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RESUMEN

Introduccion: El lavado pulmonar completo ha sido la terapia de primera linea desde la
década de los afios sesenta para la proteinosis alveolar pulmonar y que ha demostrado buenos
resultados en los pacientes, actualmente se estdn desarrollando nuevas terapias
farmacologicas prometedoras. Filgrastim es un factor estimulante de colonias de
granulocitos, usado en hematologia y oncologia, pero hay experiencia clinica del uso de este
farmaco acompafiado del lavado pulmonar completo brinda resultados favorables en esta
patologia, ademas de disponibilidad y accesibilidad en nuestro pais. Objetivos: Evaluar el
efecto del filgrastim sobre la activacion de CD32 y M-CSFR en macrofagos murinos sanos
como tratamiento de la proteinosis alveolar pulmonar. Materiales y métodos: Estudio
prospectivo, experimental, de corte transversal. Se utilizd 12 murinos (ratones), 7 murinos
participan en el estudio in vitro y 5 participan en el estudio in vivo; se extrajo un trozo de
tejido pulmonar y lavado pulmonar de cada murino, luego se realizo la extraccion de RNA
para la obtencion de cDNA mediante la técnica de transcripcion inversa acoplada y
amplificacion por PCR (RT-PCR) para los genes de CD32, M-CSFR y el gen de referencia
beta actina; y la electroforesis respectiva. Resultados: No hubo diferencia significativa
(p>0.05) entre el nivel de expresion de CD32 y M-CSFR en el tejido pulmonar obtenido de
ratones tratados con filgrastim a una dosis de 300ng/dia, no hubo diferencia significativa
(p>0.05) entre el nivel de expresion de CD32 y M-CSFR en el lavado pleural obtenido de
ratones tratados con filgrastim in vitro a una dosis de 100ng/ml; CD32 y M-CSFR no se
expresaron en el estudio electroforético. Conclusiones: El filgrastim en este estudio no tuvo
efecto sobre la expresion de CD32 y M-CSFR en macréfagos murinos como tratamiento de

la proteinosis alveolar pulmonar.

PALABRAS CLAVE: Proteinosis alveolar pulmonar, filgrastim, macrofagos, CD32,
receptor del factor estimulante de colonias macréfago
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ABSTRACT

Background: Whole-lung lavage has been the first-line therapy since the sixties for
pulmonary alveolar proteinosis and has shown good results in patients, currently promising
new drug therapies are being developed. Filgrastim is a granulocyte colony stimulating
factor, used in hematology and oncology, but there is clinical experience of the use of this
drug accompanied by whole-lung lavage with favorable results in this pathology, also it is
cheap and available in our country. Objectives: To evaluate the effect of filgrastim on the
activation of CD32 y M-CSFR in healthy murine macrophages as a treatment of pulmonary
alveolar proteinosis. Materials and methods: Prospective, experimental and transversal
study. Twelve murine (mice) were used, 7 murine participate in vitro study and 5 participate
in vivo study; a piece of lung tissue or lung lavage was removed from each murine, then
RNA extraction was performed to obtain cDNA by the technique of reverse coupled
transcription and PCR amplification (RT-PCR) for the CD32, M-CSFR and beta actin
reference gene; and the respective electrophoresis. Results: There was no significant
difference (p> 0.05) between the level of CD32 and M-CSFR expression in lung tissue
obtained from mice treated with filgrastim at a dose of 300ng/day, there was no significant
difference (p> 0.05) between the level of expression of CD32 and M-CSFR in pleural lavage
obtained from mice treated with filgrastim in vitro at a dose of 100ng/ml; CD32 and M-CSFR
were not expressed in the electrophoretic study. Conclusion: Filgrastim in this study had no
effect on the expression of CD32 and M-CSFR in murine macrophages as a treatment of

pulmonary alveolar proteinosis.

KEY WORDS: Pulmonary alveolar proteinosis, filgrastim, macrophages, CD32, M-CSFR
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INTRODUCCION

La proteinosis alveolar pulmonar (PAP) es un sindrome raro definido por la acumulacion de
sustancia surfactante (material lipoproteico) en los alveolos pulmonares y en las vias
respiratorias terminales (1), lo cual produce una insuficiencia respiratoria de tipo hipoxémica
y aumenta el riesgo de infecciones secundarias (32).

La prevalencia de esta patologia es de 7 casos por millén de personas en Estados Unidos y
Japon segln un estudio realizado en el afio 2018. Asimismo, la prevalencia de la PAP
autoinmune es de 6,2 casos por millén de personas y la incidencia es 0,49 casos por millén
de personas segun un estudio japonés (3). Y la PAP secundaria tiene una prevalencia del 0,5
por millén de personas y una incidencia de 0,05 por millén de personas (1). Los factores de
riesgo asociados a esta patologia son: Humo del tabaco en la mayoria de los casos, polvos

organicos e inorganicos, gases, etc.

La PAP ha tenido diversas formas de clasificacion, sin embargo, actualmente se clasifica en
PAP autoinmune, caracterizada por niveles altos de auto anticuerpos anti factor estimulante
de colonias granulocito macréfago (anti FEC-GM) en los pulmones, representa un 90% de
todos los casos de PAP; PAP hereditaria o congeénita, caracterizado por mutaciones en los
genes del receptor del factor estimulante de colonias granulocito macréfago (FEC-GM) con
una frecuencia menor al 1%; y PAP secundaria, resultado de enfermedades subyacentes que
alteran el namero o la funcion de los macrofagos alveolares con una frecuencia del 8 a 9%,
dentro de las patologias subyacentes la mas frecuentemente asociada son los desérdenes

hematologicos (sindrome mielosdisplasico) (1,29,31).

En esta patologia se ve alterada la eliminacién de la sustancia surfactante; debido a que la
sefializacion del FEC-GM se encuentra alterada por la presencia de auto anticuerpos anti
FEC-GM o mutaciones en los receptores del FEC-GM en el macréfago alveolar, o por la
presencia de enfermedades subyacentes que alteran la funcién de los macrofagos alveolares
(1). EI FEC-GM juega un papel muy importante en la PAP, porque regula la capacidad de
absorcion y catabolismo de los macrofagos alveolares, funcidn necesaria para el equilibrio
del surfactante pulmonar (29), este proceso se realiza mediante la activacion de multiples
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vias de sefializacion, incluida la activacién del factor de transcripcion llamado PU.1 y el

receptor de peroxisoma proliferador activado gamma (PPARY) y otros (32).

La edad de inicio de los sintomas, la forma de presentacion y la gravedad depende del tipo
de PAP. Los pacientes con PAP autoinmune, la forma de presentacion mas frecuente, son
personas de la tercera a quinta década de la vida con disnea de esfuerzo, tos con o sin
expectoracion blanco espumoso, fatiga y/o pérdida de peso; al examen fisico se ausculta
crépitos y/o cianosis en un pequefio nimero de pacientes; en la radiografia de torax se observa
infiltrados simétricos en el tercio medio e inferior de ambos campos pulmonares y en la
tomografia computarizada se evidencia opacidades difusas en vidrio esmerilado asociados a
un engrosamiento del septo interlobular (1,32). La PAP al ser una patologia poco frecuente,
es confundida por otras enfermedades mas frecuentes, tales como neumonia o asma, sin
embargo, al no responder al tratamiento antibiotico en el caso de la neumonia o terapia
broncodilatadora en el asma, hace necesario la reconsideracion de nuevos diagndsticos (32).
Pacientes con PAP hereditaria presentan sintomatologia similar a la PAP autoinmune, no
obstante, la edad de inicio es en la infancia; y pacientes con PAP secundaria se presentan

junto a una condicion clinica subyacente y en el contexto de la exposicion ambiental.

El lavado pulmonar completo se ha practicado por més de 50 afios como tratamiento de
primera linea, bajo anestesia general utilizando un tubo endotraqueal de doble lumen y suero
fisiolégico (1,14,16). Sin embargo, con el paso de los afios se empez6 a conocer mas sobre
la fisiopatologia de esta patologia, y por consiguiente se conocieron nuevas lineas
terapéuticas, entre ellas el tratamiento con FEC-GM, tras el descubrimiento de que los ratones
deficientes de FEC-GM desarrollaban un trastorno parecido a la PAP y que la administracion
de FEC-GM resuelve el problema, con esos datos se dedujo que el tratamiento con FEC-GM

podria ser efectiva en personas con esta patologia (1)

Filgrastim es un factor estimulante de colonias granulocito (FEC-G) recombinante humano
producido por ingenieria genética en Escherichia coli. EI farmaco actGa sobre la membrana
celular de las células progenitoras hematopoyéticas y en los neutréfilos maduros, mediante
el aumento de la produccion de neutréfilos en la médula dsea (34). Filgrastim es usado en
nifios y adultos con leucemia mieloide aguda post quimioterapia, neutropenia asociada al
tratamiento de la hepatitis C, neutropenia post quimioterapia, y otros (34). Aunque su uso en
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los sindromes mielodisplasicos y la leucemia se debe considerar como experimental en
espera de la disponibilidad de mas datos clinicos (20). Contraindicado en pacientes con
antecedentes de reaccion alérgica grave a FEC-G humano como filgrastim o pegfilgrastim o
cualquier componente de la formulacion del farmaco. La reaccion adversa mas frecuente es
el dolor 6seo en el 20% de los casos que puede ser controlado con analgésicos (20); no hay
informacion acerca de sobredosis masivas con filgrastim y el medicamento se puede
administrar por via subcutanea o endovenosa. Actualmente en nuestro pais, el filgrastim es
usado en el campo de la hematologia y oncologia; es un farmaco que esta a nuestro alcance,

porque es barato y disponible en los hospitales publicos y clinicas privadas.

El uso de farmacos tales como el sargramostim ya sea como alternativa terapéutica o
tratamiento complementario al lavado broncoalveolar para la PAP tiene varios afios de
vigencia a nivel mundial, sin embargo, como esta patologia es poco frecuente en el mundo y
en nuestro pais, el sargramostim no es facil de conseguir en nuestro pais, y se tiene que

comprar del extranjero y su costo es muy elevado.

Considerando que hay experiencia clinica local en el manejo de ésta patologia con filgrastim
y resultados favorables. Es el proposito de este trabajo evaluar el efecto del filgrastim sobre
la activacion de CD32 y M-CSFR en macr6fagos murinos como tratamiento de la proteinosis
alveolar pulmonar en el laboratorio. Datos que serdn documentados en un estudio
experimental, y servird como precedente para el uso del filgrastim como alternativa
terapéutica a sargramostim, por ello, si se presentan casos de proteinosis alveolar pulmonar
en nuestro pais se podria usar como tratamiento a filgrastim acompafiado del lavado

pulmonar completo.
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MATERIALES Y METODOS

1. Técnicas, instrumentos y materiales de verificacion

Técnicas:

a. Poblacion de estudio: Este proyecto fue evaluado por el Comité Institucional de
Etica de Investigacion de la Universidad Catélica de Santa Maria, los murinos fueron
comprados del Bioterio de la misma universidad. Se usaron cinco murinos (ratones)

sanos, con un peso entre 40 a 50 gramos, entre machos y hembras.

— Estudio invivo: Se tomaron cinco murinos al azar, de los cuales uno fue el control,
que no recibid ningun farmaco; y los cuatro restantes, recibieron 300ng/dia de
filgrastim diluido en suero fisiolégico, el primer ratén recibié una dosis, el
segundo raton recibid dos dosis, el tercer raton recibio tres dosis y el cuarto ratdn
recibié cuatro dosis de filgrastim por via subcutanea. Posterior a ello se realiz6 la
eutanasia de los murinos mediante dislocacion cervical. Se realizd la diseccion de
la cavidad toracica y se tomaron muestras de tejido pulmonar de cada murino, en

total cinco muestras.

— Estudio in vitro: Se tomaron siete murinos al azar, de los cuales dos fueron
controles. Luego se efectla la eutanasia de los murinos mediante dislocacion
cervical, después se realiz6 la diseccién de la cavidad toracica e inyeccion-
aspiracion de suero fisioldgico 2 ml a través del diafragma. Se obtienen en total 7

muestras de lavado pleural.

b. Cultivo celular: Las siete muestras provenientes del estudio in vitro del lavado
pleural fueron cultivados en placas de seis pozos en medio Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) suplementado con Suero Fetal Bobino (SFB) al 10% vy
Meropenem a 50 ug/mL. Se us6 en promedio 400 000 macréfagos del lavado pleural
por pozo, luego se agreg6 el farmaco filgrastim a una concentracion de 100 ng/mL
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luego 24 horas a cinco pozos (cinco murinos) y a dos pozos (dos murinos) no se
agregd ningun farmaco, quedando como controles. El conteo celular se realizd

utilizando la cdmara de Neubauer a las 48 horas post administracion del farmaco.

c. Extraccion de RNA y analisis: Para el estudio in vivo, se tomo un pequefio trozo de
tejido pulmonar de cada murino y se homogeneizo con una tijera quirargica al interior
de micro tubos de 1.5 mL con 1mL de TRIzol®. Para el estudio in vitro, se retiro el
medio DMEM de las placas de 6 pozos y se lavo con Buffer Fosfato Salino (PBS); se
agregd 1 mL de TRIzol® a cada pozo y se utilizé un Scrapper para despegar las
células de la superficie de cultivo. Seguidamente, se recuperd las células y se pasaron
auntubo de 1.5 mL. La extraccion de RNA total con TRIzol fue realizado de acuerdo
al protocolo TRI Reagent® Protocol para ambos tipos de estudios. EI RNA extraido
fue rotulado con un cddigo y almacenado a temperatura de -20°C hasta su posterior
analisis. Luego se realiz6 la medicion del RNA mediante el NanoPhotometer®NP80
siguiendo las instrucciones del fabricante, para determinar la concentracion de RNA

y la pureza de las muestras.

