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1.0 Resumen
Introduccién: La enfermedad pulmonar obstructiva crénica es una enfermedad caracterizada
por la limitacién de flujo aéreo que no es completamente reversible. Aunque fumar cigarro es el
principal factor de riesgo ambiental para desarrollar EPOC, solo del 10-20% del total de los
fumadores desarrollan la enfermedad, lo cual sugiere que existen otros factores que influyen en
el desarrollo de la misma; otro factor de riesgo ambiental es la exposicidon al humo de lefia.
Aunque principalmente afecta a los pulmones, el proceso inflamatorio de la EPOC tiene
repercusiones sistémicas. Se han encontrado niveles elevados de marcadores inflamatorios en
circulacion de pacientes con EPOC, como proteina C reactiva (CRP), la proteina de unién a
lipopolisacarido, el receptor soluble 75 de transmembrana para TNF (sTNF-R75), y moléculas
de adhesion solubles. Por otro lado, se ha descrito la contribucion de la variacion alélica del
sistema de HLA (Human Leukocyte Antigen por sus siglas en inglés) a un gran numero de
enfermedades, principalmente de tipo autoinmune e inflamatorio, sin embargo, el papel de los
alelos HLA en EPOC no ha sido investigado a detalle, a pesar de existir asociaciones de
polimorfismos en genes HLA en otras enfermedades respiratorias de tipo inflamatorio como
fibrosis pulmonar, neumonitis por hipersensibilidad y asma ocupacional; dentro de la
fisiopatogénesis de la EPOC, el dafio al DNA es ocasionado por el estrés oxidativo en
respuesta a tal dafo, las células inician un programa de eventos que culmina con la respuesta
al dano al DNA, al mismo tiempo, se induce un programa global de transcripciéon que conduce a
la expresién de genes como TP53, STK39 y RHBD1, productos proteicos que arrestan el ciclo
celular para facilitar la reparaciéon del DNA. Objetivo: Identificar polimorfismos en genes
involucrados en la inflamaciéon y dafo al DNA asociados con EPOC. Material y métodos: Los
individuos fueron seleccionados de agosto del 2009 a julio del 2010, captados de las clinicas de
EPOC y de ayuda para dejar de fumar, pabellén de enfermedades obstructivas y consulta
externa, todos del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas. Se
incluyeron individuos con habito tabaquico mayor a 10 cigarros/dia, por mas de 10 afos,
mestizos mexicanos por abolengo y con pruebas de funcién pulmonar indicativa de EPOC, para
el grupo de casos y funcién pulmonar normal para el grupo control. El DNA se obtuvo a partir de
sangre periférica y fue extraida con un estuche comercial; los alelos HLA-DRB1 y DQB1 fueron
identificados por PCR-SSP, la discriminacion alélica fue realizada con PCR en tiempo real, y la
inmunodeteccion de p53 por western blot, se genotipificaron 8 SNPs en 7 genes involucrados
en la respuesta inflamatoria: rs16944 (IL1B), rs4073 (IL8), rs361525 y rs1800629 (TNF),
rs25882 (CFS2), rs2282691 (CCL1), rs1800947 (CRP) y rs1818879 (IL6) y 2 SNPs involucrados
en la respuesta al dano al DNA y apoptosis: rs3820928 (RHBDD1) y rs935381 (STK39),

Resultados: De los 8 SNPs analizados involucrados en la respuesta inflamatoria, los
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rs1800629 (TNF), rs1818879 (IL6) y rs4073 (IL8) tuvieron una asociacion estadisticamente
significativa: Se encontré una frecuencia genotipica del rs1800629 para el genotipo GA de 13%
en casos Y 5% en controles (pC=0.0127, OR=3.02, IC 95%=1.24-8.07), para el rs1818879 se
encontré una FG del 40% en controles contra 27% de casos (pC=0.0141, OR=1.83, IC
95%=1.12-3.00) mientras que el rs4073 en IL8 mostré una asociacion positiva para el alelo A
con 72% en casos contra 63% en controles (pC=0.0124, OR=1.54, IC 95%=1.09-2.17). Para el
caso de HLA se lograron determinar 13 alelos DRB1 y 15 DQB1, los alelos DRB1*04, 08, y 14
se encontraron en una frecuencia elevada en ambos grupos de estudio (30%, 15% y 12%
respectivamente) lo cual es consistente con reportes previos que indican a dichos alelos como
predominantes en poblacién mexicana; por otro lado en DQB1, el alelo 06:03 mostré una
diferencia estadisticamente significativa (3.63% vs 7.58%, pC= 0.042, OR=0.46 IC 95%= 0.21-
0.97), resultados que sugieren un efecto de proteccién. Posteriormente se realizé una
estratificacion por estadios GOLD para los pacientes, resultando asociado DRB*11 con el
estadio GOLD Il (12.5% vs 6.06%, pC=0.017, OR=2.28, IC 95%1.13-4.57) y DRB*07 (17.14%
vs 6.36% p=0.0061, OR=3.04, IC 95%1.29-6.88) con el estadio GOLD lll. Conclusién:
Nuestros hallazgos sugieren la existencia de factores genéticos tipo SNP en TNF, IL6 e IL8
ademas de alelos de HLA clase Il DRB1*11 y DRB1*07 que se encuentran en frecuencias

incrementadas en los estadios GOLD Il y Il respectivamente.
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2.0 Abstract

Introduction: Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is characterized by airflow
limitation that is not fully reversible. Although cigarette smoking is the major environmental risk
factor for developing COPD, only 10-20% of all smokers develop the disease, suggesting that
other factors may influence its development. The main risk factors contributing to this disease
are cigarette smoke and exposure to biomass smoke. Although this risk factor primarily affects
the lungs, the inflammatory process of COPD has systemic implications. There have been found
elevated levels of circulating inflammatory markers in patients with COPD, such as C-reactive
protein (CRP), lipopolysaccharide binding protein, soluble receptor for TNF 75 transmembrane
(sTNF-R75) and soluble adhesion molecules. Additionally, it has been described the contribution
of the HLA system allelic variation (Human Leukocyte Antigen) to several diseases, mainly
autoimmune and inflammatory, but the role of HLA alleles in COPD has not been investigated in
detail, although there are associations of polymorphisms in HLA genes in other inflammatory
respiratory diseases such as pulmonary fibrosis, hypersensitivity, pneumonitis and occupational
asthma. On the other hand, within the COPD physiopathogenesis, DNA damage is caused by
oxidative stress, as response to such damage, cells initiate a program of events culminating with
the DNA damage response, while it induces Global transcriptional program that leads to the
expression of genes such as p53, STK39 and RHBD1, which arrest the cell cycle to facilitate
repair of DNA. Objective: To identify polymorphisms in genes involved in inflammation and DNA
damage associated with COPD. Methods: Subjects were selected from August 2009 to July
2010, captured from the COPD and Smoking Cessation Clinics, all from the Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas. We included individuals with more than 10
cigarettes per day for over 10 years smoking history, with Mexican mestizo ancestry, and
pulmonary function tests indicating COPD for the case group and normal lung function for the
control group. DNA was obtained from peripheral blood, extracted with a commercial kit. HLA-

DRB1 and DQB1 were identified by PCR-SSP, allelic discrimination was performed with real-
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time PCR, and p53 immunodetection by western blot. 8 SNPs were genotyped in 7 inflammatory
response genes: rs16944 (IL1B), rs4073 (IL8), rs361525 and rs1800629 (TNF), rs25882 (CFS2),
rs2282691 (CCL1), rs1800947 (CRP) and rs1818879 (IL6); and 2 SNPs involved in the
response to DNA damage and apoptosis: rs3820928 (RHBDD1) and rs935381 (STK39),
Results: Three of the 8 inflammatory response SNPs analyzed showed positive association:
rs1800629 (TNF), rs1818879 (IL6) and rs4073 (IL8): The GA genotype for the rs1800629 had a
frequency of 13% in cases vs 5% in controls (pC = 0.0127, OR = 3.02, 95% CI = 1.24-8.07), the
rs1818879 frequency was 40% in controls vs 27% of cases (pC = 0.0141, OR = 1.83, 95% CI =
1.12-3.00) and rs4073 in the IL8 gene, showed a positive association for the A allele with 72% in
cases against 63% in controls (p = 0.0124, OR = 1.54, 95% CI = 1.09-2.17). Additionally, we
were able to determine 13 HLA alleles for DRB1 and 15 for DQB1; besides DRB1*04, 08, and
14 alleles were found in high frequency for both study groups (30%, 15% and 12% respectively)
which is consistent with previous reports that indicate such alleles as dominant in the Mexican
population. By the other hand, DQB1 06:03 allele showed a statistically significant difference
(3.63% vs 7.58%, pC = 0.042, OR = 0.46 CI 95% = 0.21-0.97), suggesting a protective effect.
Subsequently, we performed a GOLD stages patients stratification, showing association DRB*11
allele with GOLD stage Il (12.5% vs 6.06%, pC = 0.017, OR = 2.28, 95% CI 1.13-4.57) and
DRB*07 (17.14% vs 6.36% pC = 0.0061, OR = 3.04, 95% CI 1.29-6.88) with GOLD stage lII.
Conclusion: Our findings suggest the existence of genetic factors SNP type in TNF, IL6 and
IL8, in addition to HLA class Il alleles DRB1*11 and DRB1*07 found in GOLD stage Il and llI

respectively increased frequency.
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3.0 Introduccién

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) se caracteriza por la limitacion del
flujo aéreo con desarrollo progresivo, lento e irreversible. Recientemente la Global
Initiative for Obstructive Lung Disease (GOLD, por sus siglas en inglés) ha adoptado
una nueva definicibn de EPOC: “Un estado de enfermedad caracterizado por la
limitacion de flujo aéreo que no es completamente reversible. La limitacion de flujo
respiratorio es anormalmente progresiva y se asocia con la respuesta anormal e

inflamatoria de los pulmones a particulas y gases nocivos” (1).

