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Evaluacion del posible papel de la osteopontina como
marcador bioldgico en la fibrosis pulmonar idiopatica*

RESUMEN

Introduccion: La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es
una neumopatia crénica de dificil diagndstico que pue-
de confundirse con otras enfermedades pulmonares
intersticiales difusas (EPID), por lo que es importante
buscar nuevos métodos auxiliares para su diagndstico.
La osteopontina (OPN) es una glicoproteina multifun-
cional con efecto estimulante sobre los fibroblastos y
la sintesis de matriz extracelular. Dado su posible pa-
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pel profibrosante, consideramos de interés
evaluar su concentracion en el lavado bron-
quioalveolar (LBA) de pacientes con FPI y
compararla con otras EPID.

Material y métodos: La OPN se cuantifi-
¢ por ELISA en 25 pacientes con FPI, 10
con neumonia intersticial no especifica
(NINE), 16 con neumonitis por hipersensi-
bilidad (NH) y 10 controles sanos.
Resultados: La concentracion de OPN en
pacientes con FPI fue significativamente
mayor que en pacientes con NH y sanos
(p < 0.0001) asi como en pacientes con
NINE (p < 0.05). Esta prueba mostro una
sensibilidad de 80% y especificidad de
75% para el diagndstico de FPI cuando el
logaritmo de la concentracién de OPN es
de > 2.0. No hubo correlacion entre los
niveles de OPN con las pruebas de funcion

pulmonar. Es interesante observar una asociacion sig-
nificativa entre los niveles de OPN y la presencia de
hipocratismo digital (RM: 6.69; IC 1.25-10.76; p <

0.05).
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ABSTRACT

Background: Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a
chronic pulmonary disease of difficult diagnosis that
could be confused with other interstitial lung diseases
(ILD). In this context, it is important to seek new me-
thods which can be helpful in the diagnosis of this di-
sease. Osteopontin (OPN) is a multifunctional glycopro-
tein that has a stimulating effect over fibroblasts and
extracellular matrix accumulation. Because it has a
possible pro-fibrosing role, we decided to measure its
concentration in bronchioalveolar lavage (BAL) from
patients with IPF and to compare it with other ILDs.
Methods: OPN concentration was measured by
ELISA method in 25 IPF patients, 10 patients with
non-specific interstitial pneumonia (NSIP), 16 patients
with hypersensitivity pneumonitis (HP) and 10
healthy controls.

Results: OPN levels in IPF patients were significant-
ly increased compared with patients with HP and
healthy controls (p < 0.0001) as with NSIP patients
(p < 0.05). This test showed an 80% sensitivity and
75% specificity when the OPN concentration loga-
rithm is > 2.0. There was no correlation between
OPN levels and pulmonary function tests. Interesting-
ly, we observed a significant association between
OPN levels and finger clubbing (OR: 6.69; Cl: 1.25-
10.76; p < 0.05).

Conclusions: IPF patients showed increased OPN
levels; this test might be considered as an ancillary
tool in the differential diagnosis of ILD. Additionally,
our findings suggest that OPN could be implicated in
the pathogenesis of clubbing.
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Conclusiones: La OPN se encuentra elevada en el
LBA de pacientes con FPI por lo que podria conside-
rarse como una prueba auxiliar en el diagndstico di-
ferencial de las EPID. Adicionalmente, nuestros ha-
llazgos sugieren que la OPN puede estar implicada en
la patogénesis del hipocratismo digital.

ANTECEDENTES

La fibrosis pulmonar idiopética (FPI) es una for-
ma especifica de neumonia intersticial fibrosante
cronica, de etiologia desconocida, caracterizada
por dafio y activacién epitelial, migracién, pro-
liferacion, activacion de fibroblastos y acumu-
lacion exagerada de matriz extracelular en el
parénquima pulmonar2. Es la mas agresiva de
las enfermedades pulmonares intersticiales difu-
sas (EPID) habitualmente progresiva, irreversible
y letal a pesar del tratamiento con altas dosis
de corticosteroides e inmunosupresores*“.