d. Sintesis de cDNA: La sintesis de cDNA se realiza usando un kit comercial
OneScript® cDNA synthesis kit de acuerdo a las instrucciones del fabricante en el
termociclador. Se tom6 de 5ul de RNA de cada muestra, oligo(Dt) 1ul, ANTP MIX
1ul, 5X RT Buffer 4ul, RNaseOFF Ribonuclease Inhibitor 0,5ul, RTase 1ul y
Nuclease-free H20 para un volumen total de 20ul en microtubos de 0.2 mL; posterior
a ello se rotularon las muestras con codigos. EI cDNA sintetizado fue almacenado a

-20°C para su posterior analisis por PCR.

e. Amplificacion por PCR convencional: La amplificacion se realizara utilizando 2X
PCR Taq Plus MasterMix y los primers antes mencionados. Se usara cONA, primer
especifico (CD32, M-CSFR y B actina) y 2X PCR Tag Plus MasterMix en un tubo de
0.2 mL para cada muestra, el programa de PCR fue el siguiente: 95°C por 5 minutos,
95°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos, 72°C por 45 segundos y 72°C por 10
minutos por 45 ciclos. Posterior a ello se almacend las muestras a -20°C para su
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posterior comprobacién en gel de agarosa 1.5%. Los primers se buscaron de articulos
cientificos (38, 39) y se calculo la temperatura de Annealing adecuada utilizando el
programa bioinformatico NEB®Tm Calculator. La secuencia de primers que se

usaron fue la siguiente:

PRIMER FORWARD REVERSE
CD32 5’-GGAGAGCAACTGGACTGTCC-3” 5’-ACTGTGGTTGGCTTTTGGGA-3’
M-CSFR 5-TCCACCTCCACTGGCATCTG-3' 5-ATGCTGTATGCTAGGGTAGGC-3'
BETA
BETTA 5’- TCATGAAGTGTGACGTTGACAT3’ 5’-CCTAGAAGCATTTGCGGTGCAC3’

f. Electroforesis de productos de PCR: Se preparara geles de agarosa al 1.5% para la
electroforesis de los productos de PCR; en cada pozo se cargo 20ul de producto de
PCR para CD32 y M-CSFR; y 15ul de muestra de productos de PCR para el gen de
referencia beta actina. Para determinar el peso molecular se utiliz6 el marcador 100bp
Opti-DNA Marker, segun el volumen indicado en el inserto. La corrida se realizo a
120V durante 40 minutos utilizando buffer Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X. Las

bandas fueron reveladas en el transiluminador (luz UV).

Materiales:

Material bioldgico: EI material biolégico empleado fue murinos (ratones), provenientes

del Bioterio de la Universidad Catélica de Santa Maria-Arequipa.
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Material de laboratorio:

e Micropipetas

e Vaso de precipitado

e Tubos falcon estériles de 15 mL
e Tips estériles para micropipetas
e Jeringas 1,5,10ml

e Tubos eppendorf

e Alcohol

e Algodon

e Papel aluminio

e Hielo

e Suero fisioldgico

e Equipo de diseccion

e Cultivo celular (placa de 06 pozos)

e Antibidtico
Reactivos:

e FEtanol al 75%

Agarosa
Buffer TAE 1X 2%
Primers CD32, M-CSFR y beta actina

Factor estimulante de colonias granulocito (Filgrastim)
e Medio DMEN completo

Kits:

e OneScript® cDNA synthesis kit

e kit 2X PCR Taqg Plus MasterMix

e SYBR®Safe DNA gel stain (Invitrogen)
o Kit de extraccion de RNA
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Equipos:

e Termociclador (MultiGene Optimax)

e Céamara de electroforesis

e Congeladora

e Fluorémetro

e Vortex (Vortex Mixer eurolab)

e Mini spin

e Campana de flujo laminar

e NanoPhotometer (Implen)

e Microscopio invertido de Fluorescencia ZOE, BioRad.
e Micro Centrifuga

e Transiluminador

e Papel bond A4

e Materiales de escritorio

e Computadora

e Impresora

e Fichas de recoleccién de datos

e Software: Microsoft Office y estadistico

2. Campo de verificacion

2.1. Ubicacion espacial: El presente trabajo se realizd en las instalaciones de la

Universidad Catdlica de Santa Maria — Arequipa.

2.2. Ubicacion temporal: La ejecucion del proyecto se realiz6 a finales de febrero y

primera semana de marzo del presente afio.
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2.3. Unidades de estudio: Ratones obtenidos del Bioterio de la Universidad Catélica de

Santa Maria.

Poblacién: Se tomaron como poblacion 12 ratones, de los cuales cinco formaron
parte del estudio in vivo y siete formaron parte del estudio in vitro. Hubo murinos
que recibieron el farmaco filgrastim y otros fueron controles. Todo ello se llevo a
cabo en las instalaciones de la Universidad Catdlica de Santa Maria.

Muestra: En el presente estudio no se calcul6 tamafio muestral, debido a que es un
trabajo experimental, ademas que se abarcé a todos los integrantes de la poblacién

que cumplieron los criterios de inclusion.

2.4. Criterios de seleccion:
Criterios de inclusién:

e Murinos sanos
e Macrofagos provenientes de tejido pulmonar de murinos y lavado pleural.
e Murinos con peso entre 40 a 50 gramos

e Murinos comprados del Bioterio de la Universidad Catolica de Santa Maria

Criterios de exclusion:
e Murinos con alguna enfermedad
e Macrofagos provenientes de otros oOrganos o lugares diferentes a los
mencionados anteriormente
e Murinos con pesos menores a 40 gramos 0 mayores a 50 gramos

e Murinos comprados de proveedores comerciales sin licencia
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3. Estrategia de Recoleccidon de datos

3.1. Organizacion

— Aprobacién del proyecto de tesis por médico asesor y meédico dictaminador
asignado por la Facultad de Medicina de la UCSM, para poder continuar con la
ejecucion del proyecto.

— Se coordin6 con la Universidad Catolica de Santa Maria para la compra de los
animales de laboratorio (ratones) y permiso para poder llevar a cabo el trabajo en
el Bioterio y Laboratorio de la universidad.

— Se solicitd permiso al comité de ética para poder trabajar con animales de
laboratorio (ratones).

— Se realiz6 la compra del material necesario (primers, medicamentos, kit cDNA,
kit PCR y otros) para la ejecucion del proyecto en el laboratorio.

— Se realiz6 estudios piloto antes de la ejecucion del proyecto con murinos en el
laboratorio de la universidad.

— Serealizo la ejecucidn del proyecto mediante la administracion del medicamento
filgrastim via subcutanea, luego la extraccion de tejido pulmonar, para luego
realizar la transcripcion inversa acoplada y amplificacion por PCR (RT-PCR)
para los genes de CD32, M-CSFR, beta actina y la electroforesis respectiva en el
laboratorio.

— Organizacion de los datos obtenidos en laboratorio y procesamiento de datos en

hojas de célculo para su posterior anélisis estadistico e interpretacion.

3.2. Recursos
o Humanos: Investigadora: Yulisa Lope Choque
Asesor: Dr. Jesus Salinas Gamero

Personal especialista en laboratorio y en el Bioterio

o Financieros: El dinero proviene del Concurso ganado en la Jornada
Santamariana 2018 y de la investigadora
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3.3. Criterios para manejo de resultados

a) Plan de Procesamiento:
Los datos seran obtenidos a partir de los resultados obtenidos en el laboratorio,
los cuales seran codificados y tabulados.

b) Plan de Clasificacion:
Se clasificaran los datos en el programa Microsoft Excel 2016 para la
adecuada organizacion de la informacion.

c) Plan de Conteo:
Dado que los datos se encontraran ingresados en un sistema electrénico, el
conteo se llevara a cabo mediante funciones predeterminadas en las hojas de
calculo de Microsoft Excel 2016 y el programa estadistico SPSS v11.

d) Plan de Analisis:
La estadistica descriptiva se realizara por medio de frecuencias y porcentajes
(medias y desviaciones estandar para las variables numéricas). Los datos
fueron analizados mediante una prueba no paramétrica (Prueba de Friedman).
Se tomé como significativo un valor de p<0,05 y un intervalo de confianza del
95%.
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Grafico N°1

Cultivo celular de lavado pleural murino
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Fuente: Foto tomada mediante el microscopio invertido de Fluorescencia ZOE, BioRad.

En el grafico N°1 podemos ver el cultivo celular inicial del lavado pleural cultivado en placas
de seis pozos, previo a la administracion del medicamento filgrastim, visualizado mediante
el microscopio invertido de Fluorescencia ZOE, BioRad a un aumento de 100X. Con una

confluencia del 60%.
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Gréafico N°2

Cultivo celular de lavado broncoalveolar murino
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Fuente: Imagen tomada de Nayak, D.K., Mendez, O., Bowen, S., Mohanakumar, T. Isolation
and In Vitro Culture of Murine and Human Alveolar Macrophages. J. Vis. Exp. (134),
e57287, doi:10.3791/57287 (2018) (47).

En el grafico N°2 vemos una imagen referencial del cultivo celular de lavado broncoalveolar
de un murino al séptimo dia de cultivo celular. A una escala de 400um, con una confluencia

del 80%.

Antes de la administracion de filgrastim en los pozos de las placas del cultivo celular
proveniente del liquido pleural de los murinos habia una confluencia celular del 60%, luego
de 48 horas de administrado el farmaco se obtuvo una confluencia del 80-85%, a predominio
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de células con un diametro entre 10 a 15um, lo cual nos indicaria que el farmaco como factor
estimulante de colonias granulocito (FEC-G) ocasiond la proliferacion de granulocitos

(neutrdfilos en especial), debido a su mecanismo de accion sobre granulocito

Efecto del filgrastim sobre la activacion de CD32 Y M-CSFR en
macrofagos murinos como tratamiento de la proteinosis alveolar
pulmonar— Arequipa, 2020

Gréfico N°3a

Viabilidad celular del lavado pleural en murino
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Fuente: Foto tomada mediante el microscopio invertido de Fluorescencia ZOE, BioRad
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Grafico N°3B

Viabilidad celular del lavado pleural en murino

Fuente: Foto tomada mediante el microscopio invertido de Fluorescencia ZOE, BioRad.

La viabilidad celular fue de un 88,67%. En el grafico 3a se contaron 53 células en total y el
grafico 3b se contaron 47 células que emitian un color rojo fluorescente visualizado mediante
el microscopio invertido de Fluorescencia ZOE, BioRad. Lo cual indica que la viabilidad

celular base con la que empezamos nuestro estudio era buena.
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Tabla N°1

Relacion entre la expresion de actina, CD32 y M-CSFR para raton control

Estadisticos descriptivos

Percentiles
N
25 50 (Mediana) 75
ACTINA 2 120,7500 161,5000 121,5000
CD32 2 247,5000 332,5000 251,2500
M-CSFR 2 1875,0000 2501,5000 1877,2500
Fuente: Elaboracion personal
Estadisticos de prueba?
N 2
Chi-cuadrado 4,000
al 2
Sig. asint6tica 0,135

a. Prueba de Friedman

En los dos murinos control utilizados para este estudio, se evalu6 la relacion entre la
expresion de ADN (acido desoxirribonucleico) para actina, CD32 y M-CSFR; obteniéndose
un valor p = 0.135, que es mayor al 0.05 esperado de un intervalo de confianza del 95%. Por

lo tanto, no existe diferencia entre el nivel de expresion de actina, CD32 o M-CSFR.
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Tabla N°2

Relacion entre la expresion de actina, CD32 y M-CSFR para tejido pulmonar

Estadisticos descriptivos

Percentiles
N
25 50 (Mediana) 75
ACTINA 2 239,2500 542,0000 573,7500
CD32 2 250,5000 862,0000 1042,5000
M-CSFR 2 984,0000 1439,0000 1174,5000
Fuente: Elaboracion personal
Estadisticos de prueba?
N 2
Chi-cuadrado 1,000
gl 2
Sig. asintdtica 0,607

a. Prueba de Friedman

Los dos ratones a quienes se les administré el medicamento filgrastim por via subcutanea a
una dosis de 300ng/dia diluido en 1.5ul de suero fisioldgico, se evalud la relacion entre la
expresion de ADN para actina, CD32 y M-CSFR; obteniéndose un valor p = 0.607, valor
mayor al 0.05 esperado de un intervalo de confianza del 95%. Por lo tanto, no existe

diferencia entre el nivel de expresion para dichos genes.
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Tabla N°3

Relacion entre la expresion de actina, CD32 y M-CSFR para lavado pleural

Estadisticos descriptivos

Percentiles
N
25 50 (Mediana) 75
ACTINA 2 1638,0000 2253,0000 1741,5000
CD32 2 173,2500 313,5000 297,0000
M-CSFR 2 1382,2500 2138,0000 1824,7500

Fuente: Elaboracion personal

Estadisticos de prueba?

N 2
Chi-cuadrado 3,000
gl 2
Sig. asint6tica 0,223

a. Prueba de Friedman

La expresion de ADN para actina, CD32 y M-CSFR de ratones a quienes se les realizo el
lavado pleural con 2ml de suero fisioldgico, y luego el cultivo celular con 100ng/ml de
filgrastim por 48 horas, no demostré diferencia significativa en la expresion de dichos genes,

con un valor de p=0.223 (p>0.05).
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Grafico N°4

Concentracion de RNA en murinos
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Fuente: Elaboracion personal

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Efecto del filgrastim sobre la activacion de CD32 Y M-CSFR en
macroéfagos murinos como tratamiento de la proteinosis alveolar
pulmonar- Arequipa, 2020

Tabla N°4

Concentracion de RNA en murinos

Gen Control Tejido pulmonar Lavado pleural
Actina 457.55 482.95 597.05

CD32 639.7 649.6 607.525
M-CSFR 634.55 581.35 616.3

Fuente: Elaboracion personal

P=1 (p>0.05)

Los valores de la concentracion de RNA posterior a la reaccion en cadena de la polimerasa,
segun la prueba no paramétrica (Prueba de Friedman), se obtiene un valor de p=1, valor
mayora p>0.05, con un intervalo de confianza del 95%, ese valor indica que no hubo

diferencia significativa entre las concentraciones de RNA de las muestras procesadas.
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Gréafico N°5

Expresion de beta actina en tejido pulmonar de murinos

Beta actina

Fuente: Elaboracion personal

En el gréfico N°4 se observa la corrida electroforética de las muestras de PCR (reaccion de
cadena de la polimerasa) de tejido pulmonar, donde se muestra bandas en el nimero 2,3 y 4.
Lo cual demuestra la integridad del RNA extraido. EI namero 2 corresponde a PCR de tejido
pulmonar de murino control, 3 y 4 son muestras de PCR de tejido pulmonar de murinos

tratados con filgrastim.
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Normalmente el fragmento amplificado de actina tiene un peso molecular de 286 pares de
bases, y al ser la Unica banda identificada en la imagen de cada carril, ello corresponde a

actina.