3.1 Epidemiologia

Aunque fumar cigarro es el principal factor de riesgo ambiental para desarrollar EPOC,
solo entre el 10-20% del total de los fumadores desarrolla la enfermedad, lo cual
sugiere que existen otros factores que influyen en el desarrollo de la misma. Algunos
estudios calculan que fumar contribuye con el 15% en el deterioro de la funcién
pulmonar, mientras que factores genéticos lo hacen hasta en un 40% (2). Los
principales factores extrinsecos contribuyentes en la etiologia son las fuentes exdgenas
directas de oxidantes, como el humo de cigarro (3) y en paises emergentes como
Nepal, Colombia y México también se relaciona con la exposicion al humo de lefia (4).
La prevalencia real de la EPOC es incierta, datos recientes en paises europeos han
sugerido que entre 4-6% de la poblacién adulta padece EPOC, por otro lado, la EPOC
es una de las principales causas de discapacidad cronica y se prevé que para el afo
2020 sera la quinta causa mas frecuente de discapacidad en el mundo. La prevalencia
mundial de la EPOC oscila entre el 5-10%, ademas ha aumentado en las ultimas

décadas y es mas frecuente en hombres que en mujeres, para el caso de la exposiciéon
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al humo de cigarro. El proyecto PLATINO (Proyecto Latinoamericano de Investigacion
en Obstruccion Pulmonar), llevado a cabo por la ALAT (Asociacion Latinoamericana de
Torax), permitié conocer la prevalencia de la EPOC en cinco paises de Latinoamérica,
encontrando que los porcentajes de un pais a otro varian desde un 7.8% en la Ciudad
de México a un 17% en Montevideo. De acuerdo con una encuesta realizada en México
D.F., la prevalencia de fumadores en individuos mayores de 12 afios es 43/100
hombres y de 21/100 mujeres; la prevalencia de exfumadores es de 30/100 hombres y
de 21/100 mujeres, lo que muestra el riesgo potencial que existe en México para el
desarrollo de EPOC vy otras enfermedades relacionadas con la exposicion a humos
contaminantes en nuestro medio. Ademas, la EPOC en México podria tener una
prevalencia mayor, al igual que en otros paises en vias de desarrollo, por el uso del
carbon vegetal y lefia como materiales de combustion domeésticos, lo que es
considerado en la actualidad un factor importante de riesgo para el desarrollo de esta
enfermedad. Debemos tomar en cuenta que en la ciudad de México, las
manifestaciones de esta enfermedad son las mas severas, debido a la disminucién de

la presion de oxigeno en la atmdsfera como consecuencia de la altitud (5).

3.2. Patogénesis

La EPOC se caracteriza por un desarrollo lento y progresivo de la limitacion del flujo de
aire que es poco reversible, en contraste con el asma, donde la obstruccion es variable
y usualmente es reversible espontdneamente o con tratamiento (6). Dentro de los
principales factores extrinsecos contribuyentes a la etiologia estan las fuentes
exdgenas directas de oxidantes, como el humo de cigarro y la exposicién al humo

procedente de la quema de biomasa. En tanto que las aportaciones enddgenas de
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radicales libres provienen de células epiteliales e inflamatorias, principalmente
neutréfilos y macrofagos que migran a la via aérea (7). La EPOC incluye bronquiolitis
con fibrosis, obstruccion de vias aéreas pequefas, enfisema con alargamiento de los
espacios aeéreos, destruccion del parénquima pulmonar, pérdida de elasticidad
pulmonar y cierre de las vias aéreas pequefias. La bronquitis cronica es definida por
producir tos de mas de tres meses de duraciéon, por mas de dos afnos sucesivos, esto
es reflejo de la hipersecrecion de moco y no necesariamente se asocia con la limitacion

del flujo de aire (8).

3.2.1 Obstruccion de las vias aéreas de pequeno calibre

La obstrucciéon de las vias pequehas en pacientes con EPOC estd ampliamente
documentada (9), con aumento en el grosor de las vias aéreas pequefas, incremento
de la formacién de foliculos linfoides y deposicion de colagena en la pared exterior de
las vias aéreas que puede restringir la apertura de estas vias (10). El lumen de las vias
pequefias es reducido por un engrosamiento de la mucosa que contiene un exudado
inflamatorio, el cual incrementa con la gravedad de la enfermedad. EI mecanismo de la
formacion del foliculo linfoide es aun desconocido, pero puede ser una respuesta a la
colonizacion bacteriana cronica y exacerbaciones agudas en la inflamacion. Los
mecanismos de fibrosis en las vias aéreas aun no se han entendido del todo, pero
probablemente se deben a un proceso de reparacion de inflamacion cronica. El papel
de factores de crecimiento especificos como el factor de crecimiento transformante-
B (TGF-B), cuya expresion se ha visto aumentada en vias aéreas de pequefio calibre
(11), puede inducir fibrosis via liberacion del factor de crecimiento de tejido conectivo

(CTGF) el cual puede estimular la deposicidn de colagena en las vias aéreas (12).
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3.2.2 Destruccion alveolar

Los alvéolos estan compuestos de una red virtual entre neumocitos tipo | y I, células
endoteliales y fibroblastos. Esta red estructural unica ofrece un mecanismo potencial
para entender la disfuncion de las células de la pared alveolar como resultado de la
exposicidon al humo de cigarro. La destruccion alveolar ocurre debido a que los
neumocitos tipo | y |IlI, células endoteliales y miofibroblastos son dafiados
consecutivamente. El enfisema consiste en una respuesta de dano de las células
alveolares en la cual los elementos estructurales desaparecen provocando una

disminucién en el area de intercambio capilar (13).

3.3 Inflamacion en EPOC

La EPOC se reconoce como una enfermedad sistémica con importantes
manifestaciones extrapulmonares que tienen repercusiones en diferentes 6érganos. Se
asocia con diversas complicaciones de la respuesta inflamatoria sistémica, como
pérdida de peso, disfuncidn del musculo esquelético, osteoporosis, progresion a
ateroesclerosis, enfermedad arterio-coronaria, ansiedad, depresidn, y alta prevalencia
de cancer de pulmén (14). Los mecanismos de la inflamacion sistémica son de gran
interés por que representan en gran parte la mortalidad y morbilidad de los pacientes

con EPOC (15).

3.3.1 Inflamacién pulmonar
La EPOC es una condicion caracterizada por inflamacién de la via aérea y

remodelacion, inflamacién del parénquima pulmonar y destruccidn; resultando en
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obstruccion del flujo espiratorio de aire, hiperinflacion pulmonar con pérdida de la
retractilidad elastica y finalmente intercambio gaseoso alterado (10). El dafio tisular con
remodelacion y engrosamiento de la pared, inflamacion y fibrosis de las vias aéreas
pequefias parecen jugar un papel importante en la patogénesis de la EPOC (10). La
inflamacion del parénquima pulmonar, el estrés oxidativo, apoptosis y eventual
protedlisis resulta en destruccion enfisematosa de la pared alveolar (16).

Existen dos hipotesis que tratan de explicar esta respuesta anormal: 1) desequilibrio en
el sistema oxidantes/anti-oxidantes y 2) desequilibrio en el sistema proteasas/anti-
proteasas (17).

1) Sistema oxidantes/antioxidantes

La principal consecuencia del estrés oxidativo es la peroxidacion de lipidos, la cual es
ocasionada por una reaccion en cadena de radicales libres que afecta a acidos grasos
poliinsaturados de membrana; si esta reaccidon no cesa, puede ocasionar dano
permanente en membranas, causando muerte celular. La exposicibn a oxidantes
contenidos en el aire puede causar peroxidacion en humanos y roedores (18, 19).
Ademas, el incremento en el numero de células inflamatorias y macrofagos alveolares
puede contribuir al aumento de un ambiente pro-oxidante en el tejido pulmonar de
pacientes con EPOC (20). La activacién de sefalizaciones intracelulares es otra via por
la cual el estrés oxidativo puede causar una respuesta patoldgica en el pulmén. Los
contaminantes del aire y la especies reactivas del oxigeno (ROS, por sus siglas en
inglés) activan la sefializacién MAPK (protein-cinasas activadas por mitégenos) lo cual
promovera inflamacion. Un ejemplo de esto es la inhibicién de la cinasa c-Jun amino-
terminal en ratén, atenuada con ozono que induce inflamacion e hiperreactividad (21).

Ademas, los productos finales de la peroxidacion de lipidos activan sefales
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extracelulares reguladas por las cinasas p44/42, JNK y p38 MAPKy la activacion puede
ser bloqueada por NAC (N-acetil-cisteina) (19, 22). La activacion de estas cinasas
puede también ser acompafada por el incremento de la actividad del factor de
trascripcion AP-1, la cual puede conducir a la transcripcion de genes de respuesta al

estrés incluyendo enzimas de fase Il. (22).

