMP-1 pero unos niveles mas bajos

de A1AT. La diferencia media de A1AT fue de 34,5 mg/dl (6,2) con

una p<0,0001 y un IC95% 22,1 a 46,9 mg/dI.
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Fig 35: niveles de A1AT

Niveles de marcadores de estrés oxidativo y antioxidantes en sanos
y enfermos.

Aunque los trabajadores con silicosis presentaron niveles F2-
isoprostano superiores a los de los expuestos sanos con una
diferencia media de 121.365 (68.622) mcg/ml, esta diferencia no
alcanzé la significacion estadistica (p=0,082). Igualmente los
niveles de PGE2 no fueron significativamente diferentes entre

ambos grupos (p=0,104).
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NIVELES DE PGE2 NIVELES DE ISOPROSTANO
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Fig 36: niveles de PGE20 Fig 37: niveles de isoprostano

Si que aparecieron diferencias significativas en el analisis de los
antioxidantes y los trabajadores con silicosis presentaron niveles
inferiores de SOD (diferencia media de 0,017 mcg/dl IC95% 0,003-
0,031, p=0,007) y de GSH-Px (diferencia media de 367 mcg/dl

IC95% 234-500, p<0,0001).
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NIVELES SOD NIVELES DE GSH-Px
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Fig 38: niveles de SOD Fig 39: niveles de GSH-Px

Efecto del tabaquismo sobre los marcadores medidos.

El tabaco presenta un potencial efecto bien conocido tanto sobre
los marcadores estudiados de la homeostasis de la matriz como
sobre el estrés oxidativo. Por lo tanto, se repitié el analisis anterior
con un ANOVA ajustado por el factor habito tabaquico (no fumador,

exfumador y fumador activo).

Los resultados estan expresados en la tabla IV. Los valores de
MMP-9 y TIMP-1 no se vieron afectados por el efecto del
tabaquismo y la presencia de silicosis continud sin mostrar un efecto

significativo.
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Sin embargo, la A1AT continué mostrando un efecto significativo
sobre la presencia de silicosis a pesar de evidenciarse un efecto
independiente del tabaquismo y de la interaccion entre ambas

(figura 1) (F=8,53; p<0,0001).
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Fig 40: niveles de A1AT en funcion del tabaquismo

De forma similar a las proteasas, tanto el F2-isoprostano como
los niveles de PGE2 continuaron sin mostrar diferencias
significativas entre trabajadores con o sin silicosis que no se
modific6 por el hébito tabaquico (p=0,553 y p=0,255,

respectivamente).
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Sorprendentemente, tanto la SOD como la GSH-Px mantuvieron
el efecto significativo de la presencia de silicosis sin que se

evidenciase un efecto significativo del habito tabaquico.

Relacion entre lesiones radiologicas y niveles de proteasas y
marcadores de estrés.

La gradacion de las lesiones radiologicas viene expresada en la

clasificacion ILO.

De nuevo se encontré una relacién significativa entre la
clasificacion ILO y los niveles en suero de A1AT, SOD y GSH-Px
(ANOVA F=5,674 p<0,0001; F=2,726 p=0,006; F=3,693 p<0,0001).
Esta relacién puede apreciarse en los graficos siguientes. Siendo

no significativa para el resto de marcadores estudiados.
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Fig 41: Clasificacién ILO y niveles de SOD
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Fig 42: ILO y niveles de GSH-Px
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A1AT
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Fig 43: ILO y niveles de A1AT

Relacion entre las alteraciones espirométricas y niveles de proteasas
y marcadores de estrés oxidativo.

Las variables espirométricas (FVC, FVC%, FEV1, FEV1% vy
FEV1/FVC) no mostraron relacién directa con los marcadores
estudiados. Aunque, si mostraron una relaciébn débil con la
clasificacion ILO de la silicosis (r=-0,266 p<0,0001 para el FEV1%)
y aun menor con el tabaquismo. No obstante, si agrupamos por un
lado los expuestos sin silicosis y por otro a los pacientes con
silicosis complicada, las diferencias llegan a ser significativas tanto

para la FVC (p=0,000), como para el FEV1 (p=0,001).
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VARIABLES ESPIROMETRICAS
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Fig 44: FVC y FEV1 en trabajadores sanos y con silicosis complicada

Estudio multivariante para discriminar la presencia de silicosis.