Efecto del filgrastim sobre la activacion de CD32 Y M-CSFR en
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Grafico N°6

Expresion de beta actina en lavado pleural de murinos
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Fuente: Elaboracion personal

En el grafico N°5 se observan bandas en el nimero 2,3 y 4 que corresponden al fragmento
amplificado de actina con un peso molecular de 286 pares de bases. Lo cual demuestra la
integridad del RNA extraido. Los numeros 2, 3 y 4 son muestras de PCR para actina de

lavado pleural de murinos tratados con filgrastim in vitro.
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Grafico N°7

Expresion de CD32 en tejido pulmonar de murinos

CD32

Fuente: Elaboracion personal

En el grafico N°6 se evalua la expresién de CD32, sin embargo, se observa que no se forma
ninguna banda en los carriles correspondientes al tejido pulmonar de los ratones tratados y
del control. Asi mismo, el fragmento amplificado de CD32 tiene un peso molecular de 523
pares de bases, y en la imagen si se forman las bandas correspondientes al marcador. El
numero 1 corresponde al marcador, el nimero 2 y 3 corresponde a PCR de tejido pulmonar
de murino control, 3 y 4 son muestras de PCR de tejido pulmonar de murinos tratados con

filgrastim.
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Grafico N°8

Expresion de CD32 en lavado pleural de murinos

CD32

Fuente: Elaboracion personal

En el grafico N°7 se evalUa la expresion de CD32 en el lavado pleural en ratones, y se observa
que se forman bandas electroforéticas de acuerdo al peso molecular en el marcador, sin
embargo, no se evidencia ninguna banda en los carriles correspondientes al lavado pleural de
los ratones tratados in vitro. ElI numero 1 corresponde al marcador, el nimero 2 y 3

corresponde a la PCR de lavado pleural de murinos tratados in vitro con filgrastim.
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Grafico N°9

Expresion de M-CSFR en tejido pulmonar de murinos

M-CSFR

Fuente: Elaboracion personal

En el grafico N°8 se observa la corrida electroforética donde se evalla la expresion de M-
CSFR, y no se evidencia ninguna banda electroforética en los carriles correspondientes al
tejido pulmonar de los ratones tratados y del control. El fragmento amplificado de M-CSFR
tiene un peso molecular de 444 pares de bases, y en la imagen si se forman las bandas
correspondientes al marcador. EIl nimero 1 corresponde al marcador, el numero 2
corresponde a PCR de tejido pulmonar de murino control, 3 y 4 son muestras de PCR de

tejido pulmonar de murinos tratados con filgrastim.
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Grafico N°10

Expresion de M-CSFR en lavado pleural de murinos

M-CSFR

Fuente: Elaboracion personal

En el grafico N°9 se evalua la expresion de M-CSFR en el lavado pleural de murinos, no
obstante, tampoco se visualizan las bandas correspondientes a M-CSFR en los carriles de los

ratones con tratamiento in vitro con filgrastim.

El ndmero 1 corresponde al marcador, el nimero 2 y 3 corresponde a la PCR de lavado

pleural de murino tratados in vitro con filgrastim.
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DISCUSION

Tras la busqueda de antecedentes investigativos en cuanto al uso del farmaco factor
estimulante de colonias granulocito recombinante humano (filgrastim) como tratamiento de
la proteinosis alveolar pulmonar, no se ha encontrado articulos cientificos a nivel mundial y
local publicados respecto a ello, sin embargo, hay experiencia local de cuatro casos de
proteinosis alveolar pulmonar (PAP) en Arequipa en los Gltimos cinco afios los cuales fueron
tratados con filgrastim mediante nebulizaciones con suero fisiologico y se obtuvo resultados
favorables, 01 paciente fue tratado con este farmaco acompafiado del lavado pulmonar

completo y 03 pacientes fueron tratados solamente con el farmaco.

La PAP es una enfermedad muy rara a nivel mundial y local, con una prevalencia de 4.44 y
una incidencia de 0.56 en Korea, segun un estudio realizado entre 2010 a 2016 (40), hasta 7
casos por millon de personas en Estados Unidos y Japon (32). El tratamiento mediante lavado
pulmonar completo (LPC) se realiza desde los afios sesenta, y la administracion del factor
estimulante de colonias granulocito macréfagos se realiza desde que se empezé a conocer
méas sobre la fisiopatologia de esta enfermedad, a mediados de los afios noventa, se
administré por via subcutanea y se observo una marcada mejoria de los sintomas y la
oxigenacion arterial. Con el paso de los afios se empezaron a usar nuevos farmacos dentro de

ellos estén el rituximab y las estatinas, pero uso esta aun estan en estudio (32).

El factor estimulante de las colonias granulocito macro6fago recombinante (sargramostim) es
producido por ingenieria genética, la experiencia con este farmaco por inhalacion o inyeccién
subcutanea estd aumentando, sin embargo, no se usa como tratamiento de primera linea para
la PAP, debido a que la tasa de respuesta de pacientes tratados con sargramostim es menor
al tratamiento con lavado pulmonar completo (1). Por ello, sargramostim es reservado para
pacientes que no pueden someterse al lavado pulmonar completo o que no ha funcionado el
procedimiento (33). Sargramostim viene en una ampolla que necesita ser refrigerado a

temperaturas de 2 a 8°C, una vez abierto la ampolla se puede usar dentro de las seis horas
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siguientes y como este farmaco no lo venden en nuestro pais, no podria usarse en pacientes
con PAP que no respondan al LPC (41).

En este trabajo se administré el medicamento por via subcutanea a los murinos in vivo y
también a los cultivos celulares in vitro; el procedimiento que se usé para obtener macrofagos
pulmonares pudo haber influido en los resultados obtenidos, porque Deepak et al. establece
un protocolo para la extraccion de macrofagos alveolares en murinos, en el cual realizan un
lavado broncoalveolar mediante una incision en la traquea colocando una sonda de calibre
22 o0 mediante el corte del tejido pulmonar en trozos muy pequefios en una placa (42), en
nuestro estudio para la extraccion de macréfagos pulmonares se tomdé un trozo del tejido
pulmonar, se realizo la eutanasia previa del murino mediante dislocacién cervical, luego se
realizo la diseccion desde el abdomen hasta llegar a la cavidad torécica, y se tomé un trozo
de tejido pulmonar el cual se corté en trozos muy pequefios en un tubo de 1.5ml conteniendo
trizol para realizar la extraccion de RNA; ademas se realizo el lavado pleural mediante la
inyeccion a traves del diafragma, previa diseccion de la cavidad abdominal para tener una
mejor visualizacion con 1ml de cloruro de sodio al 9% en dos oportunidades, se movi¢ al
murino de lado a lado y luego se aspird mediante la jeringa obteniéndose un liquido
transparente. En pacientes sanos las células presentes en el lavado broncoalveolar son:
macrofagos 96%, linfocitos 3% y polimorfonucleares 1% (25), datos que indican que en

pulmones las células que predominan son los macréfagos.

La dosis utilizada de filgrastim en este estudio fue de 300ng/dia, que equivale a 6ug/kg/dia,
sin embargo, en un estudio realizado por Scholz et al. en murinos sanos se les administro
filgrastim a una dosis mucho mayor (3x10ug y 3x20ug) en dias consecutivos con la finalidad
de construir un modelo farmacocinético (50,51), por via subcutanea al igual que en nuestro
estudio, y no mencionaron efectos adversos del farmaco a tales dosis, debido a que se

considera seguro incluso a dosis mayores a las utilizadas en dicho estudio (34).

Al evaluar las ventajas de filgrastim respecto a sargramostim, podemos mencionar que:
Primero: El farmaco esta disponible para la venta en nuestro pais y lo proporcionan los
hospitales publicos de manera gratuita para patologias oncoldgicas a diferencia de
sargramostim cuya venta es restringida. Segundo: Su costo es menor respecto a

sargramostim. Tercero: Filgrastim puede ser usado en pacientes embarazadas, se recomienda
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la dosis efectiva mas baja para poder mantener un recuento absoluto de neutréfilos,
sargramostim no se recomienda su uso durante el embarazo porque en algunas formas de
dosificacion pueden contener alcohol bencilico, el cual estd asociado con el sindrome de
jadeo en bebés prematuros), si es necesario su uso durante el embarazo, se recomienda la

forma liofilizada sin conservantes (33,34).

El conteo celular del lavado pleural se realizé utilizando la cdAmara de Neubauer, donde se
obtuvo un promedio de 400 000 células, la diferenciacion de macrofagos de otro tipo celular
se realizd6 mediante el tamafio de la célula y la forma del nucleo; ademas se evalud la
viabilidad celular mediante el reactivo de viabilidad celular alamarBlue, en nuestro estudio
de obtuvo una viabilidad de 88,7%, como un control de calidad, valor que indica que dichas

celulas estaban en el momento 6ptimo para el desarrollo de sustitutos biolégicos (43, 44).

La extraccion de RNA se realizé mediante el protocolo TRI Reagent® Protocol (45), al final
se agregd 25ul de agua DEPC (Dietilpirocarbonato) en el tubo de 1.5ml donde estaba el pellet
de RNA, considerado util cuando se va a trabajar con RNA, porque es una sustancia quimica
que elimina las ribonucleasas, enzimas capaces de degradar el RNA (46), enzimas encargadas

de la hidrolisis del RNA en componentes mas pequefios.

Tracey et al., realizé un estudio en pacientes con PAP y ratones “knockout” para FEC-GM;
donde se demostré que en la PAP habia una deficiencia del FEC-GM, y que la expresion de
RNAm (&cido ribonucleico mensajero) en los macréfagos alveolares provenientes de
pacientes con PAP estd marcadamente disminuido en comparacion a pacientes sanos.
Ademaés, los marcadores de diferenciacion terminal CD32, receptor de manosa y M-CSFR

dependientes de PU.1 estaban disminuidos en esta patologia (25).

En nuestro estudio se utilizaron a CD32 y M-CSFR como marcadores de macréfagos, y beta
actina “Housekeeping gene” como punto de referencia para el analisis de los niveles de
expresion de otros genes. En los graficos N°4 y 5, se muestra la expresion de beta actina en
la corrida electroforética de las muestras de murinos que fueron tratados con el farmaco en
el estudio in vivo e in vitro y también en el murino control, lo cual indica la integridad del
RNA extraido. No obstante, la expresion de CD32 y M-CSFR no se expresaron en los
murinos con o sin tratamiento (ver graficos N°6-9).
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CD32 (FcyRII) considerada parte del grupo de receptores para la inmunoglobulina G (1gG),
se encuentra en la superficie celular de macréfagos, granulocitos y linfocitos; cuya funcion
es atenuar la inflamacion, mediante la retroalimentacién de linfocitos B (47). Los macrofagos
son células presentadoras de antigenos que se encuentran en todos los tejidos, dentro de ellos
los pulmones; presenta diferentes tipos de marcadores, tales como: Receptor manosil fucosil,
receptores para la porcion Fc de la 1I9gG (FcyRI: de alta afinidad o0 CD64, FcyRII: de afinidad
media 0 CD32 y FcyRIII: de baja afinidad o CD16), CD14 y receptores para citocinas (48).

En el grafico N°7 y 8 no se evidencia bandas electroforéticas correspondientes a CD32 en
tejido pulmonar y lavado pleural, a pesar de haber obtenido los primers de articulos
cientificos, ademas que en murinos la familia de receptores Fc para 1gG incluye cuatro
miembros FcyRlI, 11B, Iy IV, esto quiere decir que CD32 bajo la forma de FcyRIIB se

expresa en murinos (49).

Reconocemos como limitacion de este trabajo el uso de murinos sanos en lugar de murinos
enfermos con PAP, como el que se llevé a cabo en el estudio de Bonfield et al (25), en el que
uso ratones “knockout”, sin embargo, este tipo de ratones requieren de mucho cuidado
ademas son caros. Asi mismo, la administracion del medicamento filgrastim a los murinos
por via subcuténea en lugar de la administracion inhalatoria, la forma como se administrd el
farmaco en la experiencia local, y el tiempo de administracion pudo haber influido en los
resultados obtenidos en este trabajo debido a que la terapia con FEC-GM inhalado, como

ruta de tratamiento local, lograria una mejor eficacia con menos efectos secundarios (6).

La principal fortaleza de este trabajo radica en ser un estudio prospectivo y experimental,
ademas que no hay reportes en articulos cientificos a nivel local y mundial del uso de este
farmaco como tratamiento en pacientes con PAP. Ademas, considerar este trabajo como
precedente para la realizacion de nuevos proyectos de investigacion mediante el uso de este

farmaco como alternativa terapéutica a sargramostim.
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A pesar que en este trabajo de investigacion se obtuvieron resultados en los cuales no hubo
diferencia significativa en la expresion de CD32 y M-CSFR en macrofagos murinos, esto fue
probablemente porque: Primero: EI medicamento se administrd por via subcutanea en lugar
de la via inhalatoria. Segundo: Filgrastim se administro por un periodo muy corto. Tercero:

No se us6 ratones enfermos (ratones “knockout™).
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES
Y
RECOMENDACIONES
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CONCLUSIONES

Primera: El filgrastim no tuvo efecto en la expresién de CD32 y M-CSFR en el tejido
pulmonar de murinos tratados con el farmaco en el estudio electroforético,
manifestdndose con la ausencia de banda electroforética a la altura del peso

molecular correspondiente al marcador.

Segunda: El filgrastim no tuvo efecto en la expresion de CD32 y M-CSFR en el lavado
pleural realizado a murinos con tratamiento in vitro en el estudio electroforético,
manifestandose con la ausencia de banda electroforética a la altura del peso

molecular correspondiente al marcador.