2) Sistema de proteasas/antiproteasas

Esta hipétesis fue formulada hace casi 40 afios en respuesta a dos observaciones
principales: En primer lugar, la deficiencia genética de al-antitripsina (AAT) la cual es
el principal inhibidor de la elastasa de neutrofilos en el tracto respiratorio bajo y que esta
asociada con el inicio temprano de enfisema panlobular severo (23); en segundo lugar,
la instilacion de papaina (una enzima con actividad de elastasa) en pulmén de rata
resulta en alargamiento progresivo del espacio aéreo (24). Estas dos observaciones
llevaron a la hipotesis de que la inhalacion de humo de cigarro (u otros gases nocivos)
conduce al reclutamiento de células inflamatorias en los pulmones. Las células
inflamatorias liberan varias proteasas que exceden la proteccién de inhibicion de las
antiproteasas en los pulmones. Las proteasas degradan sin control las proteinas de la
matriz extracelular, componentes de la pared alveolar (especialmente las fibras
elasticas) produciendo destruccion y pérdida de la pared alveolar y engrosamiento de la
via aérea (25).

Las proteasas son enzimas que rompen los puentes peptidicos internos de polipéptidos
(26, 27). Estas pueden ser clasificadas en 4 grupos de acuerdo a su naturaleza quimica
o por el sitio activo en: serin-, metalo-, cistein- y asparto proteasas.

Se piensa que el enfisema inducido por fumar puede ser mediado en parte por la

inhibicion directa y prolongada de las antiproteasas en el tejido pulmonar (28-30). Una
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clara consecuencia es que las proteasas, por ejemplo la elastasa de neutrdfilos, puedan
causar dafo en el tejido bajo estas condiciones. Los neutrofilos, como parte del sistema
inmunoldgico innato, son parte integral de la vigilancia en las superficies de las
mucosas (31). Las proteasas, incluida la elastasa de neutrofilos juegan un papel

importante en las reacciones contra la invasion de microorganismos.

3.4 Deficiencia de AAT

La primera descripcion de la deficiencia de AAT fue descrita por Laurell y Eriksson en
1963, después de una revision de las proteinas séricas por electroforesis, se observo la
ausencia de la banda de la proteina a—1 en 5 de casi 1500 geles (23). Eriksson
demostrd que los 5 pacientes tenian enfisema con edades de 35, 38 y 44 afios, ademas
de historia familiar de enfisema (24).

La deficiencia de AAT es heredada como un desorden autosémico codominante; la AAT
esta codificada por el gen SERPINA1, localizado en el brazo corto del cromosoma 14
(banda citogenética 14q31-32.3); tiene una extension de 12.2 kb y esta organizado en
cuatro exones codificantes (23, 32, 33) y tres exones no codificantes (1a, 1b y 1c). Los
fenotipos son clasificados por un sistema de codigos, en el cual los alelos heredados
son usualmente letras que denotan la migracion de la molécula en un gradiente
isoeléctrico de A (anddicas) a Z (variantes de baja migracion). El fenotipo MM indica
individuos que son homocigotos para el alelo normal M y ZZ se asigna a los individuos
que son homocigotos para el alelo Z, mutaciones que son la causa de la deficiencia
severa de AAT.

3.4.1 Herencia y polimorfismo del gen SERPINA1
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El gen de SERPINA1 se transmite por herencia mendeliana simple de manera
autosdmica codominante mediante 2 alelos, uno de cada progenitor, que se expresan
independientemente en los hijos al 50% (34, 35).

Este gen se caracteriza por su gran polimorfismo. Mediante isoelectroenfoque (IEF) se
han identificado hasta la fecha mas de 70 variantes proteicas (34), y con el avance de
las técnicas de identificacion, el numero alcanza las 100 (36). El conjunto de variantes
es denominado sistema Pi (del inglés protease inhibitor). La mayoria de las variantes
carecen de significado clinico, solo alrededor de 30 se sabe que pueden tener
repercusiones patologicas (34).

Las variantes se clasifican de acuerdo con su velocidad de migracion electroforética en
un campo magneético con distintos gradientes de pH. Los investigadores pioneros en el
tema denominaron M (del inglés “medium") a las de velocidad media, F (del inglés
“fast”) a las de velocidad rapida, y S (del inglés “slow”) a las de migracién lenta (37).
Cuando se descubrieron nuevas variantes, se designé con las letras iniciales del
alfabeto a las anodicas y con las finales a las catodicas (34). El genotipo “normal’,
presente en mas del 90% de los sujetos sanos (94-96% en poblacién caucasica), se
denomina PIMM y se caracteriza por niveles séricos de la proteina entre 150-350
mg/100 ml (20-48 uM). Las variantes S (Glu264Val) y Z (Glu342Lys) constituyen el 95%
de las mutaciones en pacientes con deficiencia severa de AAT. Ambas son mutaciones
sin sentido en el gen SERPINA1. Individuos con genotipos SS, SZ y ZZ expresan
concentraciones séricas de la proteina de 85%, 25% y 15% respectivamente, con
respecto a los niveles normales (genotipo MM) (36). EI homocigoto para la variante S
no ha sido asociado con enfermedad y son pocos los estudios enfocados a determinar

el riesgo a desarrollar enfisema entre los genotipos SZ (38), la mayoria de los estudios
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concluyen que el genotipo SZ es menos importante que ZZ, debido a que los pacientes
con genotipo SZ desarrollan enfisema a una edad mayor que aquellos portadores del
ZZ (34). Sin embargo, no queda claro si las diferencias en el riesgo son relacionadas a
la dispersién en los niveles séricos de AAT entre las poblaciones en estudio u otros

factores desconocidos al momento.

3.4.2 Subtipos PiM

PiMM es el genotipo comun (“normal”) del gen SERPINA1, las diferentes variantes
alélicas de éste gen (PiZ, PiS, PiP, Pil, PiW y Pi nulos), frecuentemente conducen a
deterioro en la actividad de AAT. Los alelos PiZ y nulos han sido ampliamente
reportados como factores predisponentes al desarrollo de EPOC, debido a la carencia
de antiproteasas en los fluidos biolégicos, particularmente en el intersticio pulmonar.
Generalmente se considera que los subtipos de PiM (PiM1, PiM2, PiM3 y PiM4, etc.)
expresan niveles normales de SERPINA1 en el suero (39). Estas mutaciones han sido
consideradas como normales, sin efectos en las habilidades funcionales de la proteina,
sin embargo, algunos de estos alelos se han asociado con la patogénesis de ciertas
enfermedades, tal es el caso de PiM1 cuya asociacion se ha encontrado en
sudafricanos asmaticos de raza negra (40). Respecto a EPOC, Gupta y colaboradores
realizaron un estudio en poblacion de la India, encontrando una frecuencia aumentada
del alelo PiM3 (Glu376Asp) en sujetos con EPOC, pero estos datos que deben ser

tomados con cautela, puesto que el tamano de la muestra empleada no es ideal (41).

3.4.3 Otros inhibidores de proteasas

Identificacién de un perfil genético asociado a inflamacién y dafio al DNA como factor de riesgo a EPOC

13



Reséndiz-Hernandez JM
Otros inhibidores de serin proteasas tales como alfal antiquimiotripsina (ACT), alfa2
macroglobulina (a2MG), antitrombina y antiplasmina son importantes en el control de la
actividad de serinproteasas; éstos ultimos son producidos por el higado y alcanzan los
tejidos blanco por difusion pasiva (42), otros, como la antileucoproteinasa (codificada
por el gen SLPI, por sus siglas en inglés: Secretory Leukocyte Proteinase Inhibidor) y
elafin/SKALP, son producidos localmente por células epiteliales de la via aérea (43).
Diferentes estudios han propuesto que SLPIl es importante para la proteccion del
epitelio respiratorio al ser el principal inhibidor anti elastasa del bronquio; en contraste
con la actividad de AAT, SLPI bloquea la union elastina-elastasa en la pared alveolar, lo
cual puede proteger contra el desarrollo de EPOC, debido a éste hecho, se ha sugerido
que existe cierto mecanismo de “compensacion” por parte de inhibidores de proteasas
diferentes a SERPINA1, en los casos de deficiencia de ésta ultima. A este respecto,
Hollander y colaboradores determinaron los niveles plasmaticos de AAT, ACT y SLPI en
individuos sanos y pacientes con EPOC, en ambos casos incluyendo sujetos con y sin
deficiencia de AAT (genotipos ZZ, SZ y MM), no encontraron diferencias significativas
en los niveles plasmaticos de ACT o SLPI entre individuos sanos, mientras que los
pacientes con EPOC tuvieron niveles plasmaticos elevados de ACT y SLPI en relacion
con los controles, sin embargo, estiman que los niveles plasmaticos de ACT y SLPI no
se encuentran elevados en sujetos con deficiencia de AAT y no parece existir un
sistema de compensacion para la deficiencia de AAT, que sea atribuible a ACT y/o SLPI

(44).

3.5 Mecanismos moleculares
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Las células presentadoras de antigeno, como las células dendriticas, pueden ser
activadas por sefales de dafo/alarma producidas por células danadas, después de la
exposicion a patdégenos, toxinas, dafio mecanico y/o humo de cigarro. Se han
descubierto sefiales de alarma endogenas como DNA y RNA alterado, proteinas de
choque térmico, interferon-y (IFNy), interleucina-1b (IL1b), CD40-L y productos de
rompimiento hialurénico (45, 46). Después de esto, las células dendriticas viajan a los
nodulos linfaticos con sefales de alarma, producidas por las células de barrera del
epitelio pulmonar (LEBC), presentan antigenos a los linfocitos T virgenes, induciendo
proliferacion de linfocitos T CD8+ citotoxicos (1, 47). Las células CD8+ migran a los
sitios del dafio inicial y atacan las LEBC con la liberacion de perforinas y granzimas; las
perforinas forman poros en las membranas de las células blanco, mientras que las
granzimas y serinproteasas entran al citoplasma de las células, alterando su funcién y/o
activando la muerte celular, este mecanismo se esquematiza en la figura 1 (48, 49).