Recientemente se realiz6 un consenso inter-
nacional para definir el diagnéstico, evaluacion
y tratamiento de pacientes con FPI, en el que se
establecié que el diagndstico definitivo, en au-
sencia de una biopsia pulmonar a cielo abierto
con diagnéstico histoldgico de neumonia inters-
ticial usual, incluye los siguientes criterios: a)
exclusion de otras causas conocidas de EPID
(incluyendo por lavado bronquioalveolar y biop-
sia transbronquial), b) pruebas de funcién pul-
monar (PFP) con evidencia de restriccion y/o al-
teraciones del intercambio de gases, ¢)
anormalidades compatibles en la radiografia
convencional de térax o en tomografia compu-
tada de alta resolucion (TCAR)®. En este contex-
to, en afos recientes, la TCAR ha pasado a ocu-
par un lugar fundamental en el diagnostico de
este padecimiento y diferentes estudios han de-
mostrado que su certeza diagnostica en FPI pue-
de alcanzar hasta el 80%, en especial si la eva-
luacion la hace un especialista conocedor de este
tipo de patologias®?°; sin embargo, es importan-
te destacar que con la TCAR y aun con la biop-
sia se tienen diagndsticos erroneos y la FPI se
puede confundir con otras neumopatias inters-
ticiales idiopaticas como la neumonia intersticial
inespecifica (NINE) o con otras EPID de causa co-
nocida, como la neumonitis por hipersensibilidad
cronica avanzada®t*2,

El diagnostico diferencial de la FPI con otros
desérdenes intersticiales del pulmén es funda-
mental ya que, en términos generales, las EPID, con
excepcién de la FPI, responden parcial o total-
mente al uso sistémico de corticoides/inmuno-
supresores y estan asociadas con una mejor
evolucion y un mejor prondstico. En este contex-
to, es esencial que el diagnostico se realice con
el mayor nivel de certeza®.

Dentro de este marco es importante la bus-
queda de nuevos métodos auxiliares, en especial
no invasivos, que permitan discriminar entre los
diferentes tipos de enfermedades intersticiales di-
fusas del pulmén y principalmente, que ayuden al
diagnostico de la FPI.

La osteopontina (OPN) es una glicoproteina
hidrofilica, fosforilada de aproximadamente 314
aminodcidos. Su peso molecular oscila entre 41y
75 kDa debido a diferentes modificaciones pos-
transcripcionales, que dependen del tipo celular
donde haya sido aislada'**". La OPN es sintetiza-
da por una gran variedad de tipos celulares, in-
cluyendo células relacionadas con la respuesta
inmune como linfocitos T y macréfagos, asi como
células epiteliales, endoteliales, de musculo liso,
fibroblastos, osteoclastos/osteoblastos y células
tumorales®®. La OPN puede unirse a un gran ni-
mero de receptores, incluyendo a las integrinas
o, (B, B, 6By Y (o, oty 0t) B, Estos receptores,
directa o indirectamente activan vias de sefiali-
zacion celular permitiendo a la OPN mediar
interacciones célula-célula y célula-matriz®®. Re-
cientemente se ha reportado que este mediador
se expresa exageradamente en algunos modelos
de fibrosis pulmonar experimental; en estos mo-
delos la OPN se incrementa predominantemen-
te en estadios tempranos caracterizados por neu-
monitis intersticial?®>-?2, Asimismo, mediante el uso
de microarreglos con oligonucle6tidos hemos de-
mostrado recientemente que el gen de la OPN
esta sobreexpresado en el pulmén de pacien-
tes con FPI comparado con pulmones de pacientes
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con neumonitis por hipersensibilidad (NH) y
NINEZ?, En este mismo trabajo se demostré que
la OPN induce la migracion de fibroblastos hu-
manos, incrementa la sintesis de colagena tipo |
y de TIMP-1, y disminuye la expresion de MMP-1
(colagenasa-1).

Este mediador no ha sido evaluado en pacien-
tes con FPI ni cuantificado previamente en lava-
dos bronquioalveolares, fluido que refleja de
manera mas cercana lo que esta ocurriendo en
pulmén.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 25 pacientes con FPI, 10 con NINE, y
16 con NH. En todos los pacientes el diagnéstico
fue confirmado por biopsia. Ademas se estudia-
ron 10 controles sanos. El protocolo fue apro-
bado por el Comité Cientifico y de Bioética del
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias.