Tercera: No existe diferencia significativa entre el nivel de expresién de actina, CD32 0 M-
CSFR. en los murinos control utilizados para este estudio, valor de p =

0.135(p>0.05) para un intervalo de confianza del 95%.

Cuarta: No existe diferencia significativa entre el nivel de expresion de actina, CD32 o0 M-
CSFR. en los murinos a quienes se les administré el medicamento filgrastim por via

subcuténea, valor de p = 0.0.607 (p>0.05) para un intervalo de confianza del 95%.

Quinta: No existe diferencia significativa entre el nivel de expresion de actina, CD32 0 M-
CSFR. en ratones a quienes se les realizd el lavado pleural con 2ml de suero
fisiologico y administracién de filgrastim in vitro, valor de p=0.223 (p>0.05) para

un intervalo de confianza del 95%.

Sexta: La concentracion de RNA obtenida para la reaccion en cadena de la polimerasa no tuvo

diferencia significativa entre el control, tejido pulmonar y lavado pleural.
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RECOMENDACIONES

Primera: Se recomienda a la Universidad Catolica de Santa Maria la implementacion y
equipamiento de los laboratorios, para poder realizar estudios experimentales a
futuro, como por ejemplo con ratones “knockout” o trabajar con lineas celulares

especificas.

Segunda: Se recomienda realizar estudios experimentales a futuro con ratones enfermos de
proteinosis alveolar pulmonar (por ejemplo: ratones ‘“knockout”). Ademas,
administrar el medicamento por un periodo méas prolongado (entre 2 a 4 semanas) a

una dosis mayor y que el medicamento se administre por via inhalatoria.

Tercera: Se recomienda a los médicos generales, residentes y especialistas reportar los casos
de patologias poco comunes, como la proteinosis alveolar pulmonar, para obtener
informacion real acerca de la prevalencia e incidencia de esta enfermedad.

Cuarta: Se recomienda a los médicos generales, residentes y especialistas, realizar un
adecuado diagnostico en pacientes en los cuales el diagndstico es incierto, porque
se podria tratar de un caso de proteinosis alveolar pulmonar, patologia que es

confundida en adultos con neumonia y en nifios con asma.

Quinta: Se recomienda a los médicos neumdlogos, residentes de la especialidad y
estudiantes de medicina en general realizar estudios prospectivos sobre el uso de
filgrastim como alternativa terapéutica al sargramostim en pacientes con proteinosis

alveolar pulmonar,

Sexta: Se recomienda realizar un estudio comparativo a nivel experimental entre filgrastim
y sargramostim como alternativa terapéutica en pacientes con PAP o en animales de
laboratorio.
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DICTAMEN COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION
UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA

Arequipa, 5 febrero 2020

Seniorita investigadora Yulisa Lope Choque
Universidad Catolica de Santa Maria

De mi especial consideracion

¢
Me dirijo a usted para hacerle llegar el resultado de la evaluacion del proyecto de investigacion y
dictamen del Comité Institucional de Etica de Investigacion denominado “EFECTO DEL
FILGRASTIM SOBRE LA ACTIVACION DE PU.1, CD32, M-CSFR EN MACROFAGOS
MURINOS PARA EL TRATAMIENTO DE LA PROTEINOSIS ALVEOLAR PULMONAR -

AREQUIPA 20207, presentado por la autora Yulisa Lope Choque.

A. DISENO:

En cuanto al disefio, se trata de un estudio experimental, prospectivo y transversal

B. OBJETIVO:
Determinar el efecto del filgrastim sobre la activacion de PU.1, CD32, M-CSFR r en macrofagos

murinos para el tratamiento de proteinosis alveolar pulmonar.

C. ANIMALES SUJETOS DE ESTUDIO:

12 Ratones
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D. TECNICAS DE ESTUDIO:

Evaluacion experimental: Transcripcion inversa acoplada y amplificacion por PCR
(RT-PCR) para los genes de PU.1, CD32, M-CSFR vy la electroforesis respectiva

E. PROTECCION DE LOS SUJETOS DE ESTUDIO:

Se propuso la protecciéon de los animales de estudio para la eutanasia respectiva

asegurando que no sientan dolor.

F. PROCEDIMIENTOS:

; Transcripcion inversa acoplada y amplificacion por PCR (RT-PCR) para los genes de PU.1,
CD32, M-CSFR y la electroforesis respectiva

H. DICTAMEN:

FAVORABLE

DICTAMEN
FAVORABLE
142- 2020

Fomité Instituci.onal de Etica de la Investigacion UCSM
Cualquier duda comunicarse a: comiteeticainvestigacionucsm@gmail.com
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INFORMACION SOBRE INVESTIGACION CON ANIMALES

Complete la informacion acerca de los animales a utilizar

EFECTO DEL FILGRASTIM Y SARGRAMOSTIM SOBRE LA ACTIVACION DE PU.1, CD32,

(T““m CHL M-CSFR ASOCIADO A PROTEINOSIS ALVEOLAR PULMONAR EN MACROFAGOS
estudio MURINOS - Arequipa 2020
Tipo de
animal Ratones
Hembra [:l

Género: Mkt D

Numero de 12

animales
Peso 40 a 45 gramos
(- Edad 5 meses
Existe la posibilidad de uso de modelos alternativos:
st O
No []

Justifique razones de uso de animales de experimentacion:

Comprobar mediante el uso de animales de experimentacion el efecto del filgrastim y sargramostim

sobre los macréfagos murinos.
La enfermedad en estudio es poco frecuente en nuestro medio.

En los estudios realizados anteriormente usan ratones.

Existe Incluya Referencias de estudios similares
Estado del arte sobre|estudios

similares estudios con uso | similares
’ de animales st [] PU.1 regulation of human alveolar macrophage
s NO [] differentiation requires granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor

Justifique razones de niimero de animales:
Se usara 12 ratones porque la cantidad de macréfagos que se obtiene de ellos es un nimero menor.

fectos en lo . : -
xplicar medidas para aliviar

nimales '
Dolor Anestesia l
Estrés Anestesia J
Lesiones \
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9 il
4 ‘ -
R o %ngstesia VVVVV L )
PROCEDIMIENTOS CON ANIMALES DE EXPERIMENTACION
o O SUS MUESTRAS .
Condiciones de |Lugar luz Alimento Humedad emperatura -
lojamiento de . Maiz, trigo, . .
os animales aulas . cebada - e
Medicamentos Dosis Cuidados Métodos ::‘;::::,:: e e 3
edacion de
nimales o : "
5 ml Si Inyeccion Personal de bioterio
Cloroformo
Conservacion para
Muestra a tomar Métodos reutilizar en otro
Obtencién de cstudios
material " e ara .
biolégico Liquido ascitico Extraccion medlanteSl O
‘ inyeccion de sueropy O]
fisiologico
Método Numero de animales ustificaciéon
Eutanasia Destroncamiento cervical 12 Para poder extraer
liquido ascitico
Tipo de desecho |[Muestras contaminadas con: Medidas de control
anejo de Quimicos Microorganis
desechos st (] paan
NO [] st []
NO []
PROCEDIMIENTOS DE SEGURIDAD
Para evita
contagio conPara reemplazo Para reutilizacién
Seguridad para otros animales
los animales
Jaulas individuales Jaulas individuales Jaulas individuales
Seguridad de Bioseguridad Uso de EPP f:gli::_: e:ne:d‘::fs dd?“ bi(s)ts.eguﬁdad
investigado 2 a¢ mvestigacion
cinaii W SI [ Mascarilla B
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uantes
otas

NO [ NO [ ' _Eé}\dil

Los resultados obtenidos nos ayudaran a usar un medicamento alternativo que estj
Relevancia  dedisponible en nuestro medio para la proteinosis alveolar pulmonar
los resultados

Nombres completos del Investigador:

Yulisa Yasmina Lope Choque

Email: azulejo_1422@hotmail.com

Celular: 960349327

Vitlisa/ Casiisfo 1o
uliss Yasmfng Hope hoguoe
Matricula No, 2013801002

Firma del Investigador Principal
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1. PREAMBULO

La Proteinosis Alveolar Pulmonar (PAP) es un sindrome raro que se caracteriza por la
acumulacién de surfactante en los alvéolos y las vias respiratorias terminales de los

pulmones, lo que trae como consecuencia la insuficiencia respiratoria.

El surfactante pulmonar se encarga de mantener la funcion pulmonar al reducir la tension
superficial y prevenir el colapso alveolar, ademéas de cumplir una funcién muy importante en

la defensa del huésped contra los patégenos microbianos.

El diagnostico de la proteinosis alveolar pulmonar se puede realizar en funcién de la historia
clinica, estudios imagenologicos, estudios laboratoriales, estudios de funcién pulmonar,
lavado broncoalveolar y/o hallazgos histopatologicos. Sin embargo, para el diagnéstico de la
proteinosis alveolar pulmonar secundaria, es decir las enfermedades causantes, es necesario

estudios adicionales.

El lavado pulmonar completo ha sido la terapia de primera linea desde la década de los afios
sesenta y que ha demostrado buenos resultados en los pacientes, también se ha utilizado como
tratamiento el lavado lobar y segmentario mediante el uso de un broncoscopio de fibra optica;
sin embargo, actualmente se estdn desarrollando nuevas terapias farmacologicas

prometedoras.

Dentro de ellas se encuentra el tratamiento con Factor estimulante de colonias granulocito
macréfago (FEC-GM). Los primeros tratamientos con FEC-GM exdgeno en pacientes con
proteinosis alveolar pulmonar se administraron por via subcutanea e inhalatoria y se produjo

una buena respuesta al tratamiento, con minimos efectos adversos.

La proteinosis alveolar pulmonar en una enfermedad rara a nivel mundial y en nuestro medio;
sin embargo, considerando que hay una experiencia clinica local en el manejo de ésta
patologia con filgrastim y resultados favorables. Por lo cual, el objetivo de este trabajo es
evaluar el efecto del filgrastim sobre la activacion de CD32 y M-CSFR en macro6fagos

murinos como tratamiento de la proteinosis alveolar pulmonar en el laboratorio.
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2. PLANTEAMIENTO TEORICO
2.1. Problema de Investigacion
2.1.1. Enunciado del problema
Efecto del filgrastim sobre la activacion de CD32 y M-CSFR en macrofagos
murinos como tratamiento de la proteinosis alveolar pulmonar— Arequipa,
2020.

2.1.2. Descripcion del problema
2.1.2.1.  Area del conocimiento
2.1.2.1.1. Area general:  Ciencias de la Salud
2.1.2.1.2. Area Especifica: Medicina Humana
2.1.2.1.3. Especialidad: Neumologia

2.1.2.1.4. Linea: Proteinosis Alveolar Pulmonar

2.1.2.2.  Analisis u operacionalizacion de variables e indicadores

Variable independiente: Filgrastim

Variable dependiente: Activacion de genes

VARIABLE INDICADOR UNIDAD ESCALA
ICATEGORIA
Activacion d RT-PCR: Disminuido Cualitativa
ctivacion de genes .
| CD32 Normal nominal
M-CSFR Aumentado
Filgrastim (FEC-G _ Cuantitativa
Dosis ng/ml discreta

recombinante)
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2.1.2.3. Interrogantes basicas

— ¢Cual es el efecto del filgrastim en la activacion de CD32 en macréfagos
murinos de tejido pulmonar en el estudio in vivo como tratamiento de la
proteinosis alveolar pulmonar— Arequipa, 2020?

- ¢Cudl es el efecto del filgrastim en la activacion de M-CSFR en
macrofagos murinos de tejido pulmonar en el estudio in vivo como
tratamiento de la proteinosis alveolar pulmonar— Arequipa, 2020?

— ¢Cual es el efecto del filgrastim en la activacion de CD32 en macréfagos
murinos provenientes de lavado pleural en el estudio in vitro como
tratamiento de la proteinosis alveolar pulmonar— Arequipa, 2020?

- ¢Cual es el efecto del filgrastim en la activacion de M-CSFR en
macréfagos murinos provenientes de lavado pleural en el estudio in vitro
como tratamiento de la proteinosis alveolar pulmonar— Arequipa, 2020?

— ¢La dosis administrada de filgrastim activa la expresion de CD32 y/o M-
CSFR en macrofagos murinos como tratamiento de la proteinosis alveolar
pulmonar — Arequipa, 2020?

- ¢Existe diferencia significativa entre el nivel de expresion de actina en los
murinos control utilizados para este estudio?

- ¢Existe diferencia significativa entre el nivel de expresion de CD32 en los
murinos a quienes se les administro el medicamento filgrastim por via
subcutanea?

- ¢Existe diferencia significativa entre el nivel de expresion de M-CSFR en
los murinos a quienes se les administré el medicamento filgrastim por via

subcutanea?
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2.1.2.4.  Tipo de investigacion
Bésica

2.1.2.5. Disefio de investigacion

Estudio Experimental, prospectivo y transversal

2.1.2.6.  Nivel de investigacion

Nivel experimental

2.2. Justificacion del problema:

Justificacion cientifica:

Al revisar la literatura internacional, diversos estudios describen sus
experiencias y resultados en el tratamiento de la Proteinosis Alveolar
Pulmonar a través del FEC-GM (Sargramostim), aportando evidencia
cientifica de su utilidad como prueba terapéutica, asimismo del uso del lavado
broncoalveolar pulmonar. Sin embargo, no hay estudios publicados en los que
se haya tratado a los pacientes con esta patologia con FEC-G (Filgrastim). Es
por lo que la relevancia cientifica de este trabajo radica en su originalidad y
caracter de pionero en la documentacion de la utilidad del Filgrastim en el
tratamiento de la PAP mediante el uso de macro6fagos murinos, considerando
que hay una experiencia clinica local en el manejo de esta patologia con

filgrastim y resultados favorables.