Otras estirpes celulares que se han relacionado con enfermedades pulmonares
cronicas son los linfocitos T CD4 cooperadores (CD4+) y las células Ty17, que han sido
asociadas al desarrollo de una respuesta protectora en los pulmones. En raton se ha
demostrado que la IL17 le confiere proteccion contra infecciones pulmonares,
provocadas por Klebsiella pneumonie (50). Varios reportes han descrito la capacidad de
IL17A, IL17F e IL22 para inducir la secrecién de CXCL8 (IL8), CXCL1, CXCLS5, IL6, G-
CSF, y GM-CSF por células epiteliales de la via aérea (51, 52). Todos estos factores
contribuyen a la multiplicaciéon de neutrdfilos de la médula 6sea asi como su
supervivencia y reclutamiento en las vias respiratorias, destacando la importancia de
las citocinas efectoras secretadas por Ty17 en la regulacién de la inflamacién e

inmunidad de los pulmones (53).
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Figura 1.- El estrés oxidativo produce dano al DNA, en células de barrera del epitelio pulmonar
(LEBC), las células dendriticas reconocen este dafio y son activadas para viajar a nodos
linfaticos, en los nodos linfaticos existe proliferacion de células CD8+, las células CD8+ viajan al
lugar de dafo inicial, liberando granzimas y perforinas para atacar a las células dafiadas, esto
produce la activacion de muerte celular, las células muertas son removidas provocando un
remodelacion aberrante.

En EPOC estable es caracteristica la infiltracién celular de la mucosa bronquial con
incremento en el numero de linfocitos T CD8+ y macréfagos (54-57), pero no de
neutrofilos (54). Sin embargo, en exacerbaciones en EPOC leve hay un incremento del
numero de neutrofilos y sus marcadores (55, 58, 59); ademas de que existe
acumulacién de eosindfilos en la mucosa bronquial (55), probablemente debido a la
regulacion positiva de quimioatrayentes de eosindfilos, posterior a la activacion,

expresadas en células T, cuyos efectos pueden ser mediados a través del receptor de
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quimiocinas 3 (CCR3) (60). La quimioatraccion de neutrofilos puede ser realizada via
citocinas selectivas de neutréfilos como la proteina relacionada a crecimiento o,  yy
(CXCL1-3), atrayente de neutrdfilos derivado de células epiteliales-78 (CXCLS5, también
conocido como ENA-78), proteina humana quimiotactica de granulocitos 2 (CXCL6),

péptido-2 activador de neutréfilos (CXCL7) y CXCL8 (26,61, 62).

3.5.1 Respuesta de fase aguda

La respuesta de fase aguda es una etapa temprana y clave del componente sistémico
de la respuesta inmune innata. Aunque principalmente afecta a los pulmones, el
proceso inflamatorio de la EPOC tiene repercusiones sistémicas. Se han encontrado
niveles elevados de marcadores inflamatorios en circulacion de pacientes con EPOC,
como proteina C reactiva (CRP), la proteina de unién a lipopolisacarido, el receptor
soluble 75 de transmembrana para TNF (sTNF-R75), y moléculas de adhesion solubles
(8, 49, 63).

A continuacion se describen algunas citocinas y proteinas involucradas en inflamacién

que han sido asociadas con EPOC:

3.5.1.1 Proteina C reactiva

La PCR, es un marcador de inflamacion al cual se han asociado los niveles
aumentados con riesgo de infarto al miocardio, angina inestable y muerte coronaria
subita. Esta proteina contribuye al reclutamiento de leucocitos circulantes, a la
captacion de lipoproteinas de baja densidad por macréfagos, y finalmente a la

desestabilizacion de la pared vascular por la formacion de ateroma (64).
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3.5.1.2 Interleucina 6 (IL6)

Es una citocina pleiotropica que juega un papel importante en la regulacién de la
respuesta inmunolégica e inflamatoria. Es producida por células T, monocitos,
fibroblastos, células endoteliales y queratinocitos. Estimula la diferenciacion de células
B y produccion de anticuerpos, hace sinergia con IL3 en el desarrollo de megacariocitos
y produccion de plaquetas, induce la expresioén de proteinas hepaticas de fase aguda, y
se ha visto asociada con deterioro de la capacidad funcional, actividad fisica diaria

reducida y deterioro general del estado de salud (65-67).

3.5.1.3 Factor de necrosis tumoral a (TNF-a)

Es el principal mediador de la respuesta inmunolégica frente a las bacterias
gramnegativas y también puede desempefar un papel en las respuestas inmunitarias
innatas frente a otros organismos infecciosos. La liberacion de TNF-a produce
activacion local del endotelio vascular, liberacion de 6xido nitrico con vasodilatacion y
aumento de la permeabilidad vascular, que conduce al reclutamiento de las células
inflamatorias, inmunoglobulinas y complemento, provocando la activacion de los

linfocitos T y B. También aumenta la activacién y adhesion plaquetaria (5).

3.5.1.4 Interleucina 1p (IL1B)

IL-18 es miembro de la familia de interleucina 1. Esta citocina es producida por los
macrofagos activados como pro-proteina, que es procesada proteoliticamente a su
forma activa de caspasa 1 (CASP1/ICE) Tiene acciones similares al TNF y es un

potente activador de macréfagos alveolares en pacientes con EPOC (68).
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Dentro de las moléculas importantes involucradas en la respuesta inflamatoria en el
contexto de la presentacién de antigenos se encuentran los antigenos leucocitarios
humanos, los cuales han sido asociados previamente con enfermedades respiratorias

de corte inmunoldgico, a continuacion se describe a fondo dicho sistema inmunoldgico.

3.6 Sistema HLA

El sistema de HLA (Human Leukocyte Antigen por sus siglas en inglés) es el Complejo
Principal de Histocompatibilidad (MHC) en humanos. Se extiende a lo largo de
aproximadamente 4,000 Kb en el brazo corto del cromosoma 6; consiste en una serie
de genes que se encuentran agrupados como clase |, Il y lll (69). Los genes localizados
en las regiones | y Il codifican antigenos de superficie, mientras los genes de la regidon
Il codifican diversas proteinas solubles, incluyendo C2 y C4 de la via clasica del
complemento, el factor B de la via alterna, la 21-hidroxilasa A y B, asi como el TNF-a.
El sistema HLA, es la region génica mas polimérfica en humanos (70). La figura 2

esquematiza la organizacion de los loci del sistema HLA.

3.6.1 Antecedentes historicos del HLA

A principios de la década de 1930, Snell y Gorer, descubrieron un locus en el
cromosoma 17 de ratones que era el determinante primario de la aceptacioén o rechazo
del trasplante de tejido de una cepa a otra, lo llamaron locus H-2. Dausset y
colaboradores definieron en la década de 1950 un locus similar en el humano.
Investigaciones posteriores demostraron que el H-2 contenia muchos genes
codificadores de antigenos de trasplante, es decir, proteinas que se expresan en la

superficie celular.
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Figura 2.- Localizacién y organizacién de los loci del sistema HLA en el cromosoma 6. Los loci
del sistema HLA se encuentran en el brazo corto del cromosoma 6, los genes de clase Il en
posicion centromérica, mientras que los genes de clase | se orientan hacia el teldmero, los
genes de clase lll estan localizados entre estas dos regiones génicas.

Gorer, al tratar de diferenciar cepas endogamicas de ratones, establecié dos sistemas
antigénicos, el primero fue comun a todas las cepas difiriendo unicamente en cantidad,
a éste le denomino “Antigeno I” (Ag 1), el segundo, (Ag Il) le parecié particularmente
interesante ya que estaba presente en algunas cepas, pero ausente en otras y se
transmitia de forma dominante de acuerdo a las leyes de segregacion Mendeliana (71).

Entonces se acufio la expresion Complejo Principal de Histocompatibilidad “MHC” (del
inglés Major Histocompatibility Complex), a las versiones humanas de estas moléculas
se les conoce actualmente como Antigenos Leucocitarios Humanos o HLA por sus
siglas en inglés (72).

El sistema HLA es una de las regiones mas profundamente estudiadas en el genoma
humano debido a la asociacion de sus diferentes loci con autoinmunidad, infecciones,

enfermedades inflamatorias y trasplantes. La primera asociacion de HLA con
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enfermedad fue en 1967, cuando se encontr6 que antigenos HLA-B tenian una
frecuencia elevada en pacientes con linfoma de Hodgkin. Una de las complicaciones en
la identificacion de las variantes causa-enfermedad asociadas a HLA, es la gran
variabilidad de este sistema, de hecho HLA-B es el gen mas polimorfico del genoma

humano (73).

3.6.2 Nomenclatura

Cada nombre de un alelo de HLA tiene numero unico de cuatro, seis u ocho digitos. La
longitud de la designacién del alelo depende de la secuencia del alelo. Todos los alelos
reciben por lo menos un nombre de cuatro cifras; seis y ocho digitos se asignan
solamente cuando son necesarios.