Pruebas funcionales pulmonares

Las PFP se hicieron por pletismografia, y se con-
sideraron como pruebas iniciales aquellas que
tuvieran como limite un mes o menos de dife-
rencia con la biopsia pulmonar. Los estudios uti-
lizados fueron: 1) capacidad vital forzada (CVF), 2)
capacidad de difusion del monéxido de carbono
y 3) saturacion de oxigeno en reposo y ejercicio.

Lavado bronquioalveolar (LBA)

Se realizé utilizando una técnica estandar. Bre-
vemente, el broncoscopio de fibra 6ptica se in-
trodujo en dos segmentos del I6bulo medio
derecho o lingula y se instilaron 300 mL de so-
lucion salina en alicuotas de 50 mL, con un
promedio de recuperacién de 65-70%. El li-
quido recuperado se filtr6 a través de una gasa
estéril, se midid y centrifug6 a 250 x g por 10
minutos a 4°C. El concentrado celular se resus-
pendid en 1 mL de solucidn salina amortigua-
da con fosfato. Una alicuota fue utilizada para
evaluar el nimero total de células. Otras ali-
cuotas se fijaron en carbowax y tres laminillas
por muestra se tifieron con hematoxilina y
eosina y se usaron para conteo diferencial de
las células inflamatorias. El sobrenadante se

congel6 de inmediato a -70°C hasta que se
midié la OPN.

Cuantificacion de osteopontina por ELISA

La cuantificacion de OPN se realiz6 con un es-
tuche comercial de ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzimas (Enzime-Linked ImmunoSor-
bent Assay, ELISA) especifico, siguiendo las re-
comendaciones del fabricante (Calbiochem, La
Jolla, CA).

Andlisis estadistico

Se utiliz6 estadistica descriptiva con promedio y
desviacién estandar, asi como mediana y valores
minimo-maximo, segun correspondiera. Dado que
los resultados obtenidos de concentracion de
osteopontina no mostraban una distribucion nor-
mal se decidid realizar una transformacion loga-
ritmica. Para evaluar las diferencias entre grupos
se utilizé prueba de ANOVA con post hoc de
Bonferroni. Se evalué la asociacién entre varia-
bles dicotdmicas mediante tablas de contingen-
cia de 2 x 2, y en la seccidn exploratoria se ana-
liz6 la correlacién de los valores de OPN con las
variables clinicas, utilizando la prueba de corre-
lacién de Pearson.

RESULTADOS

Se estudiaron 61 pacientes cuyas caracteristicas
demograéficas y clinicas se resumen en la Tabla I.

Como se esperaba, dado que la FPI ocurre en
general en pacientes mayores de 50 afios, se
encontré una diferencia significativa en la edad
de este grupo de pacientes con el resto de los
grupos de estudio que en general eran mas jo-
venes (p < 0.0001). Se encontré también dife-
rencia en los niveles de OPN por género, sien-
do mas elevados en los hombres que en las
mujeres (p < 0.05), ademas de una moderada
correlacion positiva de OPN con la edad (r = 0.58,
p < 0.01).

Los pacientes con las diferentes neumopatias
intersticiales mostraron alteraciones de tipo res-
trictivo y de intercambio gaseoso en las PFP. Sin
embargo, no se encontraron diferencias en los
promedios de estas variables entre los tres gru-
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Tabla I. Caracteristicas de la poblacién de estudio.