Justificacién social:

El costo social que implica el tratamiento de esta enfermedad es elevado, ya
que los tratamientos convencionales no tienen la eficacia suficiente, ademas
que no todos los pacientes responden de la misma manera a determinado
tratamiento, siendo necesario tratamientos adicionales, como es uso de
farmacos tales como el sargramostim, el cual no se encuentra disponible en

nuestro pais y si es adquirido del extranjero su costo es muy elevado.
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Igualmente, los pacientes afectados tienen una gran limitacion de su calidad

de vida, asimismo ello trae consecuencias socioeconémicas.

Justificacion contemporanea:

El uso de farmacos tales como el sargramostim ya sea como alternativa
terapéutica o tratamiento complementario al lavado broncoalveolar para la
PAP tiene varios afios de vigencia en el mundo, sin embargo, como esta
patologia no es muy frecuente en el mundo y en nuestro pais, el sargramostim
no es facil de conseguir en nuestro pais, y se tiene que comprar del extranjero
y el costo es elevado. Es por ello, que se puede usar como alternativa
terapéutica al filgrastim en nuestro medio, porque lo tenemos a nuestro

alcance y es barato.

Factibilidad:

Al ser un estudio experimental, los murinos se obtendrén del Bioterio de la
Universidad Catolica de Santa Maria, y el estudio experimental se llevara a
cabo en los laboratorios de la misma universidad, ademas contamos con el

apoyo de docentes de la universidad para ello.

Justificacion personal:

Soy consciente que esta enfermedad no es muy frecuente a nivel mundial y
nacional, pero la posibilidad de contribuir en las mejoras del tratamiento,
como alternativa terapéutica al tratamiento convencional. Contribuyendo a
demostrar en el laboratorio el efecto del Filgrastim sobre la activaciéon de
CD32 y M-CSFR en macréfagos murinos y asi demostrar la utilidad de este
farmaco en esta patologia y ser usado como alternativa terapéutica al
sargramostim en nuestro medio, debido a su disponibilidad y costo; es por ello

que se realiza este proyecto de investigacion.
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2.3. Marco conceptual

PROTEINOSIS ALVEOLAR PULMONAR

DEFINICION:

La Proteinosis Alveolar Pulmonar (PAP) es una enfermedad rara que se caracteriza
por la acumulacion progresiva de sustancia surfactante en los alveolos y vias
respiratorias terminales (1), el cual trae como consecuencia en una disfuncién de
ventilacion pulmonar tipo restrictivo, disminucion de la capacidad de difusion e
incluso podria progresar a insuficiencia respiratoria hipoxemica del paciente.

Ademas del incremento del riesgo de infecciones secundarias y/o fibrosis pulmonar.

Esta patologia fue reportada por primera vez en 1958 por Rosen et al, como un
desorden que consistia en la acumulacion de un material proteico PAS positivo rico
en lipidos en los alveolos pulmonares y que actualmente ese material se conoce como
sustancia surfactante. Ademads, esta patologia tuvo varias denominaciones
anteriormente, tales como: Lipoproteinosis alveolar pulmonar, PAP idiopatica, PAP

idiopética y PAP congénita (1).

EPIDEMIOLOGIA:

La prevalencia de la PAP en Estados Unidos y Japon es de al menos 7 casos por
millén de personas, segun un estudio realizado en el 2018 (32). La PAP autoinmune
tiene una incidencia del 0,49 por millén de personas y una prevalencia del 6,2 por
millon de personas, segun un estudio realizado en mas de 200 pacientes con PAP en
un estudio japonés (3). Asimismo, la PAP autoinmune es dos veces mas comin en
los hombres, generalmente se presenta en la tercera a la sexta décadas y la edad
promedio es de 51 afios, y es rara en nifios menores de 10 afios. La PAP secundaria
representa el 8-9% de todos los casos de PAP, con una incidencia del 0.05 por millon
y prevalencia de 0.5 por millon de personas, con una edad media de 53 afios en

varones y 58 afios en mujeres, y la relacién hombre: mujer de 1.14:1.0. Es importante
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tener en cuenta que se realiza un infra diagnostico de esta patologia, porque puede
diagnosticarse como otra enfermedad més comun o se presenta como una enfermedad
leve y por lo tanto la PAP a menudo permanece sin diagnosticar durante largos
periodos de tiempo. (1, 7).

Los factores de riesgo que estan asociados a esta patologia son la exposicion a
diversos agentes ambientales, tales como: EI humo del tabaco (en la mayoria de los

casos), gases, polvos orgénicos e inorgéanicos (32).

CLASIFICACION:
La Proteinosis Alveolar Pulmonar se clasifica en:

PAP autoinmune (también conocida como idiopatica o adquirida), causada por altos
niveles de auto anticuerpos anti-FEC-GM en los pulmones, estos son los mas
frecuentes, representa mas del 90% de todos los casos de PAP. Ademas, se considera
que fumar y la exposicién por inhalacién ocupacional al polvo o particulas aumenta
el riesgo de PAP, un estudio realizado a 227 pacientes con PAP autoinmune (57% de
los pacientes tenian antecedentes de tabaquismo) y otro estudio realizado a 199
pacientes con PAP autoinmune (26% tuvo antecedente de exposicion a dichos

elementos) (32).

PAP hereditaria o congeénita, causado por las mutaciones en los genes del receptor

FEC-GM con una frecuencia menor al 1% (1, 29).

PAP secundaria es el resultado de enfermedades subyacentes que presumiblemente
alteran la eliminacién de surfactante porque alteran el nimero o funciones de los
macrofagos alveolares, incluido el catabolismo del surfactante alveolar, tiene una

frecuencia del 8 a 9%, las enfermedades subyacentes son:

— Enfermedades hematoldgicas: Sindrome mielodisplasico, leucemia mieldgena
aguda, leucemia mielocitica crdnica, leucemia linfoblastica aguda, leucemia

linfocitica crénica, mieloma multiple, anemia aplasica, linfoma, y otros)
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— Sindrome de inhalaciéon toxica como: Humo del Cigarro, cloro, dioxido de
nitrégeno, productos de limpieza, gasolina, petroleo, pintura, humos plasticos
sintéticos, barniz. Polvo organico: Agricola, fertilizante, harina de panaderia,
aserrin. Polvo inorganico: Aluminio, cemento, silice, titanio, indio

— Enfermedades infecciosas: Pneumocystis jiroveci, Nocardia, Citomegalovirus,
Mycobacterium tuberculosis.

— Sindrome de deficiencia inmune

— Tumores malignos: Adenocarcinoma de pulmén, melanoma, glioblastoma.

Y las patologias subyacentes mas asociadas a esta enfermedad son los desordenes
hematoldgicos en méas del 75% de los casos, y dentro de ellas los sindromes
mielodisplasicos (1). En un estudio de cohorte retrospectivo realizado en Japon, se
demostro que la PAP esta asociado a un mal prondstico, ya sea por la propia PAP o

las infecciones asociadas a la PAP (31).

PATOGENIA:

La PAP se caracteriza por la acumulacion de surfactante en los alveolos causados por
la reduccion del aclaramiento pulmonar, mas no del aumento de la produccion. La
sintesis y secrecion intraalveolar del surfactante en ésta patologia es normal, realizado
por las células epiteliales alveolares tipo II; y la eliminacion de la sustancia
surfactante se realiza por absorcion y reciclaje en las células epiteliales tipo Il o por
absorcion y catabolismo en los macrdéfagos alveolares. Para el catabolismo del
surfactante en los macrofagos alveolares juega un papel importante el FEC-GM, una
citocina glicoproteica de 23 KDa producida por las células epiteliales alveolares tipo
Il entre otras, mediante la unién a los receptores de la superficie celular que
comprenden una subunidad alfa (de baja afinidad) y beta (que no se une y mejora la
afinidad), la unién provoca la activacion de JAK2 vy el inicio de la sefializacion a
través de multiples vias, incluida la activacion del factor de trascripcion PU.1 y el
receptor de peroxisoma proliferador activado gamma (PPARYy) y otros. En la PAP la

sefializacion del FEC-GM esta alterada, ya sea por la presencia de auto anticuerpos
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anti FEC-GM o mutaciones en los receptores del FEC-GM, lo cual da origen a
macrofagos alveolares disfuncionantes y por consiguiente la acumulacion de
surfactante en los espacios alveolares (1, 2). La alteracion en la sefializacion del FEC-
GM en la PAP autoinmune también causa niveles reducidos de PU.1, un factor de

transcripcion regulado por el FEC-GM.

El FEC-GM no solo es un factor estimulante del crecimiento celular hematopoyeético
que estimula la proliferacion y diferenciacion de las células de la médula 6sea (células
madre), sino que también regula la capacidad de absorcion y catabolismo de los
macrofagos alveolares, por lo cual tiene una funcion importante en el equilibrio del

surfactante pulmonar (29).

El surfactante pulmonar mantiene la funcion pulmonar al crear una interfaz aire-
liquido en la superficie alveolar, debido a que reduce la tension superficial y previene
el colapso alveolar. Estd compuesto por un 80% de fosfolipidos (principalmente
fosfatidilcolina), 10% de lipidos neutros (principalmente colesterol y en menor
proporcidn triglicéridos y acidos grasos) y 10% de proteinas surfactantes (proteinas
surfactantes tipo A, B, C y D) (32). Las proteinas surfactantes tipo A y D son
importantes para la defensa del huésped pulmonar, opsonizando y matando
directamente varios patdgenos microbianos, la proteina surfactante tipo B contribuye
a la organizacion y al empaquetado del surfactante en cuerpos lamelares durante la
biogenesis, la proteina surfactante tipo C contribuye a la formacion y mantenimiento
de capas de surfactante en la interfaz aire-liquido (2). Y la otra funcion de la sustancia
surfactante es la defensa del huésped contra los patégenos microbianos.

El surfactante pulmonar es sintetizado y secretado por las células epiteliales
alveolares tipo 11, a su vez estos Ultimos se encargan de la eliminacion por captacion,
reciclaje y catabolismo; y la eliminacién por captacion y catabolismo del surfactante
pulmonar en los macréfagos alveolares (1). FEC-GM juega un papel critico en el
catabolismo del surfactante en los macrofagos alveolares, pero no regula la captacion

de surfactante por parte de estas células (2).
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Los autoanticuerpos FEC-GM son policlonales, compuestos principalmente de 1gG1
e 1gG2. Ademas, los autoanticuerpos FEC-GM también estan presentes en personas
sanas, pero a niveles mucho mas bajos en comparacion de los pacientes con PAP,
estos datos sugirieron la hipdtesis de que el riesgo de PAP aumenta cuando los niveles
de autoanticuerpos FEC-GM aumentan por encima de un umbral critico
(aproximadamente 5 pug / ml) (2). Entre los pacientes con PAP autoanticuerpos
negativos para FEC-GM, se identificaron mutaciones genéticas de los genes alfa y
beta del receptor FEC-GM (FEC2RA y FEC2RB, respectivamente). Es importante
recordar que el FEC-GM es una citoquina de 23 kDa producida por varias células que
se une a receptores heterdlogos de la superficie celular que comprenden una
glicoproteina a de uniéon a FEC-GM de baja afinidad y una glicoproteina  de union
a afinidad no vinculante (2). La alteracion de la sefializacion de FEC-GM por
mutaciones recesivas en FEC2RA o FEC2RB causa una forma hereditaria de PAP
que es clinicamente, fisiolégicamente, e histoldgicamente indistinguible de PAP
autoinmune. Estas formas genéticas de PAP ahora se clasifican como PAP

hereditarias. La PAP hereditaria representa menos del 1% de los casos (1).

MANIFESTACIONES CLINICAS:

Los sintomas comunes de la PAP incluyen disnea de esfuerzo, tos, fatiga y pérdida
de peso. En la PAP autoinmune, suele haber antecedente de tabaquismo (57% segun
una la cohorte japonesa, 79% en la cohorte alemana y 64% en la cohorte italiana), y
se ha informado de exposicion a polvo o humo (26% en la cohorte japonesa, 54% en
aleman cohorte, y 32% en cohorte italiana). La fiebre y la produccion de esputo son
menos comunes. En la PAP secundaria con sindrome mielodisplasico, los sintomas
mas comunes son fiebre (45%), disnea de esfuerzo (42%) y tos (42%). En varios
estudios, dos tercios de los pacientes eran hombres (hombre/mujer 2.2/1). El examen
fisico generalmente es normal, pero en algunos pacientes se han reportado

crepitaciones y cianosis (1,7,8,9).
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DIAGNOSTICO:

El diagnostico de la PAP se suele basar en una historia clinica compatible con la
enfermedad, hallazgos imagenologicos tipicos, citologia del lavado broncoalveolar
y/o hallazgos de biopsia de pulmon, y biomarcadores compatibles. Asimismo, para el
diagnostico etioldgico de la PAP secundaria se requiere de estudios adicionales. Las
pruebas de autoanticuerpos anti-FEC-GM tempranas son Utiles para realizar el
diagndstico de la PAP autoinmune, es por ello que los pacientes con autoanticuerpos
anti-FEC-GM en suero elevados, pero sin enfermedades subyacentes asociadas con
PAP se diagnostican con PAP autoinmune; los pacientes con autoanticuerpos anti-
FEC-GM en suero negativos y con enfermedades subyacentes asociados a PAP se
diagnostican como PAP secundaria; los pacientes con autoanticuerpos anti-FEC-GM
en suero negativos y niveles elevados de FEC-GM en suero sin enfermedades
subyacentes asociadas con la PAP necesitan una evaluacion adicional de la PAP
hereditaria mediante el analisis de las mutaciones del gen del receptor de GM-CSF (
FEC2RA o FEC2RB ).