Los primeros dos digitos describen el tipo, que corresponde a menudo al antigeno
seroldgico, el tercero y cuarto digitos se utilizan para enumerar los subtipos (alelos,
propiamente dichos), numeros que son asignados en el orden en la cual se han
determinado las secuencias de DNA. Los alelos cuyos numeros diferencian en los
primeros cuatro digitos deben diferenciar en una o mas sustituciones del nucleétido que
cambien la secuencia de aminoacido de la proteina codificada. Los alelos que se
diferencian solamente por cambios en la secuencia de los intrones o en las regiones 5'
o 3' no traducidas que flanquean los exones y los intrones son distinguidas por el uso
del séptimo y octavo digito. Ademas del numero unico del alelo hay los sufijos
opcionales adicionales, que se pueden agregar a un alelo para indicar su estado de la
expresion. El sufijo “L” se utiliza para indicar un alelo que se ha demostrado para tener
baja expresidén en la superficie de la célula en comparacion a los niveles normales. El

sufijo “S” se utiliza para denotar un alelo que especifica una proteina que es soluble
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pero no esta presente en la superficie de la célula. Una “C” afadida como sufijo indica

un producto del alelo que esté presente en el citoplasma pero no en la superficie de la

célula. Una “A” afadida como sufijo indica una expresion aberrante, donde hay una

cierta duda si una proteina esta expresada. Una letra “Q” es agregada como sufijo

cuando la expresidon de un alelo es “cuestionable” dado que la mutacion considerada en

el alelo se ha demostrado previamente a la expresién normal, en la tabla 1 se puede

observar un ejemplo de nomenclatura para alelos de clase Il. (74).

Tabla 1. Ejemplo de nomenclatura del sistema HLA

Nomenclatura

Alelo

HLA
HLA-DRB1

HLA-DRB1*13

HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:01:02

HLA-DRB1*13:01:01:02
HLA-DRB1*01:33N

HLA-A*30:14L

HLA-A*24:02:01:02L

HLA-B*44:02:01:02S

HLA-A*32:11Q

Region HLA y es el prefijo del gen.

Un locus HLA en particular.

Grupo de alelos que codifica para el antigeno DR13 o que tiene
homologia con otros alelos DR13.

Alelo especifico de HLA.

Alelo que difiere por una mutacién sinénima de HLA-DRB1*13:01.
Alelo que tiene una mutacién fuera de la region codificante de
DRB1*13:01:01:01.

Alelo nulo, un alelo el cual no es expresado.

Alelo que codifica a una proteina con niveles reducidos o que tiene
una expresion en la superficie celular disminuida.

Alelo que codifica a una proteina con niveles reducidos o que tiene
una expresion en la superficie celular reducida, pero la mutacion es
encontrada fuera de la region codificante.

Alelo que codifica a una proteina la cual es expresada como
molécula de secrecion.

Alelo que tiene una mutacién que previamente ha demostrado tener
efecto significativo sobre la expresion en la superficie celular, pero
esta informacién aun no ha sido confirmada.

Fuente: http://hla.alleles.org/nomenclature/naming.html
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Tabla 2. Numero de alelos conocidos del sistema Tabla 3.- Numero de alelos de los loci DRB

HLA clase | y HLA Clase Il.

Locus  Alelos Locus Alelos Locus Alelos
A 893 DRA 3 DRB1 722
(7))
% B 1,431 DRB 814 DRB2 1
— © =
o | O] ¢ 569 | @ | DQA1 35 DRB3 52
) ©
Cr 1 € o |°| paB1 106 DRB4 13
8 DRB5 19
ﬁ F 21 DPA1 28
o DRB6 3
g G 45 DPB1 136
DRB7 2
Numero de alelos de los loci HLA clase | y DRBS ]
clase Il al 12/09/2009 (74).
DRB9 1

Numero de alelos de la region génica

DRB al 12/09/2009 (74)
Los antigenos oficialmente aceptados, y que son utiles para fines de investigacion
inmunoldgica son 6; HLA-A, B, C, DR, DP y DQ, habiendo sido designados por el locus
que determina la especificidad antigénica, seguido de un numero, los antigenos que
aun no se han reconocido oficialmente se designan con la letra ,w’ (de la palabra en
inglés workshop, o taller en espanol) colocada antes del numero y se trata de una
nominacioén tentativa (75). En las tablas 2 y 3 se encuentran las cifras correspondientes

a los alelos HLA.

3.6.3 Asociacion HLA con enfermedad
Los avances ocurridos en el conocimiento de la genética y la biologia de las moléculas
clase I, Il y Ill, han estimulado la investigacién en el area de la asociacion de

enfermedades con alelos de estos genes, especialmente por el papel que tienen en la
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regulacion de la respuesta inmune. La asociacion con enfermedades fue demostrada
primeramente en ratones, especificamente en el sistema H-2 murino, asociado con un
tipo de leucemia viral inducida, esta asociacibn de marcador genético con una
enfermedad estimulé la busqueda de asociaciones entre los fenotipos HLA vy las
enfermedades en humanos (75).

Las funciones del sistema HLA representan posibles razones para la busqueda de
asociaciones con enfermedades que involucran alteraciones inmunoldgicas, y aunque
la naturaleza de los mecanismos de dichas asociaciones en algunos casos es solo
inferida, su estudio provee un arma potencialmente util para el analisis del significado
biolégico del sistema (76, 77).

Comienzan a reconocerse cada vez con mayor frecuencia los ejemplos reales del
significado del polimorfismo del sistema HLA. No hace muchos afos, el grupo de Adrian
Hill obtuvo datos referentes a la sensibilidad humana hacia la malaria. Se ha visto que
esta varia con la expresion de ciertas moléculas HLA de clase |. Las formas que
confieren mayor resistencia abundan entre los habitantes de lugares donde la malaria
es endémica, de acuerdo con lo que dicta la seleccién natural (71).

Muchas clases de adenovirus fabrican una molécula que se une a moléculas de clase |
recién sintetizadas en el RE y evitan su expresidn en la superficie celular. Mientras que
otros sintetizan una molécula nueva que bloquea la expresién del gen de clase |.
Recientemente se describid el bloqueo de la expresion en la superficie de moléculas
HLA de clase | por parte de citomegalovirus y virus del herpes simple. Pero esas
excepciones no invalidan la eficacia general del procesado del antigeno en el control

inmunoldgico de las infecciones (72).
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Desde 1973 se reportd la asociacion entre espondilitis anquilosante y el antigeno HLA-
B*27. Desde entonces, mas de 500 patologias han sido reportadas como posiblemente
asociadas con antigenos del sistema HLA. La mayoria de las enfermedades que hasta
el momento se han asociado son de origen autoinmune, involucrando, en muchos de
los casos la produccién de autoanticuerpos dirigidos contra antigenos tisulares propios.
Las enfermedades asociadas con los antigenos HLA son de caracter multifactorial e
incluyen tanto los factores genéticos del individuo (susceptibilidad principalmente,
aunque de hecho ya se han descrito formas de proteccion o resistencia ligadas a estas
moléculas) como factores ambientales, actuando conjuntamente para producir una
enfermedad especifica.

En suma, defectos en la regulacion de la expresion de moléculas HLA, pueden tener
profundas consecuencias inmunopatolégicas.

La regulacién externa (experimental) y la patoldgica de las moléculas HLA, ha sugerido
que su manipulacién puede conducir a una activacion aberrante de células T observada
en ciertas enfermedades autoinmunes. Consecuentemente, la elucidacién de los
mecanismos bioquimicos y genéticos que controlan la regulacion de la expresion
geénica, representa el mayor reto en la inmunologia molecular e inmunopatologia (77).
Se han propuesto varias hipotesis que pretenden explicar los mecanismos de
asociacion entre los alelos del MHC y el establecimiento de la susceptibilidad a
enfermedades, los de mayor relevancia, de acuerdo a las evidencias que los sustentan
son; 1) mimetismo molecular (78), 2) antigeno HLA como receptor, 3) antigeno HLA
modificado, 4) interaccion de moléculas HLA con ligandos no inmunolégicos. 5) gen en

desequilibrio con alelos HLA, 6) influencia de los genes Ir o Is (79, 80).
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3.7 Mecanismos de daio al DNA en EPOC

El dafio al DNA dentro de la fisiopatogénesis de la EPOC, es ocasionado por el estrés
oxidativo, que a su vez es inducido por la exposicidon al humo de cigarro, lo que
ocasiona peroxidacion de lipidos y aumento de células inflamatorias. En respuesta a tal
dafo, las células inician un programa de eventos, que culmina con la respuesta al dafio
al DNA (Damage DNA Response DDR, por sus siglas en ingles), el cual es un paso
critico para el mantenimiento de la integridad del genoma y la prevencién del
envejecimiento celular y tumorogénesis. (81, 82). En los sitios locales y adyacentes de
las células con dafio al DNA, las proteinas DDR son reclutadas. Esto ocasiona
alteraciones en la cromatina que permite la atraccion adicional de otros mediadores
DDR como la proteina 1 de unién a p53 (53BP1) (83). Al mismo tiempo, el dafio al DNA
induce un programa global de transcripcién que conduce a la expresion de genes que
arrestan el ciclo celular para facilitar la reparacion del DNA (81). Esta respuesta
conlleva a la activacion de la proteina supresora de tumores p53 a través de
modificaciones post-traduccionales como fosforilacion y acetilacion. (84). p53 es una
proteina que tiene un rapido cambio intracelular y no se acumula en muchas células

normales. Sin embargo, la proteina es inducible por diferentes sefiales de estrés (85).

3.7.1 BIK

Una proteina involucrada en el proceso de apoptosis es BIK (BCL-2 interacting Kkiller),
se trata de una proteina de 160 aminoacidos que contiene un dominio de
transmembrana, ademas de un dominio BH3 (86). En 2008, Wang et al. ldentificaron
una serin-proteasa de la familia romboide, RHBD1 que libera BIK por ruptura del

dominio C-terminal de transmembrana (87). Aunque RHBD1 ha sido
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predominantemente localizada en la mitocondria, se ha sugerido que puede ser
traslocada al reticulo endoplasmico para romper BIK asociado a reticulo endoplasmico

(88).