El andlisis multivariante por pasos relacioné variables implicadas
en la reparacion tisular como las mas relevantes respecto a la
presencia de silicosis. En orden ascendente se incluyeron: A1AT,
SOD, TIMP-1y GSH-Px. Se realiz6 un modelo de regresion logistica
con variable independiente el estado de caso-control, y forzando

edad, sexo, tabaquismo e IMC, la significacién de los marcadores
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se mantiene excepto el cortisol (p=0.926) y al limite el glutation

peroxidasa (p=0.083).

La grafica siguiente indica como niveles bajos A1AT y SOD

separan razonablemente la mayor parte de los trabajadores con

silicosis del resto.
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Fig 45: niveles de A1AT y SOD en pacientes con y sin silicosis

En cualquier caso, si establecemos curvas ROC para la
determinacién de los puntos de corte de las variables con
diferencias significativas entre la poblacion con silicosis y sin ella,

obtenemos las curvas expuestas a continuacion:
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Fig 46: Curva ROC para A1AT (Area: 0,754)
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Fig: 47 Curva ROC par IL1RA (Area: 0,792)
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Fig 48: Curvas COR para Superéxido dismutasa (Area: 0,664)

Del andlisis de los datos previos, encontramos como puntos de

corte analiticos de interés los que se reflejan a continuacion.

- 118,5 84,7% 53,6%
- 389,5 81,4% 56,6%
- 0,099 81,4% 59,2%
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Como ya hemos visto, existen numerosos estudios tanto en
animales de experimentacion “in vivo” e “in vitro” que buscan un
modelo adecuado para entender los mecanismos subyacentes a la
etiologia de la silicosis. Han sido numerosos los biomarcadores que
han sido evaluados en busca del mas idoneo para detectar la
existencia de potenciales factores de riesgo para desarrollar
silicosis. Idealmente, estos marcadores deberian elevarse en las
fases iniciales del desarrollo de la enfermedad, antes del desarrollo

de fibrosis pulmonar y de enfermedad irreversible.

Por lo que sabemos, el presente estudio es el primero en el que
se realiza de forma simultanea la medicion de un elevado nimero
de biomarcadores  midiendo  ademéas el disbalance
proteasa/antiproteasa. Todo ello con una  medicidén
extremadamente rigurosa del riesgo pulvigeno en cada una de las

categorias laborales implicadas.

El interés del estudio, consiste fundamentalmente en constatar el
estado del estrés oxidativo y de la homeostasis de la matriz en una
muestra de trabajadores activos expuestos a polvo de silice con y
sin silicosis. Los resultados indican que los pacientes afectos de

silicosis presentan niveles mas bajos de antiproteasas (A1AT) y
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antioxidantes (SOD y GSH-Px) independientemente de la
exposicién, la edad y el tabaquismo, sugiriendo una alteracién de
los mecanismos defensivos del pulmén. En este sentido, el estudio
previo de Nadif R (Nadif R et al., 2001) ya apuntaba a la diferencia
de niveles de GSH-Px en pacientes expuestos a silice en probable
relacion con su papel antioxidante como protector ante el dafio

inducido por ROS.

El presente trabajo intenta realizar un enfoque relativamente
novedoso, de tal manera que se ha buscado no soélo la existencia
de elevacion entre diferentes posibles biomarcadores de
exposicion, sino también la comprobacion de un disbalance entre
proteasas y sus antiproteasas especificas como posible mecanismo
iniciador de fibrosis pulmonar. Quizds el mayor valor de los
hallazgos expuestos no sea Unicamente el haber podido objetivar la
existencia de alteraciones en el balance oxidacion/reduccion, sino
el que posiblemente este disbalance pudiera ser extendible al resto
de procesos fibroticos del pulmén, puesto que como ya hemos
dicho, a la luz de los conocimientos fisiopatolégicos actuales, el
mecanismo comun de accion es, probablemente, el reconocimiento

por los DAMPs de moléculas externas capaces de generar dafio en
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el organismo y la puesta en marcha a través fundamentalmente del
inflamasoma NLRP3 y la consiguiente liberacion de IL y caspasas

del proceso iniciador de la fibrosis pulmonar.

En este sentido, el disbalance de los sistemas
oxidantes/antioxidantes objetivado por las alteraciones en SOD y
GSH-Px bien pueden contribuir a la génesis de ROS, contribuyendo

a la activacion del inflamasoma.

En la misma direccion apunta el aumento de la IL1B y su inhibidor
IL-1RA. Sabemos que tal y como apunta el trabajo de Cassel L
(Cassel L et al.,, 2008), la liberacion de IL1pB por parte de los
macréfagos alveolares es esencial para el desarrollo e inicio del
proceso fibrotico mediado por el inflamasoma NLRP3. En el
presente trabajo, se objetivan niveles elevados de IL1B en los
pacientes con silicosis que, sin embargo, no llegan a tener
significacion estadisitica (p=0,1) junto con disminucion significativa

(p=0,000) de su inhibidor IL-1RA.