Estudios imagenoldgicos:

La radiografia de torax puede ser una prueba de deteccion util para el diagnostico de
PAP, donde la distribucion de los infiltrados pulmonares ya sea en la PAP autoinmune
y hereditaria son tipicamente opacidades simétricas bilaterales en los campos
pulmonares medio e inferior. En la tomografia computarizada de alta resolucion
(TCAR) se muestra opacidades en vidrio esmerilado en la PAP autoinmune,
hereditaria y secundaria; las opacidades en vidrio esmerilado se presentan como un
patron geografico parcheado en los campos pulmonares inferiores en la PAP
autoinmune, mientras que en la PAP secundaria se presentan como un patrén difuso
(1). En la PAP autoinmune con frecuencia se observa opacidades en vidrio esmerilado
asociados a un engrosamiento del septo interlobular consistente con un patron de
"pavimentacion loca" se llama asi debido a su parecido con los caminos empedrados

de forma irregular (4).
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Estudios de laboratorio:

La mayoria de las pruebas de laboratorio de rutina son normales en la PAP. El lactato
deshidrogenasa (LDH) sérico suele ser elevado, pero este hallazgo es inespecifico.
LDH y presion parcial de oxigeno en la sangre arterial (PaO2) estan moderadamente
correlacionados y LDH vy gradiente de oxigeno alveolar-arterial (A-a02) estan mas
significativamente correlacionados (7). De manera similar se ha evidenciado niveles
elevados de proteina surfactante tipo A, B y D pero, este hallazgo también esta
presente en otras patologias. Sin embargo, la proteina similar a la mucina KL-6 esta
aumentada en esta enfermedad y parece correlacionarse con la gravedad de la
enfermedad (1, 5).

Pruebas de funcion pulmonar

Las pruebas de funcion pulmonar tienen una utilidad limitada para diagnosticar la
gravedad de la PAP. El aumento del A-aO2 se correlaciona mejor con la gravedad de
la enfermedad, de manera similar la capacidad de difusion del pulmén para el
mondxido de carbono (CDCO) que se reduce con frecuencia y se correlaciona con la
gravedad de la enfermedad. La capacidad vital forzada (CVF) y volumen espiratorio
forzado en el primer segundo (VEF1) estdn generalmente dentro de los limites

normales (1,9).
Lavado broncoalveolar

El liquido del lavado broncoalveolar (LBA) de pacientes con PAP es opaco y de
aspecto lechoso, cuando se deja reposar el liquido se separa espontaneamente en un
sobrenadante amarillo palido, casi transltcido y un sedimento espeso. El diagnostico
de esta enfermedad se puede establecer definitivamente con el LBA, como se
demuestra en estudios donde el 4% de los 410 casos publicados en 2002 al 83% en
series alemanas en 2011 se usa el LBA como diagnostico (7,12). En una cohorte
japonesa, el diagnostico de PAP se baso en el analisis de TCAR y LBA en el 58,7%
de los pacientes; TCAR, LBA y biopsia pulmonar transbronquial (BPTB) en el 34,1%
de los pacientes; y analisis de LBA o BPTB y cirugia toracoscépica asistida por video
(VATS) en el 7,2% de los pacientes (9). La citologia del LBA muestra macrofagos
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alveolares agrandados, vacuolados y de aspecto espumoso. La microscopia
electrénica muestra la presencia de mielina tubular, cuerpos lamelares y estructuras
de membrana fusionadas dentro del material extracelular amorfo. Estas caracteristicas
microscopicas electrénicas son morfolégicamente las mismas que las del surfactante.
(1, 5). El uso del LBA y la medicion de autoanticuerpos anti-FSC-GM en suero en
muchos casos elimina la necesidad de confirmacion histoldgica para el diagnostico
de PAP.

Biopsia pulmonar

La biopsia pulmonar muestra alvéolos y bronquios terminales llenos de material
eosinofilico, granular y PAS positivo y macréfagos alveolares espumosos, puede
haber un leve infiltrado linfocitico en el intersticio. Ademas, es importante destacar
que la arquitectura del pulmdn se conserva. En casos avanzados, se pueden desarrollar
cambios fibroticos, que pueden conducir a distorsion arquitectdnica, aunque esto no
es comun. La histopatologia de la PAP revela alvéolos bien conservados llenos de
material eosinofilico, granular y PAS positivo y macréfagos alveolares espumosos.

Se asocia con una minima inflamacién intersticial o fibrosis (5).
Biomarcadores:

La mayoria de estos biomarcadores son Utiles para monitorear la actividad de la
enfermedad en pacientes con PAP (1). En la PAP autoinmune, el autoanticuerpo anti-
FEC-GM esté elevado en suero, cuya sensibilidad y especificidad se acerca al
100%. Los niveles de autoanticuerpos anti-FEC-GM en suero no se correlacionan con
la duracién de la enfermedad, la gravedad de la enfermedad, la funcion pulmonar o
biomarcadores séricos (9), tampoco se correlaciona con la edad, el sexo, el estado de
fumador, o antecedente de exposicion a la inhalacion de polvo ambiental. Pero si los
pacientes tienen autoanticuerpos anti-FEC-GM son negativos y tienen una
enfermedad subyacente asociada se diagnostican como PAP secundaria. En la PAP
hereditaria el FEC-GM en suero esta elevado, ademas hay aumento del FEC-GM no
asociados a enfermedad subyacente; en ese caso se recomienda la evaluacién genética
(12). Las pruebas del indice de fosforilacién STAT5 inducida por FEC-GM (STAT5-
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PI) pueden respaldar el diagndstico de PAP primaria (12). Los niveles séricos de
LDH, KL-6 y CEA se correlacionan con algunos marcadores de la funcion pulmonar
(Pa02, AaO2 o CDCO) (10,11). Los biomarcadores de cancer distintos de CEA,
como NSE y Cyfra 21-1, también estan elevados en PAP (13).

TRATAMIENTO:

El tratamiento para la PAP ha evolucionado con el tiempo, en ese entonces se intento
el tratamiento fallido con drenaje postural, antibioticos y corticoides, a diferencia del
lavado pulmonar completo. En 1964, el Dr. Ramirez-Rivera realizé con éxito el
lavado pulmonar completo (LPC) (14, 16) y se ha aplicado en la préactica clinica por
casi 50 afios para pacientes con PAP, con una tasa de respuesta que varia del 70 al
84% (6). El procedimiento de LPC se lleva a cabo en sala de operaciones bajo
anestesia general utilizando un tubo endotraqueal de doble lumen, un lumen para
ventilar un pulmén y otro lumen para el otro pulmén que se llena y vacia
repetidamente con hasta 50 litros de suero fisiologico para eliminar fisicamente el
surfactante del pulmén. Aunque muchos pacientes con PAP han sido tratados con
LPC, los procedimientos atin no estan estandarizados y depende mucho del operador
(7,11,16). También se ha informado el lavado lobar y segmentario realizado con un
broncoscopio de fibra dptica, si bien este procedimiento puede parecer menos
efectivo en comparacion con el LPC debido al pequefio volumen de lavado, un
estudio informo que los dos métodos parecen utilizarse a frecuencias similares en el

tratamiento de los pacientes (16).

Terapia para la PAP autoinmune: EI descubrimiento de que los ratones deficientes en
FEC-GM desarrollan un trastorno que se parece a la PAP y se resuelve cuando se
reemplaza el FEC-GM, llevd a la hipotesis de que la terapia con FEC-GM podria ser
efectiva en humanos con esta patologia. EI primer estudio prospectivo de la terapia
con FEC-GM en pacientes con PAP comenz06 en 1995. Hasta ahora hay muchos
estudios que informan el uso de FEC-GM para la PAP, sin embargo, no se ha

establecido un estandar uniforme en relacién a la duracion del tratamiento y dosis del
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farmaco, pero segun Fen et al. el curso total del tratamiento varia de 3 a 36 meses, y
las dosis de inyeccion subcutdnea varia de 3 a 20 pg /kg/dia (29). En el 2018 una
revision sistematica actual se evalu6 el efecto del tratamiento con FEC-GM ex6geno
incluida las dos vias de administracion (via inhalatoria y via subcutanea) del
tratamiento con FEC-GM exo6geno en los pacientes con PAP autoinmune. Y se
comprob6 que el FEC-GM tiene efecto en los pacientes con PAP autoinmune, con
una tasa de respuesta del 81% y una tasa de recaida del 22%, asimismo el FEC-GM
inhalado fue mas efectivo que la terapia subcutanea con una tasa de respuesta del 89%
en comparacion a un 71%. Ademas, la terapia combinada, es decir el LPC con FEC-
GM tuvo una tasa de respuesta del 81% (5, 6). Ademas, McCarthy et al. sugirié que
mediante el uso de estatinas, se podria reducir el nivel de colesterol en los macr6fagos
alveolares, y podria mejorar la funcion de los macrofagos disfuncionales, sin
embargo, son necesarios mas estudios, es por ello que el FEC-GM todavia se

considera el principal farmaco terapéutico para la PAP (30).

Terapia para la PAP secundaria: Se debe tratar la enfermedad subyacente o se debe
retirar al paciente de la exposicion al agente ambiental sospechoso. El tratamiento

adicional con LPC aun puede ser necesario (5).

Terapia para la PAP congénita: Desafortunadamente, la PAP congénita no responde
bien al LPC, en la actualidad, el trasplante de pulmén parece ser la Gnica opcién

terapéutica en casos de PAP congénita (5).

Hay tratamientos que todavia estan en investigacion. Aunque algunos de estos
enfoques experimentales son prometedores, se necesitan mas estudios de eficacia y
seguridad antes de poder extraer conclusiones sobre su utilidad potencial en el
tratamiento de pacientes con PAP (1). Los primeros tratamientos con FEC-GM
exogeno en pacientes con PAP se administraron por via subcutanea (17). El uso de
FEC-GM subcutaneo en dosis crecientes durante 6 a 12 meses produjo una tasa de
respuesta global del 48%. En este estudio, el 85% de los pacientes que recibieron
FEC-GM subcutaneo tuvo reacciones locales en el lugar de la inyeccion y otros
eventos adversos menores. La terapia de inhalacion de FEC-GM en aerosol también
se ha probado en PAP (19). Como otra estrategia terapéutica se informo la terapia con
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células anti-B con rituximab para la PAP autoinmune. La plasmaféresis para la PAP

autoinmune también puede eliminar los autoanticuerpos anti-FSC-GM (5).

Sargramostim es un analogo del FEC-GM humano expresando un gen recombinante
en la levadura Saccharomyces cerevisae (22); producido por ingenieria genética de
ADN recombinante en una levadura. Sargramostim es una glicoproteina que contiene
127 aminoédcidos similar al FEC-GM humano, sin embargo, la secuencia de
amino&cidos de sargramostim se diferencia del FEC-GM humano por la sustitucion
de leucina en la posicién 23, y la porcion de carbohidratos puede ser diferente de la
glicoproteina nativa. Es una mezcla de tres versiones de FEC-GM que tienen pesos
moleculares de 19,500, 16,800 y 15,500 Daltons. Sargramostim ha sido seleccionado
como el nombre propio de rhu FEC-GM derivado de la levadura (23). Tiene dos

presentaciones: Liquida y liofilizada.

Mecanismo de accién: EI FEC-GM enddgeno actlia sobre las células hematopoyéticas
mediante la unién a receptores especificos en la membrana celular, estimulando la
proliferacion y diferenciacion celular, y en ocasiones activando la funcién celular. En
el caso del sargramostim, tiene accion sobre las células progenitoras mieloides, para
que se diferencien en granulocitos y monocitos, y de manera secundaria la produccion
de eosindfilos; sin embargo, este farmaco no tiene ningun efecto sobre las células
precursoras de glébulos rojos y plaquetas. Actividades quimiotacticas, antifingicas y
antiparasitarias de granulocitos y monocitos se incrementan por la exposicién a
sargramostim in vitro. Ademas, aumenta la citotoxicidad de los monocitos hacia
ciertas lineas celulares neoplasicas y activa los neutréfilos polimorfonucleares para

inhibir el crecimiento de las células tumorales (23, 33).

Farmacocinética y farmacodinamia: Este farmaco aumenta los glébulos blancos en
7 a 14 dias, y estas células vuelven a la linea de base dentro de 7 a 14 dias después de
suspender el tratamiento. Tiene una biodisponibilidad del 75% si se administra via
subcutanea. La concentracion maxima del farmaco administrado via endovenosa fue
inmediatamente después la perfusion y 2.5 a 4 horas administrado via subcutanea. La
semivida del farmaco es de 0.9 a 2.5 horas en nifios de 6 meses a 15 afios y de 1.4
horas en adultos. La administracién es por via endovenosa (infundir durante 2, 4 o0 24
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horas) o via subcutanea (aplicarlo en la zona del muslo, abdomen o parte superior del

brazo externo) (33).

Indicaciones: El uso del f&rmaco esta siendo usado en adultos y nifios en leucemia
mieloide aguda luego de la quimioterapia de induccidn, reconstitucion mieloide luego
del trasplante alogenico y autdlogo de medula 6sea, reconstitucion mieloide luego del
trasplante autologo de células progenitoras de sangre periférica, profilaxis primaria
de neutropenia en pacientes que reciben quimioterapia o que tienen un alto riesgo de
neutropenia febril, neuroblastoma de alto riesgo, sindrome de lesidn por radiacion
hematopoyética aguda. Experiencia clinica en leucemia mielégena aguda post

quimioterapia, falla de trasplante de médula 6sea o retraso en el injerto, PAP.

Contraindicaciones: Sargramostim esta contraindicado en pacientes con antecedentes
de hipersensibilidad al farmaco, productos derivados de levaduras o cualquier
componente de la formulacion del farmaco, pacientes con blastos mieloides

leucémicos excesivos en la médula 6sea o sangre periférica (> 10%) (23, 33).

Reacciones adversas: En general, sargramostim es bien tolerado, en estudios
realizados no se observaron diferencias significativas en la incidencia de reacciones
adversas en pacientes tratados con el farmaco y placebo. Sin embargo, en algunos
pacientes que tenian falla hepatica o renal se observé la elevacion de la creatinina 'y
la bilirrubina sérica / enzimas hepéticas. Las reacciones adversas mas frecuentes son:
Hipertension (34%), derrame pericardico (4 - 25%), malestar (57%), cefalea (26%),
cambios en la piel (77%), erupcion cutanea (44%), glucosa sérica elevada (49%),
pérdida de peso (37%), diarrea (81 - 89%), nauseas (58% - 70%), vomitos (46% -
70%), dolor abdominal (38%), fiebre (81%), anormalidad en las pruebas de
laboratorio (58%, metabdlica), astenia (66%), artralgia (11% a 21%) y otros (33).