3.7.2 STK39

Este gen codifica una cinasa de serina/treonina que se piensa funciona en la via de la
respuesta de estrés celular. La cinasa se activa en respuesta al estrés hipotdnico,
llevando a la fosforilacion de varios cotransportadores acoplados a cationes cloruro.
Especificamente, la cinasa activa la via de p38 MAP y su interaccion con p38 disminuye
al estrés celular, lo que sugiere que esta cinasa puede servir como intermediario en la

respuesta al estrés celular (89).
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4.0 Antecedentes

La inflamacion es un evento que ha sido ampliamente documentado en la EPOC y se
han descrito gran cantidad de moléculas relacionadas a este fenomeno fisioldgico. En el
2005, Pinto-Plata y colaboradores, describieron niveles séricos de PCR elevados en
pacientes con EPOC y fumadores sin evidencia de enfermedades pulmonares
obstructivas en comparacion a un grupo de controles, los cuales nunca habian fumado
o eran fumadores en abstinencia de mas de 15 anos o historia de fumador de menos de
20 paquetes/afio (90). Existen también datos de niveles séricos elevados de otras
moléculas de inflamacion sistémica como IL1B IL6, TNFa, y fibrinbgeno en pacientes
con EPOC, revelando un importante componente de la inflamacién sistémica en esta
enfermedad. Por otro lado, las concentraciones de IL6 se han encontrado
incrementadas en esputo inducido, lavado bronquioalveolar y concentrado de aire
exhalado de pacientes con EPOC, particularmente durante exacerbaciones (91-93). La
IL6, también se incrementa en plasma durante las exacerbaciones (94, 95).

Por lo que respecta al TNF, en 2010, Tanni y colaboradores, realizaron un estudio que
mostro niveles séricos elevados de TNF en pacientes fumadores frecuentes con EPOC
y fumadores cronicos sanos en comparacion con no fumadores (96). En otro estudio,
Gan y colaboradores encontraron concentraciones elevadas de TNF en esputo inducido
y lavado bronquioalveolar de pacientes con EPOC en comparacion a su grupo control.
Por otro lado, en otra investigacion realizada en el 2000 por. Rusznak y su grupo de
trabajo, las células bronquio-epiteliales en cultivo liberaron mas IL13 que las células de
sujetos sin EPOC después de la estimulacién con humo de cigarro (97). Sin embargo,
los niveles séricos elevados de IL13 en EPOC no han sido reportados. El receptor
antagonista de IL1 (IL1RA) es un inhibidor endégeno de los efectos de IL1 y ha sido
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reportado como reducido en asma. En macrofagos alveolares de pacientes con EPOC,
se ha visto una secrecién reducida de IL1RA comparado con los macrofagos normales,
en respuesta a infeccion por Chlamydia (98). En la tabla 4 se hace un resumen sobre
los hallazgos mas importantes sobre algunas proteinas relacionadas con la inflamacion

y su relacion con la enfermedad.

Identificacién de un perfil genético asociado a inflamacién y dafio al DNA como factor de riesgo a EPOC

29



Reséndiz-Hernandez JM

Tabla 4. Principales citocinas relacionadas con EPOC o rasgos fenotipicos de la enfermedad.

Citocina Funcién descrita Hallazgo en EPOC Autor

CCL1 Quimioatrayente de monocitos, Frecuencia aumentada del rs2282691 en una Takabatake et al. 2006 (99).
Células NK y Linfocitos B cohorte de pacientes japoneses.
inmaduros

CSF2 Genera monocitos y macrofagos CSF2 -351 se encontré aumentado en pacientes con Shen M et al, 2008 (100).

a partir de precursores celulares EPOC en una Cohorte de Xuan Wei, China.

IL1B Activacion de macrofagos Las células en cultivo, liberan mas IL1b posterior a la Rusznak et al., 2000 (97).
alveolares estimulacién con humo de cigarro.
IL8 Quimioatrayente de neutrofilos Altas concentraciones en esputo de pacientes con Keatings et al., 1996 (101),
EPOC. Yamamoto et al, 1997 (102).
TNF-o Mediador en la respuesta inmune Niveles aumentados en esputo y lavado Gan WQ et al., 2001(104)
frente a bacterias grampositivos.  bronquioalveolar.
IL6 Estimula la diferenciacion de Se ha visto aumentado en esputo, lavado Bhowwik et al., 2000 (91), Song
células B bronquioalveolar y plasma en pacientes con EPOC  W., 2001 (92), Bucchioni et al.,
exacerbados. 2003 (93).
PCR Opsonina inespecifica para Niveles séricos elevados en pacientes con EPOCy  Pinto-Plata VM 2006 (90).
fagocitosis de bactérias. fumadores sin evidencia de enfermedad pulmonar.

Resumen de las funciones de proteinas/genes involucradas en la inflamacién y sus hallazgos mas importantes.
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En cuanto al sistema HLA, podemos decir que a pesar de la contribucion de la variacion
alélica del sistema HLA a un sinnumero de enfermedades, principalmente de tipo
autoinmune e inflamatorio, el papel de los alelos HLA en EPOC no ha sido investigado
a detalle. Existe un numero limitado de estudios que han descrito dicha asociacion
(104). Como ya se mencion6 anteriormente, la EPOC es una enfermedad pulmonar de
corte inflamatorio, en la cual ademas de factores extrinsecos intervienen factores
genéticos que pueden contribuir al desarrollo o progresiéon de la enfermedad, sin
embargo dichos factores no han sido claramente descritos, pese a existir asociaciones
de polimorfismos en genes HLA en otras enfermedades respiratorias de tipo
inflamatorio como fibrosis pulmonar idiopatica (105, 106), neumonitis por
hipersensibilidad (107) y asma ocupacional (108). Entre los escasos reportes de
asociacion de la patologia con el sistema HLA se encuentra el estudio de Sugiyama y
colaboradores en 1990, quienes tipificaron por métodos seroldgicos los antigenos HLA-
A, B, C, en pacientes con panbronquiolitis difusa (PBD) una forma de EPOC de
etiologia desconocida, la cual se caracteriza clinicamente por tos cronica, esputo y
disnea, fisiologicamente por limitacion del flujo aéreo e histolégicamente por lesiones
inflamatorias alrededor de los bronquiolos, encontrando un incremento en la frecuencia
del antigeno HLA-B54 (63% en casos vs 11% en controles). Aunque el numero de
pacientes en su estudio fue relativamente pequefio, es de mencionar que HLA-B54 es
un serotipo que se ha encontrado predominantemente en asiaticos (109);
posteriormente Keicho y colaboradores en 1998 describieron una asociacion positiva
entre PBD vy los alelos HLA-A*11, B*54 y Cw*01 mientras que A*33 y B*44 aumentaron
sus frecuencias en el grupo de controles, sugiriendo una asociacién de protecciéon hacia

estos alelos en poblacion japonesa (110); adicionalmente, en coreanos el hallazgo de
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HLA-A*11 se replico, pero B54 y Cw1 no lo hicieron; por el contrario se encontrd
aumentado HLA-B55 y débilmente asociado B62 y Cw4 (111). Con respecto a
poblacién caucasica, el antecedente mas antiguo al que hace referencia la literatura, es
de Kauffmann y colaboradores, quienes en 1983 demostraron que HLA-B7 es un factor
genético de riesgo a desarrollar EPOC, el hallazgo es digno de mencion debido a que
HLA-B7 es predominante en caucasicos (112); Kasuga y colaboradores en 2005
realizaron un estudio de replicacion donde investigaron la asociacion tentativa entre
HLA-B7 y EPOC descrita por Kauffmann, utilizando un disefio de casos y controles en
fumadores, analizaron la contribucion de HLA-B7 en la tasa del decline de la funcion
pulmonar, la cual fue medida por el volumen espiratorio forzado en el primer segundo
(FEV1); sin embargo no encontraron diferencias significativa en la frecuencia de HLA-
B7 entre pacientes con EPOC y grupos de pacientes sin obstruccién de la via aérea,;
tampoco encontraron asociacién entre HLA-B7 y la tasa de decline de la funcién
pulmonar, estos hallazgos les permiten concluir que HLA-B7 no contribuye al desarrollo
de EPOC o estad implicado en variaciones en la funcion pulmonar (104). En lo que
respecta a poblaciones latinoamericanas, Candnico y colaboradores, realizaron en 2008
un estudio de asociacion de casos y controles, en donde evaluaron la posible
susceptibilidad genética asociada a las regiones de HLA clase | (loci A, By C) y Il (DR)
en poblacibn mestiza de Venezuela, incluyeron 50 pacientes ambulatorios con
diagndstico clinico de EPOC, y fueron comparados con 108 sujetos que fungieron como
grupo control, sin embargo, dicho grupo control no contdé con analisis de las pruebas de
funcién pulmonar (datos de espirometria) y fueron integrados a la investigacién solo
como patrones de referencia del estudio, por ser una representacion fidedigna de la

poblacién mestiza venezolana; no encontraron ningun incremento significativo de los
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alelos pertenecientes a los loci HLA-A o HLA-B, en tanto que para el locus HLA-C,
describen una disminucion en la frecuencia del alelo HLA-Cw*03 en los pacientes con
respecto a los controles, que no resulta estadisticamente significativa al corregir por la
prueba de Bonferroni, ademas de que no explican porque los controles analizados en
este locus son solo 24 individuos de los 108 propuestos inicialmente. De igual manera,
para el locus HLA-DRB1, los autores refieren una disminucion del alelo HLA-DRB1*07
con respecto a los controles, que, nuevamente no resulta hallazgo que no mostré

significancia estadistica al corregir por prueba de Bonferroni (113).
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5.0 Hipotesis
Las variantes genéticas tipo SNP en genes relacionados a inflamacion y dafio al DNA,
asi como polimorfismos en el sistema HLA, son factores de riesgo genético al

establecimiento o gravedad de la enfermedad pulmonar obstructiva cronica.
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6.0 Objetivo General
Identificar polimorfismos en genes involucrados en la inflamacion y dafio al DNA

asociados con EPOC.