Diagnostico FPI* NH* NINES Controles
Numero de pacientes 25 16 10 10
Edad, afios 61 (50-72) 43 (24-69) 45 (35-69) 36 (26-48)
Hombre/mujer 14/11 7/9 0/10 7/3
Fumadores 6 2 1 0
Exfumadores 5 2 2 0

No fumadores 14 12 7 10
FVC %, predicho 67.3+24.3 65.4 +19.05 58.7 £ 18.9 102.5+4.24
DLCO %, predicho 67.14 +21.18 62.7 £22.7 73.5%+29.6 100.77 1.7
PaO, mmHg, reposo 5246 +7.6 56.31 +6.7 51.3+57 No se hizo
PaO, mmHg, ejercicio 40.7 +6.16 42.87+4.71 39.55 +4.65 No se hizo
Total de células x 10° 13.34 12,42 23.20*14.64 23.28+11.28 4.88 + 3.45
% de macrofagos en LBA 79.52 +£9.37 30.81+16.94 51.70*16.71 89.10+4.38
% de linfocitos en LBA 16.36 = 8.47 67.44+17.13 46.10 = 18.53 9.9+3.73
% de neutrdfilos en LBA 1.6+3.0 0.56 = 0.81 0.80+2.2 0.10+0.32
% de eosindfilos en LBA 2.8+ 2.96 0.66 +=0.88 1.5+1.78 0.10 £0.32

* FPI: Fibrosis pulmonar idiopatica; * NH: Neumonitis por hipersensibilidad; § NINE: Neumonia intersticial no especifica.

pos de enfermos. Las alteraciones fueron signi-
ficativas en comparacion con el grupo control
(p < 0.001).

Osteopontina en el lavado bronquioalveolar

Para tener una distribucién normal se obtuvo el
logaritmo de los valores de OPN ajustado por
proteinas totales en el LBA. Se observé que los
niveles de OPN en el LBA en los pacientes con
FPI fueron significativamente mayores que en los
pacientes con NH y sujetos sanos (p < 0.0001),
asi como en pacientes con NINE (p < 0.05). No
se encontré diferencia entre los promedios de
estos tres ultimos grupos (Figura 1).

Mediante la utilizacion de curvas de caracte-
risticas operativas del receptor se determiné que
cuando el logaritmo de OPN es > 2.0; esta prue-
ba presenta una sensibilidad de 80% y una es-
pecificidad del 75% para el diagnostico de FPI.

Correlacion de los niveles de osteopontina
con las pruebas funcionales pulmonares y
curso clinico de la enfermedad

No se encontré correlacion alguna entre los ni-
veles de OPN con las PFP (FVC, saturacion de
oxigeno en reposo y ejercicio, difusion de mo-
néxido de carbono) ni con el tipo de curso clinico

de la FPI. Para esto, los pacientes fueron sepa-
rados de acuerdo con el tiempo transcurrido
entre el inicio de sintomas y el diagndstico, y en
menores de 12 meses y mayores de 24 meses,
dado que se ha encontrado que los pacientes
que consultan con pocos meses de sintomas pre-
sentan una forma acelerada de la enfermedad?.
Un hallazgo interesante en el andlisis de las
variables clinicas fue encontrar una asociacion sig-
nificativa entre los niveles elevados de OPN y la
presencia de hipocratismo digital. La evaluacion
de todos los pacientes, en conjunto, mostré una
razén de momios de 6.69 con un intervalo de
confianza a 95% de 1.25 - 10.76 (p < 0.05).
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Figura 1. Logaritmo de la concentracion de OPN
ajustada por proteinas en el LBA por grupo. Las lineas
identifican la ubicacion de los promedios.
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Esta asociacion se perdio en los pacientes con
FPI dado que en la mayoria de ellos existe pre-
sencia de hipocratismo digital (RM = 3.3, IC
95% 0.23 — 37.1, p = 0.64). El andlisis de esta
asociacioén en los otros dos grupos de pacientes
mostré una RM = 21, IC 95% 1.50-293.26,
p < 0.05 para el grupo de pacientes con NH, y
una RM de 0.16, IC 95% 0.010-2.82. p = 0. 26
en el grupo de pacientes con NINE.

Se exploraron también las posibles asociacio-
nes de género y tabaquismo con la cantidad de
OPN en LBA. Para el grupo completo de sujetos
estudiados se observo una tendencia hacia una
asociacion positiva entre el habito tabaquico y
cantidades elevadas de OPN en LBA (RM de 3.0,
IC 95% 0.99 — 9.06, p = 0.087).