Implicaciones en el embarazo: Los estudios respecto al uso del farmaco en el
embarazo son limitados. Si es necesario su uso durante el embarazo, se recomienda
la forma liofilizada. Y durante la lactancia materna, no se recomienda amamantar

durante el tratamiento hasta dos semanas después de la ultima dosis del farmaco.
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FILGRASTIM

Filgrastim es un factor estimulante de colonias granulocito (FEC-G), producido
mediante tecnologia de recombinacion genética, es una proteina de 175 aminoacidos
con una secuencia de aminodcidos similar a la secuencia del ADN humano, con la
excepcion de la adicion de una metionina N-terminal necesaria para la expresion en
Escherichia coli. Tiene un peso molecular de 18,800 daltons. Debido a que el
filgrastim se produce en E. coli, el producto no esta glicosilado y, por lo tanto, difiere
del FEC-G aislado de una célula humana (24).

El FEC-G endogeno es un factor estimulante de colonias especifico del linaje que es
producido por monocitos, fibroblastos y células endoteliales; se encarga de la
estimular la produccién, maduracion y activacion de neutréfilos para aumentar tanto

su migracion como su citotoxicidad. (24).

Mecanismo de accion: El FEC-G actla sobre un receptor especifico situado en la
membrana celular de las células progenitoras hematopoyéticas y en los neutrofilos
maduros. El filgrastim aumenta la produccion de neutréfilos en la médula dsea, sin
aumentar el ndmero de basofilos, eosinéfilos o monocitos; y durante su
administracion se ha observado cambios morfoldgicos en los neutrofilos, que
consisten en la aparicion, movilizacion y liberacion de los granulos citoplasméticos
densos hacia las bacterias. Por consiguiente, se produce el aumento de la capacidad
fagocitica de los neutrofilos produccion de anticuerpos letales.

Farmacocinética farmacodinamia: Este farmaco aumenta los neutréfilos en 1 a 2
dias, y estas células vuelven a la linea de base dentro de 4 dias después de suspender
el tratamiento. Tiene una biodisponibilidad del 60 a 70% si se administra via
subcutanea. La semivida del farmaco es de 4.4 horas neonatos y de 3.5 horas en
adultos. La concentracion maxima se logra a las 2 a 8 horas de administrado el

farmaco via subcutanea (34).

Indicaciones: En adultos y nifios se usa en: Post quimioterapia de induccién o
consolidacién en leucemia mieloide aguda, trasplante de médula dsea, neutropenia
asociada al tratamiento de la hepatitis C y en la infeccion avanzada por VIH,
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neutropenia crénica grave, neutropenia inducida por quimioterapia, anemia en el
sindrome mielodisplésico, mielosupresion inducida por quimioterapia en neoplasias
malignas no mieloides y tumores malignos no mieloides, movilizacion de células
madre hematopoyéticas en el trasplante aut6logo en pacientes con linfoma no
Hodgkin o mieloma mdltiple, y otros (34).

Experiencia clinica en pacientes con céncer que reciben quimioterapia
mielosupresora o reciben trasplante de medula 6sea, pacientes con leucemia mieloide
aguda que reciben quimioterapia de induccién o consolidacion, neutropenia cronica
severa (24), aunque su uso en los sindromes mielodisplasicos y la leucemia se debe
considerar como experimental en espera de la disponibilidad de mas datos clinicos
(20). Los hallazgos preliminares sugieren que la administracion conjunta de
filgrastim con los medicamentos antivirales zidovudina o ganciclovir es eficaz para
atenuar la leucopenia asociada con estos agentes, lo que permite continuar la terapia

en trastornos como el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (20).

Contraindicaciones: Filgrastim esta contraindicado en pacientes con antecedentes de
reaccion alérgica grave a FEC-G humano como filgrastim o pegfilgrastim, productos

derivados de E. coli o cualquier componente de la formulacién del farmaco.

Reacciones Adversas: Los datos disponibles indican que el filgrastim es
generalmente bien tolerado. Entre las reacciones adversas se encuentran: nduseas
(43%), dolor d6seo (11% a 30%), fiebre (8 - 48%), fatiga (20%), mareos (14%),
trombocitopenia (5% a 38%), elevacion de la fosfatasa alcalina sérica (6% a 11%) y
otros. La reaccion adversa mas frecuente es el dolor 6seo medular leve a moderado,
en el 20% de los pacientes, aungue esto generalmente se puede controlar con

analgeésicos simples sin la necesidad de interrumpir el tratamiento (20).

FACTOR DE TRANSCRIPCION PU.1

PU.1 es un factor de transcripcion codificado por el protooncogén Sfpil en ratones y
SPI1 en humanos, la proteina PU.1 tiene 272 aminoacidos y tiene dominio de factor

de transcripcion activado en sus 100 aminoacidos N terminales y un dominio de union
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al ADN en sus 112 aminoacidos C terminales. PU.1 actda a nivel del nucleo y

reconoce secuencia de ADN que contienen el nucledtido “PU-box™.

Expresion: PU.1 se expresa en niveles méas altos en células de linaje mieloide, a
niveles similares en células madre hematopoyéticas y tipos de progenitores
hematopoyéticos; su expresion aumenta sustancialmente durante la diferenciacion a
granulocitos y macrofagos, y disminuye durante la diferenciacion a plaquetas,
eritrocitos y linfocitos T / B. La concentracion de PU.1 es importante para el
desarrollo y funcién de las células mieloides y células B, ya que la concentracion de
PU.1 es cinco veces mas en macréfagos que en células B. El aumento de PU.1 esta
asociado a un aumento de eritrocitos y bloqueo del desarrollo de las células Ty B; y

su disminucidn esta asociado a leucemias (15).

Funcién: PU.1 se requiere para generar la mayoria de los linajes mieloides (ademas
de macréfagos, neutrdfilos y células dendriticas) y células B, parcialmente
prescindible para generar células eritroides e imprescindible para generar
megacariocitos. Ademas, es importante para la diferenciacion de las células del
sistema inmune innato y adquirido. Asimismo, PU.1 activa la trascripcion de
receptores de citosinas en macrofagos, neutrofilos, linfocitos y células dendriticas; y
receptores para el FEC-G/FEC-M/FEC-GM, cuyos receptores son: Receptor FEC-M
(codificado por CSF1R), receptor FEC-G (codificado por CSF3R) y el receptor FEC-
GM (heterodimérico, compuesto por subunidades alfa (CSF2RA) y beta (CSF2RB)
(15).

Se ha demostrado que la mutacion del gen PU.1 causa una reduccion severa en los
progenitores mieloides (granulocitos / macrofagos) y retraso en la produccion de
neutrofilos y linfocitos T. Es importante recordar que el FEC-GM estimula la
diferenciacion terminal de los macréfagos alveolares a través del factor de
transcripcion PU.1 (25). El factor de transcripcion PU.1 de Mus musculus (raton de
casa) también conocido como Spi.1, se expresa en bazo (RPKM 51.8), pulmén
(RPKM 18.0) y otros 15 tejidos. Proteina transformadora de 31 kDa,
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CD32

La familia FcyRII humana (también conocida como CD32) es una familia de
proteinas receptoras de membrana celular, que estan codificadas por las variantes de
empalme de ARNm de tres genes muy relacionados FCGR2A, FCGR2B y FCGR2C,
que surgieron por recombinacion de los genes FCGR2A y FCGR2B. Es importante
destacar que los miembros de la familia FcyRII humana son FcyRIIA, B y C (los tipos
A'y C son receptores de tipo activador y los de tipo B son de tipo inhibidor); y los

miembros de la familia FcyRII en raton es FcyRIIB.

Expresion: Las proteinas FcyRIIA son exclusivas de los primates, FcyRITA1 el mas
abundante se expresa en células de Langerhans, leucocitos y plaquetas; FcyRITA2
presente en células de Langerhans y plaquetas; y FcyRIIA3 presente en neutrofilos y
monocitos. Las proteinas FcyRIIB presente en humanos y ratones, FcyRIIB1
altamente expresado en células B y menos expresado en monocitos; y FcyRIIB2
altamente expresado en basofilos y en bajos niveles en monocitos y neutrofilos. Las
proteinas FcyRIIC se expresa en células NK y células B En caso de ratones de casa
se expresa en rifion (RPKM 19.1), bazo (RPKM 16.7) y otros 21 tejidos. Localizado
en 1 H3; 1 78.02 cM. Contiene 8 exones (35).

Funcion: Todos los FcyRII se unen a IgG1 e IgG3 humanas, pero hay diferencias
significativas en la interaccion con IgG2 e IgG4; FcyRIIA mas afinidad por 1gG2,
FcyRIIB y C mas afinidad por IgG4. Los receptores FcyRII y sus variantes juegan un
papel importante en la respuesta inmune saludable frente a la infeccion, patologias de
autoinmunidad y la eficacia del tratamiento terapéutico en cancer (35). Estos
receptores ejercen diferentes funciones en la opsonizacion, fagocitosis y
citotoxicidad. El entrecruzamiento de varios de estos receptores con
inmunocomplejos provoca la activacion de la célula respectiva, en el caso de células

fagociticas supone un aumento de esa actividad facilitadora.
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RECEPTOR DEL FACTOR ESTIMULANTE DE COLONIAS MACROFAGO (M-
CSFR)

También conocido como receptor del factor estimulante de colonias 1 (CSF1R) o
CD115, es una proteina codificada por el gen CSF1R, es un receptor para una citocina
llamada factor estimulante de colonias 1, una citocina que controla la

produccién, diferenciacién y funcion de los macréfagos.

Expresion: EIl sitio de mayor expresion es en los macrofagos (precursores de
macrofagos, monocitos y macréfagos de tejidos, su expresion esta aumentada durante
la diferenciacion monocitica y disminuida durante la granulopoyesis. Durante la
hematopoyesis CSF1R esta activado de manera sinérgica con el factor de

transcripcion PU.1. CSF1R se localiza en la membrana plasmatica de la célula (36).

Funcion: CSFR-M es una glicoproteina transmembrana que se une a la citocina a
través de un proceso de oligomerizacion y transfosforilacion, por medio del cual se
produce el crecimiento, proliferacion y diferenciacion del macrofago (36). El
Receptor del factor estimulante de colonias de macréfagos de Mus musculus (ratén
de casa) tiene una expresion amplia en bazo (RPKM 69.7), placenta (RPKM 34.8) y
otros 23 tejidos. Localizado en 18 E1; 18 34.41 cM, Contiene 24 exones. También
conocido como Fms; Fim2; CD115; Csfmr; Fim-2; CSF-1R; M-CSFR; M-CSF-R.

Anélisis de antecedentes investigativos:
A nivel internacional:

1. Autor: Tracey L. Bonfield, Baisakhi Raychaudhuri, et al.
Titulo: PU.1 regulation of human alveolar macrophage differentiation requires
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
Revista: Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol
Resumen: “El factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
(FEC-GM) esta implicado de manera critica en la homeostasis pulmonar en el
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modelo de ratén knockout de FEC-GM. Estos animales desarrollan una lesion
pulmonar muy similar a la proteinosis alveolar pulmonar (PAP) observada en
humanos. El desarrollo de la proteinosis alveolar humana en adultos no se debe
a la ausencia de un gen o defecto del receptor de FEC-GM, sino a la presencia
de auto anticuerpos anti-FEC-GM. Se desconoce el papel de FEC-GM en el
desarrollo de PAP. Sin embargo, los estudios en el raton knockout de FEC-GM
han demostrado que la falta de la expresion de la proteina PU.1 en macréfagos
alveolares se correlaciona con una disminucion de la maduracion, la
diferenciacion y el catabolismo de la sustancia surfactante. El objetivo de este
estudio es investigar la expresion de PU.1 in vitro e in vivo en macr6fagos
alveolares de humanos con PAP, ademas de investigar la regulacion de PU.1 por
FEC-GM. En este estudio se demostro por primera vez que la expresion del
ARNmM de PU.1 es deficiente en comparacion con los controles sanos en células
de lavado broncoalveolar en la PAP. Asimismo, los marcadores de
diferenciacion terminal dependientes de PU.1 tales como: CD32, el receptor de
manosa Y el receptor del factor estimulante de colonias de macro6fagos (M-CSFR)
disminuyen en los macrofagos alveolares con PAP. Los estudios in vitro
demuestran que el tratamiento con FEC-GM exd6geno aumentaba la expresion
del gen PU.1 y M-CSFR en macrofagos alveolares con PAP. Finalmente, los
estudios in vivo mostraron que los pacientes con PAP tratados con FEC-GM
tienen niveles més altos de expresion de PU.1 y M-CSFR en macréfagos
alveolares en relacion a pacientes sanos control y pacientes con PAP antes del
tratamiento con FEC-GM. Estos resultados sugieren que PU.1 juega un papel

critico en la diferenciacidon terminal de los macréfagos alveolares humanos.”
Palabras clave: PU.1; c-fms; proteinosis alveolar

Cita en Vancouver: Tracey L. Bonfield, Baisakhi Raychaudhuri, et al. PU.1
regulation of human alveolar macrophage differentiation requires granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor. 2003; 285(5): L1132-L.1136 (25)
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2. Autor: Bhattacharya P, Thiruppathi M, et al.

Titulo: GM-CSF: An Immune Modulatory Cytokine that can Suppress
Autoimmunity

Resumen: “El factor estimulante de colonias granulocito macréfago (FEC-GM)
se identificd originalmente como un factor estimulante de colonias (FEC) debido
a su capacidad para inducir poblaciones de granulocitos y macréfagos a partir de
células precursoras. Sin embargo, varios estudios han demostrado que el FEC-
GM también es una citoquina inmunomoduladora, capaz de afectar no solo el
fenotipo de las células del linaje mieloide, sino también la activacion de las
celulas T a través de varios intermediarios mieloides. Esta propiedad se ha
asociado a la fisiopatologia de varias enfermedades autoinmunes, tales como: La
artritis y la esclerosis multiple. En contraste, varios estudios que utilizan modelos
animales han demostrado que el FEC-GM tiene la capacidad de suprimir muchas
enfermedades autoinmunes como la enfermedad de Crohn, la diabetes tipo 1, la
miastenia gravis y la tiroiditis autoinmune experimental. Los estudios con
ratones knockout han sugerido que el papel de FEC-GM en el mantenimiento de
poblaciones de granulocitos y macréfagos en el estado de equilibrio fisiologico
es en gran medida redundante. En cambio, su papel como inmunomodulador
juega un papel importante, ya sea en el desarrollo o la resolucion de
enfermedades autoinmunes. Esto es posible a traves de la diferenciacion de las
células precursoras en granulocitos, macrofagos y células dendriticas
especializadas en estado no estacionario, 0 mediante la modulacion del fenotipo
de las células mieloides maduras. Por lo tanto, fuera de la mielopoyesis, el FEC-
GM tiene un papel importante en la regulacion de la respuesta inmune y en el

mantenimiento de la tolerancia inmunologica.”