6.1 Objetivos Particulares
6.1.1. Caracterizar los polimorfismos tipo SNP de genes involucrados en
inflamacion en pacientes con EPOC y controles fumadores sanos.
6.1.2. Identificar los alelos de los loci HLA de clase Il (DRB1 y DQB1) en
pacientes con EPOC y controles sanos fumadores.
6.1.3. Establecer las posibles correlaciones genotipo/fenotipo con respecto a los

estadios GOLD en pacientes con EPOC.
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7.0 Participantes

7.1 Poblacion de estudio

Los individuos fueron seleccionados y reclutados de agosto del 2009 a julio del 2010,
captados de las clinicas de EPOC, de ayuda para dejar de fumar durante la campafia
de deteccion de EPOC 2009; ademas, de manera continua en el pabellon de
enfermedades obstructivas y consulta externa del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias Ismael Cosio Villegas, todos los participantes fueron evaluados por
médicos neumologos especialistas utilizando criterios clinicos y radiolégicos. El
principal criterio empleado es la espirometria, la cual es la prueba que ayuda a
diagnosticar y estadificar la enfermedad, los parametros de funcion pulmonar obtenidos
en esta prueba son:

FEV1 (Volumen espiratorio forzado en el primer segundo): Es el volumen espirado en el
primer segundo desde que inicia la espiracién.

FVC (Capacidad vital forzada): Es la cantidad maxima de aire que puede ser espirada
de forma forzada tras una inspiracion maxima.

FEV1/FVC (relacion FEV1/FVC): Es el porcentaje de la capacidad vital forzada que se
espira en el primer segundo.

Las mediciones fueron estandarizadas con base en edad, género, poblacion y sus
medidas antropométricas, se emplearon los predichos del Dr. Pérez-Padilla, los cuales
estan estandarizados para poblacion mexicana y precargados en los espirdmetros

comerciales en México.

7.1.1. Definicion de caso y control.
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Caso: Pacientes hombres y mujeres mayores de 50 afos con EPOC confirmada por
diagnostico clinico y radiologico, con antecedentes de habito tabaquico mayor de 10
cigarros al dia por mas de 10 afios.

Control: Individuos hombres y mujeres mayores de 50 afos, fumadores o exfumadores,
con tabaquismo activo por mas de 10 afios y mas de 10 cigarros al dia y que tuvieran

valores de funcidon pulmonar normales, denominados en adelante con la clave FS.

7.1.2 Criterios de inclusion, no inclusion y eliminacion

Criterios de inclusion:

Mestizos mexicanos por abolengo.

Mayores de 50 afios de edad.

Fumadores activos que consuman mas de 10 cigarros por dia y por mas de 10 afios de
manera continua.

Exfumadores que hayan consumido mas de 10 cigarros por dia y por al menos 10 afos
de manera continua.

Ser evaluados con examenes clinicos y radiolégicos por parte de neumologos del INER.
Responder el cuestionario sobre habito tabaquico y antecedentes heredopatoldgicos.

Aceptar y firmar la carta de consentimiento informado creada ex profeso.

Criterios de no inclusion:
Enfermedades pulmonares diferentes a EPOC que alteren la funcién pulmonar.
Enfermedades de tipo inflamatorio.

Sujetos con contraindicacién para realizar la espirometria.
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Criterios de eliminacion:
Muestra bioldgica insuficientes o de mala calidad.
Cuestionario de datos incompleto.

Espirometria de calidad C o inferior.
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8.0 Metodologia

8.1 Obtencion de DNA gendmico

A partir de células de sangre periférica extraidas por puncion venosa, se obtuvo DNA
gendémico utilizando el estuche comercial BD tract DNA isolation kit (Maxim Biotech,
San Francisco CA, USA). El DNA se cuantificd por espectrofotometria de absorcion de
luz ultravioleta a 260 nm de longitud de onda, empleando un equipo ACTGene
(ACTGene, Inc., New Jersey, USA). La contaminacién con compuestos organicos y
proteinas se determind al establecer la relacion de las lecturas 260/240 y 260/280
respectivamente; las muestras se consideraron libres de contaminantes cuando en

ambos casos la relaciéon se encontré entre 1.7-2.0.

8.2 Tipificacion molecular de los alelos HLA clase II.

La amplificacion del DNA, asi como la identificacién especifica de los alelos
pertenecientes a los loci HLA-DRB1/3/4/5 y DQB1 se realizé por reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) utilizando la técnica de iniciadores secuencia especifica (PCR-
SSP) con el sistema de tipificacion Fastype HLA-DNA SSP (Bio-synthesis Inc; Texas,
USA). Esta metodologia ha sido acreditada y certificada por la Sociedad Americana de
Histocompatibilidad e Inmunogenética (ASHI).

La tipificacion de HLA-DQB1 se realizé6 por medio de 24 pares de iniciadores de alta
resolucién, que permiten la identificacion de 55 alelos de los grupos HLA-DQ6, HLA-
DQ3, HLA-DQ4, HLA-DQ5 y HLA-DQ2. HLA-DRB1 fue determinado en modalidad de
baja resolucion, la cual cubre los alelos pertenecientes a los genes DRB1, DRB3, DRB4
y DRB5 en 24 reacciones independientes. Para DR4 permite discriminar los alelos

conocidos desde DRB1*04:01 hasta DRB1*04:22. En el caso de DR11, cubre las
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especificidades pertenecientes hasta DRB1*11:22, para DR13 hasta DRB1*13:22, para
DR14 hasta DRB1*14:21 y para DR8 hasta DRB1*08:11.

En todos los casos (la determinacion de los dos loci y sus alelos), se coamplificd un
fragmento de 410 pb del gen de G3PDH (gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa
humana), como control interno de amplificacion, y en el ultimo tubo de cada serie de
reacciones (por locus y por alelo especificidades), se incluyé una reaccion libre de DNA,
como control de contaminacidén a reacciones previas y a contaminacién externa por

manipulacion. Las condiciones de ciclaje fueron las siguientes:

Temperatura Tiempo Ciclos
96° C 1 min 1
94° C 20 seg 10
65° C 1 min
94° C 20 seg
61°C 50 seg 25
72° C 30 seg
72°C 7 min 1
4°C 0 Hasta electroforesis

La informacion de las secuencias y especificidades para los iniciadores de HLA-DRB1,
DRB3, DRB4, DRB5 y DQB1 se obtuvieron del “12%° taller internacional de
histocompatibilidad”.

Las reacciones individuales de PCR, en todos los casos, se realizaron con 75 ng de
DNA gendémico, en una reaccion de 10 ul, que contenia 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH
8.3, 1.5 mM MgCl, y 60 uM de cada dNTP (114, 115).

Los productos amplificados se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 2%
teAido con bromuro de etidio (0.2 ug/ml), por 40 min. (30V/cm) y las bandas
amplificadas se visualizaron en el equipo de fotodocumentacién BIOTOP (Shanghai

Biotech Inc), la imagen fue tomada por medio del software PSRemote v. 1.6.3 en
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condiciones estandar segun el fabricante, el bandeo fue visualizado empleando el
software Gen Scope para BioSens Gel Imaging System v 1.76, la interpretacién fue
realizada bajo el auxilio de las hojas de tipificacion provistas por el fabricante segun fue

el caso de cada locus (ver anexos 1y 2).

8.3 Discriminacion alélica para genotipificacion de SNPs.

Se seleccionaron 8 SNPs en 7 genes con asociacién positiva previa a EPOC, los genes
incluidos fueron: TNF, CFS2, IL1B, IL8, CCL1, CRP, IL6 y 2 SNPs involucrados en la
respuesta al dafio al DNA y apoptosis: rs3820928 (RHBDD1) y rs935381 (STK39).

La discriminacion alélica de los SNPs rs16944 (IL1B), rs4073 (IL8), rs361525 y
rs1800629 (TNF), rs25882 (CFS2), rs2282691 (CCL1), rs1800947 (CRP), rs1818879
(IL6), rs3820928 (RHBDD1) y rs935381 (STK39) se realizdé por medio de PCR en su
modalidad de Tiempo Real (PCR-RT), en un equipo 7300 Real Time PCR Systems

(Applied Biosistems, California, USA) con el siguiente programa de ciclaje.

Etapa Temperatura  Tiempo Ciclos

Pre-Read 60° C 1 min 1
50° C 2 min 1

Cuantificacién Absoluta 95: C 10 min 1
95°C 15 seg 40
60° C 1 min

Post-Read 60° C 1 min 1

Se incluyeron 4 controles de contaminacién por cada placa, denominados como No
Template Controls (NTC).