En la Figura 1, que muestra los niveles de OPN
ajustada por proteinas, es evidente que dentro
del grupo de pacientes con FPI, existen dife-
rencias en la cantidad de OPN cuantificada por
ELISA pareciendo formar dos grupos diferentes.
En este contexto, se realizé un modelo de regre-
sion lineal multiple para tratar de definir cuéles son
los pardmetros que influyen en la variacién de
las cantidades de OPN en el lavado bronquio-
alveolar de estos pacientes. Al modelo se ingre-
saron todas aquellas variables que fueron con-
sideradas de importancia clinica y biolégica en el
padecimiento. Con este andlisis se obtuvo un
modelo que incluyo seis parametros que fueron,
PaO, en ejercicio, FVC%, DLCO%, edad, gé-
nero y tabaquismo, con una R? ajustada de 0.94
y p =0.012.

DISCUSION

Las neumopatias intersticiales muestran rasgos
clinicos, radiolégicos y funcionales similares, por
lo que a pesar de ser de etiologia y patogénesis
muy heterogéneas pueden agruparse bajo el tér-
mino de EPID. Los pacientes con cualquiera de
estos padecimientos presentan disnea de esfuer-
z0 progresiva, tos con expectoracion escasa, ima-
genes radioldgicas bilaterales difusas, y alteracio-
nes funcionales de tipo restrictivo con hipoxemia
en reposo que empeoran con el ejercicio.

Dos de las EPID que con mayor frecuencia se
observan en México son la FPI y la NH induci-
da por la exposicion prolongada a diferentes

aves, como palomas, canarios o pericos austra-
lianos. La forma crénica de la NH puede pro-
gresar hacia la fibrosis y ser indistinguible de la
FPI125, Asimismo, la NINE suele confundirse,
incluso en los hallazgos histopatolégicos, con la
FPly la NH%:27,

En este contexto, el principal objetivo de este
estudio fue evaluar si los niveles de OPN en el
LBA podrian ser utilizados como una prueba
auxiliar en la caracterizacion de estas EPID, par-
ticularmente si se podia discriminar la FPI, que
representa uno de los mayores retos de diagnos-
tico y tratamiento en este grupo de enfermedades.

Con este proposito cuantificamos los niveles
de OPN en los LBA de pacientes con FPI, NH,
NINE y sujetos sanos. Decidimos usar LBA por
dos razones: a) es un método rutinario en el es-
tudio de estos pacientes y b) puede reflejar de
manera mas apropiada lo que esta ocurriendo en
el tejido pulmonar dafiado.

Nuestros resultados mostraron una marcada
diferencia en los promedios de OPN presentes
en los lavados de los pacientes con FPI en com-
paracion con los demas grupos, en quienes no se
observaron diferencias intergrupales. Es intere-
sante que nuestros datos muestren una sensibi-
lidad de 80% y especificidad del 75% para el
diagnéstico de FPI cuando el resultado de loga-
ritmo de OPN es > 2.0, lo cual puede hacer de
esta técnica una buena opcion para ser utiliza-
da como prueba de exclusion en el diagndstico
diferencial de estas enfermedades.

También encontramos una diferencia signifi-
cativa en los niveles de OPN entre hombres y
mujeres, siendo mas alto el promedio en los
hombres, y una correlacion positiva de los ni-
veles de OPN con la edad. No existen reportes
previos en la literatura donde se mencionen di-
ferencias en los niveles de OPN por género, y
con respecto a la edad, encontramos s6lo dos es-
tudios, contradictorios entre si, de trabajos don-
de se midieron cantidades de OPN en plasma de
pacientes con tuberculosis y controles sanos asi
como con hiperlipidemia y controles sanos?2°.
En el primero no encontraron correlacion entre
la edad y los niveles de OPN; en el segundo,
reportan una correlacion positiva entre los nive-
les de OPN y la edad, resultados similares a los
nuestros; es importante destacar que nuestro
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trabajo es el primero que ha sido realizado mi-
diendo cantidades de OPN en sobrenadante de
LBA vy, a diferencia de los anteriores, ésta pue-
de ser una aproximacion mas directa de los
eventos patolégicos que estan ocurriendo en el
pulmon de estos pacientes.