Cita en Vancouver: Bhattacharya P, Thiruppathi M, et al. GM-CSF: An
Immune Modulatory Cytokine that can Suppress Autoimmunity. Cytokine.
2015; 75(2):261-271 (26)
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3. Autor: Tazawa R, Trapnell BC, Inoue Y, et al.

Titulo: Inhaled Granulocyte/Macrophage—Colony Stimulating Factor as
Therapy for Pulmonary Alveolar Proteinosis.

Resumen: “Justificacion: El factor estimulante de colonias granulocitos /
macrofago (FEC-GM) inhalado es una terapia prometedora para la proteinosis
alveolar pulmonar (PAP), pero no se ha estudiado adecuadamente. Objetivos:
Evaluar la seguridad y la eficacia del FEC-GM inhalado en pacientes con PAP
progresiva o continua. Métodos: Se realiz6 un ensayo nacional, multicéntrico,
autocontrolado, fase II en nueve “pulmonary centers” en todo Japon. Los
pacientes diagnosticados con PAP mediante biopsia de pulmén, hallazgos
citologicos, un nivel elevado de anticuerpos anti FEC-GM en suero y un PaO2
menor de 75 mm Hg fueron observados por un periodo de 12 semanas. Se
excluyeron aquellos que mejoraron (es decir, la diferencia de oxigeno alveolar-
arterial [A-aDO2] disminuy6 en 10 mm Hg) durante la observacion. El resto
ingres6 en periodos secuenciales de tratamiento con dosis altas (250 pg los dias
1-8, nada los dias 9-14; por seis ciclos; 12 semanas); tratamiento con dosis baja
(125 g los dias 1-4, nada los dias 5-14; por seis ciclos; 12 semanas) y
seguimiento (52 semanas). Mediciones y resultados principales: 50 pacientes
con PAP se inscribieron en el estudio. Durante la observacion, nueve mejoraron
y dos se retiraron; todos ellos fueron excluidos. De los 35 pacientes que
completaron el tratamiento con dosis altas y bajas de FEC-GM; 24 mejoraron, lo
que dio como resultado una tasa de respuesta general del 62% (24/39; analisis de
intencidn de tratamiento) y una reduccion de A-aDO2 de 12,3 mm Hg (95%
intervalo de confianza, 8.4-16.2; n = 35, P <0.001). No se produjeron eventos
adversos graves, y los niveles séricos de autoanticuerpos de FEC-GM se
mantuvieron sin cambios. Se produjo una correlacion emergente de tratamiento
entre A-aDO2 y la capacidad de difusion del pulmon, y la tomografia
computarizada de alta resolucion revel6 una mejora de la opacidad en vidrio
esmerilado. 29 de los 35 pacientes permanecieron estables sin tratamiento
adicional durante 1 afio. Conclusiones: El tratamiento con FEC-GM inhalado es
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seguro, eficaz y proporciona un efecto terapéutico sostenido en la PAP

autoinmune.”

Cita en Vancouver: Tazawa R, Trapnell BC, Inoue Y, et al. Inhaled
Granulocyte/Macrophage—Colony Stimulating Factor as Therapy for Pulmonary
Alveolar Proteinosis. American Journal of Respiratory and Critical Care
Medicine. 2010;181(12):1345-1354. (27)

Objetivos
2.3.1. Objetivo general:

Evaluar el efecto del filgrastim sobre la activacion de CD32 y M-CSFR en
macrofagos murinos como tratamiento de la proteinosis alveolar pulmonar—
Arequipa, 2020.

2.3.2. Objetivos especificos:

— Determinar el efecto del filgrastim en la activacion de CD32 en
macrofagos murinos de tejido pulmonar en el estudio in vivo como
tratamiento de la proteinosis alveolar pulmonar— Arequipa, 2020.

— Determinar el efecto del filgrastim en la activacion de M-CSFR en
macrofagos murinos de tejido pulmonar en el estudio in vivo como
tratamiento de la proteinosis alveolar pulmonar— Arequipa, 2020.

— Determinar el efecto del filgrastim en la activacion de CD32 en
macrdfagos murinos provenientes de lavado pleural en el estudio in vitro
como tratamiento de la proteinosis alveolar pulmonar— Arequipa, 2020.

— Determinar el efecto del filgrastim en la activacion de M-CSFR en
macrofagos murinos provenientes de lavado pleural en el estudio in vitro
como tratamiento de la proteinosis alveolar pulmonar— Arequipa, 2020.

— Determinar si la dosis administrada de filgrastim activa la expresion de
CD32 y/o M-CSFR en macréfagos murinos como tratamiento de la

proteinosis alveolar pulmonar — Arequipa, 2020.
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Hipotesis:

Nula: El filgrastim no tiene efecto en la activacion de CD32 y M-CSFR en
macrofagos murinos como tratamiento de la proteinosis alveolar pulmonar—
Arequipa, 2020.

Alternativa: El filgrastim tiene efecto en la activacion de CD32 y M-CSFR en
macrofagos murinos como tratamiento de la proteinosis alveolar pulmonar—
Arequipa, 2020.

3. PLANTEAMIENTO OPERACIONAL
3.1. Técnicas, instrumentos y materiales de verificacion

3.1.1. TECNICA:
Utilizaremos 12 murinos (ratones) que seran comprados del Bioterio de la
Universidad Catolica de Santa Maria, cinco formaran parte del trabajo in vivo,
que consiste en administrar el farmaco filgrastim a una dosis determinada a
cuatro murinos y uno control; luego obtendremos los macrofagos de tejido
pulmonar. Y siete formaran parte del trabajo in vitro que consiste en obtener los
macrofagos del lavado pleural; para luego cultivarlo y administrar el farmaco
filgrastim. Posterior a ello se realizara la extraccion del RNA, la transcripcion
inversa acoplada y amplificacion por PCR (RT-PCR) para los genes de CD32,

M-CSFR vy la electroforesis respectiva.

3.1.2. INSTRUMENTOS:
e Micropipeta
e Campana de flujo laminar
e Nanodrop
e Microscopio
e Centrifugadora

e Bortex
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e Termociclador

3.1.3. MATERIALES:
= Murinos (Ratones)
= Medicamento Filgrastim
* Puntas 1ml
= Jeringas 1,5,10ml
= Tubos eppendorf
= Alcohol
= Algoddn
= Papel aluminio
»= Hielo
= Suero fisiologico
= Equipo de diseccion
= Cultivo celular (placa de 06 pozos)
= Medio DEMEN completo

= Antibidtico
= Kit de extraccion de RNA
=  KitcDNA

= Kit PCR (Supermix)

=  Primers CD32, M-CSFR, beta actina

= Otros (Puntas, jeringas, tubos eppendorf, alcohol, algodon, papel
aluminio, micropipetas, gradilla, guantes y otros)

= Materiales de escritorio, computadora con software de procesamientos
de texto y estadistica, hojas de calculo, impresora.
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3.2. Campo de verificacion

3.2.1. Ubicacion espacial

El estudio se realizara en las instalaciones de la Universidad Catolica de Santa
Maria — Arequipa
3.2.2. Ubicacién temporal
El estudio se desarrollara en el periodo comprendido entre agosto 2018 — febrero
2020.
3.2.3. Unidades de estudio
3.2.3.1.  Universo: Murinos (Ratones) del Bioterio de la UCSM

Criterios de inclusién:

Murinos sanos

Macrofagos provenientes de tejido pulmonar de murinos y lavado
pleural.

Murinos con peso entre 40 a 50 gramos

Murinos comprados del Bioterio de la Universidad Catolica de Santa

Maria

Criterios de exclusidn:

Murinos con alguna enfermedad

Macrdfagos provenientes de otros érganos o lugares diferentes a los
mencionados anteriormente

Murinos con pesos menores a 40 gramos 0 mayores a 50 gramos

Murinos comprados de proveedores comerciales sin licencia
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3.2.3.2. Tamafo de la Muestra: 12 ratones

3.2.3.3.  Procedimiento de muestreo: Extraccion de macréfagos

3.3. Estrategia de recoleccion de datos

3.3.1. Organizacion

— Aprobacion del proyecto de tesis por médico asesor y médico
dictaminador asignado por la Facultad de Medicina de la UCSM, para

poder continuar con la ejecucion del proyecto.

— Coordinacion con la Universidad Catolica de Santa Maria para la compra
de los animales de laboratorio (ratones) y permiso para poder llevar a

cabo el trabajo en el Bioterio y Laboratorio de la universidad.

— Se solicitara permiso al comité de ética para poder trabajar con animales

de laboratorio (ratones).

— Se realizara la compra del material necesario (primers, medicamentos,
kit cDNA, kit PCR y otros) para la ejecucion del proyecto en el
laboratorio.

— Se realizar estudios piloto antes de la ejecucion del proyecto con

murinos en el laboratorio de la universidad.

— Serealizard la extraccion de macréfagos murinos, para luego realizar la
transcripcion inversa acoplada y amplificacion por PCR (RT-PCR) para
los genes de CD32, M-CSFR vy la electroforesis respectiva en el
laboratorio.
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— Organizacion de los datos obtenidos en laboratorio y procesamiento de
datos en hojas de célculo para su posterior andlisis estadistico e

interpretacion.

3.3.2. Recursos

3.3.2.1. Humanos
= |nvestigadora: Yulisa Lope Choque
= Asesor: Dr. Jesus Salinas Gamero

= Personal especialista en laboratorio

3.3.2.2.  Financieros:
e El dinero proviene del Concurso ganado en la Jornada Santamariana

2018 y de la investigadora

3.3.2.3. Materiales
e Murinos (Ratones)
e Kitpara RT-PCR
e Medicamento: Filgrastim

e Materiales de laboratorio

3.3.3. Criterios o estrategia para el manejo de resultados
a) Plan de Procesamiento:
Los datos seran obtenidos a partir de los resultados obtenidos en el

laboratorio, los cuales seran codificados y tabulados.

b) Plan de Clasificacion:
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Se clasificaran los datos en el programa Microsoft Excel 2016 para la

adecuada organizacion de la informacion.

¢) Plan de Conteo:
Dado que los datos se encontraran ingresados en un sistema electronico,
el conteo se llevard a cabo mediante funciones predeterminadas en las
hojas de calculo de Microsoft Excel 2016 y el programa estadistico SPSS
v11.

d) Plan de Analisis:
La estadistica descriptiva se realizara por medio de frecuencias y
porcentajes (medias y desviaciones estandar para las variables numéricas).
La prueba estadistica utilizada serd una prueba no paramétrica (Prueba de
Friedman).

Se tomaréa como significativo un valor de p<0,05.
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4. CRONOGRAMA DE TRABAJO:

: Afio

Tiempo

en

meses 2018 2019 2020

Actividades s @ . @ °

S -g o = | o 2o 2 'g o ] 8
2 5| 5|&a 5|8 © @ e S ]
S = | € ® =| 2 S i ) s
< S| d p= < 2 g

1. Eleccion del tema

2. Revision bibliogréafica

3.Sistematizacién de
bibliografia

4. Redaccion del proyecto

5. Aprobacion proyecto
de tesis profesores de

curso taller de tesis

6. Aprobacion del
proyecto de tesis por

asesor

7. Dictamen de comité de

ética de investigacién

8. Ejecucion del proyecto

9. Andlisis e

interpretacion

10. Informe final

Fecha de inicio: Agosto 2018

Fecha probable de término: Marzo 2020
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ANEXO 3

MATRIZ DE SISTEMATIZACION DE
DATOS
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ACTIMNA REMA (ng/ful) Absorbanciz Abs x 20ul
Blanco 445 B 11.38 2276
Tejido pulmonar control 457.55 1054 2108
Tejido pulmonar 17 dia tratamiento 4681 10.96 2182
Tejido pulmonar 2° dia tratamiento 4378 1157 2314
Lavado pleural 1 58245 17 68 353.6
Lavado pleural 2 601.65 1404 2808
CD32
Blanco 667.55 1558 3116
Tejido pulmonar control 639.7 1547 3004
Tejido pulmonar 17 dia tratamiento 6327 1402 2804
Tejido pulmonar 2° dia tratamiento  608.5 1427 2854
Lavado pleural 1 6034 1416 2832
Lavado pleural 2 611.65 1455 291
M-CSFR
Blanco 5094 0 0
Tejido pulmonar control 63455 15.08 3016
Tejido pulmonar 17 dia tratamiento 575 14 63 292 6
Tejido pulmonar 2° dia tratamiento  587.7 1411 2822
Lavado pleural 1 601.55 1422 2844
Lavado pleural 2 631.05 1511 3022
MOTA BLANCO IM VIO
MARAMIA IN VITRO
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ANEXO 4

ORDEN DE USO DE BIOTERIO

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



T4 UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE W% CATOLICA

TESIS UCSM : DE SANTA MARIA

i ﬁ Universidad Catdlica
-’al .'\:_.-.-_ i ¥

iz de Santa Mana

ey B 51 A ES0SE @ icinwesopcamnaduon W EEanacs TR 2oL e

— AW LNTA-BERL

ORDEN DE USO DE BIOTERIO

UCSM-COORD, LAE. X" 003-Coord. Lab 2020

EXPEDIENTE N” : 202000002715

LOPLE CHOOUE YULISA YASMINA

Arequipa, 2020 Enerp, 23

Paze al Asistente de Bioterio;
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