Aunque la hipétesis resulta atractiva a nivel experimental, no
existen apenas estudios que hayan podido confirmar estos datos en

sujetos vivos. En los trabajadores expuestos, los cambios
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sobrevienen al cabo de muchos afios y la cronicidad de la reaccién
inflamatoria impide identificar la secuencia. El papel que juegan los
inhibidores de las proteasas (A1AT y TIMP-1) en la produccién del
enfisema pulmonar parece bien establecido. Sin embargo, su papel
en la induccion de la lesion silictica no ha sido descrito hasta el

momento.

Existen también, existen investigaciones recientes sobre la
silicosis que parecen centrarse en la aparicion de enfisema en
pacientes expuestos aun en ausencia de tabaquismo.
Curiosamente y como ya hemos visto con anterioridad existen
trabajos que han vinculado la exposicion a silice con el desarrollo
progresivo de limitacion crénica al flujo aéreo (LCFA) aun en
ausencia de tabaquismo y sin silicosis radioldgica. Nuestro estudio
apunta claramente en esta linea y sugiere que unos niveles bajos
de A1AT y SOD podrian estar involucrados en el desarrollo de la
silicosis. Dado que es posible modificar terapéuticamente estos
niveles, las implicaciones de nuestros datos resultan, cuando
menos alentadores. Igualmente el screening sistemético de estos
marcadores resulta facilmente accesible a la mayoria de los

laboratorios clinicos.
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Desde otro punto de vista, no hemos sido capaces, al contrario
gue otros autores, de encontrar variaciones significativas en las
mediciones de TNFa 6 metaloproteasas MM9 y sus inhibidores.
Resulta dificil aventurar el porque de la discrepancia, aunque cabe
resefiar que en el caso del TNFa, el andlisis inicial de los datos
reflejaba diferencias significativas entre los casos y controles. Sélo
al intentar tipificar la variable como una variable normal y también
en el andlisis de regresion logistica, con datos apareados por edad,
IMC y tabaquismo, los resultados dejaron de ser significativos.
Quizas con poblaciones muestrales mas amplias, las conclusiones

podrian haber sido diferentes.

En cualquier caso, quizas sea necesaria la realizacion de mas
estudios basados en la realizacion de polimorfismos genéticos con
medicién de las citadas variables para exponer las respuestas

individuales en nuestro entorno a los citados marcadores.

El estudio tiene la ventaja de acceder a una poblacion de
trabajadores en activo, por lo que, en general, son jovenes y libres
de enfermedad. Estos trabajadores estan expuestos a riesgos

especificos de su trabajo y muchos de ello se encuentran
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desarrollando enfermedad ocupacional, en algunos casos en fases
iniciales de la misma. Es, por tanto, el momento 6ptimo para
estudiar los factores determinantes de la misma con fines
preventivos. Es como un experimento natural que puede aportar

valiosa informacion.

Los inconvenientes del estudio son, por una parte, los habituales
de los estudios trasversales: el sesgo de supervivencia y no poder
contar con uno de los criterios de causalidad, la temporalidad. Ello
puede limitar la utilidad del estudio al no ser capaz de detectar
variaciones individuales con la exposicion a lo largo del tiempo, lo

gue dificulta la validacion de los resultados como factor pronéstico.

Por otra parte y en ultimo lugar. A pesar de la alta prevalencia de
silicosis en la poblacion estudiada, el nimero de trabajadores puede

ser escaso para algunos analisis.
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1. Existe un desequilibrio entre proteasas/antiproteasas en
pacientes con silicosis.

2. La combinacion de marcadores bioquimicos relacionados con
el desarrollo de enfermedad pulmonar mas probable es la que
afecta a los sistemas f2 isoprostano/superoxido dismutasa y
glutation peroxidasa asi como elastasa de los neutrofilos y su
inhibidor alfa-1-antitripsina.

3. El desequilibrio en el sistema elastasa de los neutréfilos y su
inhibidor alfa-1 antitripsina, podria explicar la existencia de
destruccion parenquimatosa y aparicion de enfisema pulmonar
en pacientes expuestos a silice.

4. La alteracion a nivel del ILLRA como inhibidor de la ILa podria
justificarse por la validez del inflamasoma NLRP3 como
instrumento necesario para el desencadenamiento de la
respuesta fibrotica pulmonar en la silicosis y posiblemente en
otras enfermedades inmunes que cursan con depdsito de

colageno pulmonar.
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