Como se menciono, hubo diferencias en los
niveles de OPN en los LBA de los pacientes del
grupo con FPI, por lo que se realizé un modelo
de regresion lineal multiple tratando de definir los
parametros clinicos y/o biologicos que influyen en
la variacion de las cantidades de OPN en LBA en los
pacientes. En el modelo obtenido, quedaron
incluidas seis variables que fueron PaO, en ejer-
cicio, FVC%, DLCO%, edad, género y tabaquis-
mo. Este modelo es congruente con nuestros re-
sultados ya que se observaron diferencias en los
niveles de OPN segun el género, asi como
asociacion con los niveles de OPN y edad, y una
tendencia hacia una asociacién con el tabaquis-
mo. Aunado a esto, la PaO, en ejercicio, FVC%,
DLCO% son variables que se relacionan con la
progresion de la enfermedad, lo que sugiere que
las diferencias en los niveles de OPN en LBA en
pacientes con FPI pueden estar asociadas al gra-
do de progresion de la enfermedad.

Por otro lado, es de gran interés el hallazgo de
la fuerte asociacion entre los niveles elevados
de OPN vy la presencia de hipocratismo digital, ya
gue la presencia de este signo esta asociado de
manera importante con procesos fibrosantes
avanzados, tanto en FPI como en NH®%. Esto
puede indicar que los pacientes con mayores
niveles de OPN son también aquellos que
presentan enfermedad més avanzada y/o una
presentacion clinica mas agresiva. Esta hipétesis
esta basada no sélo en nuestros hallazgos actua-
les sino también en la teoria de que la OPN es
una proteina profibrosante®, y que puede par-
ticipar activamente en la progresion de estas en-
fermedades. Es importante sefialar que los me-
canismos involucrados en el desarrollo de
hipocratismo digital no se conocen con preci-
sion; se ha sugerido que algunos mediadores
como el factor de crecimiento derivado de pla-
guetas (PDGF) y el factor de crecimiento vascu-
lar endotelial (VEGF) participan en su patogéne-
sis; se plantea que en patologias donde se
genera el paso de megacariocitos y conglome-

rados de plaquetas a través de cortocircuitos en
la red capilar pulmonar, estas células alcanzan los
capilares distales donde liberan a estos factores.
PDGF y VEGF aumentan en procesos hipdxicos
y pueden incrementar la vascularidad, permeabi-
lidad y ocasionar los cambios en el tejido conjun-
tivo caracteristicos del hipocratismo digital®>=.

La OPN se produce normalmente en huesos
y dientes donde se ha sugerido que desempefia
un papel importante en adhesion, migracion y
supervivencia celular®*%. El gen de la OPN es
uno de los sobreexpresados en pulmones de ra-
tas sometidas a hipoxia hipobarica®. Asimismo,
en un trabajo reciente con un modelo de hipoxia
normobarica en ratas se demostré que, ademas
de que la OPN se incrementa en pulmén debido
a la hipoxia per se, puede ser sobrerregulada por
factores de crecimiento que responden a hi-
poxia, tales como la angiotensina Il y el factor de
crecimiento para fibroblastos acidico en células
de musculo liso de arterias pulmonares, con lo
cual se sugiere que la OPN también puede des-
empefiar un papel en la remodelacion vascular®’.
En este contexto podemos especular, con base
en nuestros hallazgos, que OPN puede contri-
buir al desarrollo del hipocratismo digital.

La falta de correlacion de los niveles de OPN
con las PFP podria considerarse como esperada,
ya que las anormalidades de las PFP en estas pa-
tologias no muestran diferencias importantes
entre si, siendo ésta una de las razones por las que
dichas pruebas no son de ayuda en el diagnos-
tico diferencial de estas enfermedades®®*.

CONCLUSIONES

Hemos demostrado que la OPN se encuentra
elevada en el lavado bronquioalveolar de los
pacientes con FPI por lo que podria considerar-
se como una prueba auxiliar de diagnéstico di-
ferencial de las EPID.
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