El software utilizado fue el Sequence Detection Software version 1.4. Se crearon 2
archivos, uno para discriminacion alélica (extensién .AD) y uno para cuantificacion

absoluta (extension .AQ) (ver anexos 3 y 4). Los detectores de sefial de fluorescencia
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utilizados fueron VIC el cual se asigné para alelo B y FAM que asigno alelo A en todos

los casos.

La mezcla maestra de reaccidn se prepard con los siguientes volumenes calculados
para 96 muestras:

Componentes Volumenes
TagMan Genotyping Master Mix* 220 uL
SNP Genotyping Assay (especificos de cada SNP) 6.5 uL
H20 libre de DNAsas y RNAnas 220 pL
DNA ajustado a 10ng/uL 3 uL

*TagMan Genotyping Master Mix es un reactivo que contiene: AmpliTagq Gold
DNA Polymerase, Desoxinucleotidos trifosfatados (dNTPs) y referencia pasiva
ROX.

8.4 Inmunodeteccion de p53

Se realizdé un sub-grupo de estudio, para realizar un analisis de expresion de p53 en
linfocitos. La proteina fue extraida a partir de células criopreservadas a -70°C en medio
RPMI suplementado con SFT. Se cuantificd la concentracion total de proteinas por el
método de Lowry y 40ug de proteina total se separaron en un gel de poliacrilamida-SDS
al 12%. Posteriormente se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa. La membrana
fue incubada con anticuerpo de ratén anti-p53 DO-1 (1ug/ml, Santa Cruz Biotechnology)
por 2 hrs. Posteriormente el blot fue incubado con peroxidasa acoplada a anticuerpo
anti-raton. Finalmente fue revelado por la técnica de quimioluminiscencia. El mismo blot
se incubd con anticuerpo anti-beta actina (0.5 ug/ml, Santa Cruz Biotechnology. La
cuantificacion fue realizada por el sistema Gel Doc (BioRad) utilizando el software
Quantity One. El analisis comparativo de los blot fue hecho por densitometria 6ptica

normalizado contra actina.
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8.5 Analisis Estadistico
Las diferencias entre los dos grupos en estudio fueron evaluadas mediante la
determinacioén y comparacion de las frecuencias génicas y haplotipicas encontradas. Se
emplearon tablas de contingencia de 2x2 (Ver anexo 5). La significancia estadistica se
establecid mediante el paquete estadistico Epi Info version 6.04b, tomando en cuenta
los valores de y2. Los resultados se consideraron significativos cuando el valor de p fue
<0.05; de igual forma se estim¢é la razén de momios (OR) con intervalos de confianza

del 95%, con el fin de conocer la fuerza de la asociacion.
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9.0 Resultados

9.1 Poblacion de estudio

Se recolectaron un total de 813 muestras en campana de deteccion de EPOC, de las
cuales fueron excluidas 483, por no cumplir con los criterios mencionados en la seccion
5.1.2, de tal manera que se formaron el grupo de casos (EPOC) y controles (FS),
ambos con una n=165 participantes. La descripcion de los datos demograficos de
dichos grupos se muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Datos demograficos de la poblacion en estudio.

Variables EPOC FS
n=165 n=165
Género
Masculino 112 (67.8%) 107 (64.8%)
Femenino 53 (32.12%) 58 (35.2%)
Edad 63.96 + 2.92 58.07 + 4.63
indice tabaquico 55+4.8 48.87 +1.79

FS= Fumadores Sanos (Grupo control).

9.2 Discriminacion alélica de variantes tipo SNP.

Se genotipificaron 8 SNPs en 7 genes involucrados en la respuesta inflamatoria:
rs16944 (IL1B), rs4073 (IL8), rs361525 y rs1800629 (TNF), rs25882 (CFS2), rs2282691
(CCL1), rs1800947 (CRP) y rs1818879 (IL6), los resultados se pueden observar en las
tablas 6-13, de la misma manera se identificaron 2 SNPs involucrados en la respuesta
al dano al DNA y apoptosis: rs3820928 (RHBDD1) y rs935381 (STK39).

En las siguientes tablas se presentan los datos de frecuencias genotipicas y alélicas de

SNPs asociados con inflamacion:
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Tabla 6. Datos de frecuencias genotipicas de SNPs en genes relacionados a

inflamacion en individuos con EPOC y Fumadores Sanos.
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Gen/SNP EPOC FS pC OR IC 95%
Genotipo n= 165 FG (%) n= 165 FG (%)
CCL1
rs2282691
TA 74 0.448 (44.85) 72 0.44 (43.64) 0.9117 1.05 0.66-1.16
TT 69 0.418 (41.82) 71 0.43 (43.03) 0.9133 0.95 0.60-1.51
AA 22 0.133 (13.33) 22 0.13(13.33) 0.8713 1.00 0.50-1.99
IL1B
rs16944
GA 76 0.46 (46.06) 74 0.45(44.85) 0.9119 1.05 0.67-1.66
GG 63 0.38 (38.18) 61 0.37(36.97) 0.9095 1.05 0.66.1.69
AA 26 0.16 (15.76) 30 0.18 (18.18) 0.6599 0.84 0.45-1.56
CRP
rs1800947
CC 158 0.96 (95.76) 161 0.98 (97.58) 0.5396 0.56 0.12-2.26
CG 7 0.04 (4.24) 4 0.02(2.42) 0.5396 1.78 0.44-8.46
GG 0 0.00 (0.00) 0 0.00 (0.00) - - -
CSF2
rs25882
T 101 0.61 (61.21) 109 0.66 (66.06) 0.4231 0.81 0.50-1.30
TC 52 0.32 (31.51) 43 0.26 (26.06) 0.3307 1.31 0.79-2.17
CcC 12 0.07 (7.27 13 0.08 (7.88) 1.00 0.92 0.37-2.26
IL8
rs4073
AA 91 0.55 (55.15) 70 0.42 (42.42) 0.0276 1.67 1.06-2.64
AT 57 0.35 (34.55) 68 0.41(41.21) 0.2564 0.75 0.47-1.20
TT 17 0.10 (10.30) 27 0.16 (16.36) 0.1449 0.59 0.29-18
TNF
rs361525
GG 154 0.93 (93.33) 150 0.91(90.91) 0.5398 1.40 0.58-3.48
AG 10 0.06 (6.06) 15 0.09 (89.09) 0.4053 0.65 0.25-1.59
AA 1 0.01 (0.61) 0 0.00 (0.00) - -—- -
TNF
rs1800629
GG 142 0.86 (86.06) 157 0.95(95.15) 0.0082 0.31 0.12-0.76
GA 22 0.13 (13.33) 8 0.05(4.85) 0.0127 3.02 1.24-8.07
AA 1 0.01 (0.61) 0 0.00 (0.00) - -—- -
IL6
rs1818879
GA 69 0.42 (41.82) 94 0.57 (56.97) 0.0082 0.54 0.34-0.86
GG 66 0.40 (40.00) 44 0.27 (26.67) 0.0141 1.83 1.12-3.00
AA 30 0.18 (18.18) 27 0.16 (16.36) 0.7708 1.14 0.62-2.10

Se muestran resultados de los genotipos en orden de frecuencia decreciente en pacientes con EPOC.
FS= Fumadores Sanos, FG= Frecuencia genotipica, p= Valor de p con correccion de Yates, OR= Razoén

de momios, IC= Intervalos de confianza.
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individuos con EPOC y Fumadores Sanos.
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Gen/SNP EPOC (n= 165) FS (n=165) oC OR I
Alelo n FA (%) n FA (%)
CCL1
rs2282691
T 212 0.64 (64.24) 214 0.65(64.85) 0.9351 0.97 0.70-1.36
A 118 0.36 (35.76) 116 0.35(35.15) 0.9351 1.03 0.74-1.43
IL1B
rs16944
G 202 0.61(61.21) 196 0.59(59.39) 0.6907 1.08 0.78-1.49
A 128 0.39(38.79) 134 0.41(40.61) 0.6907 0.93 0.67-1.28
CRP
rs1800947
C 323 0.98(97.88) 326 0.99(99.79) 0.5431 0.57 0.12-2.25
G 7 0.02 (2.12) 4 0.01 (1.21) 0.5431 1.77 0.44-8.30
CFS2
rs25882
T 254 0.77 (76.97) 261 0.79(79.09) 0.5332 115 0.77-1.70
C 76 0.23(23.03) 69 0.21(20.91) 0.5727 113 0.77-1.67
IL8
rs4073
A 239 0.72(72.42) 208 0.63(63.03) 0.124 154 1.09-2.17
T 91 0.28 (27.58) 122 0.37 (36.97) 0.124 065 0.46-0.91
TNF
rs361525
G 318 0.96 (96.36) 315 0.95(95.45) 0.6943 1.26 0.54-3.00
A 12 0.04 (3.64) 15 0.05 (4.55) 0.6943 0.79 0.33-1.85
TNF
rs1800629
G 306 0.93(92.73) 322 0.98(97.58) 0.0065 0.32 0.12-0.74
A 24 0.07 (7.27) 8 0.02(2.42) 0.0065 3.16 1.34-8.24
IL6
rs1818879
G 201 0.61(60.91) 182 0.55(55.15) 0.1556 1.27 0.92-1.75
A 129 0.39(39.09) 148 0.45(44.85) 0.1556 0.79 0.57-1.09

Se muestran resultados de los alelos en orden de frecuencia decreciente en pacientes con EPOC. FS=
Fumadores Sanos, FA= Frecuencia alélica, p= Valor de p con correccion de Yates, OR= Razoén de

momios, IC= Intervalos de confianza.
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En la tabla 8 se presentan los datos de frecuencias genotipicas y alélicas de
SNPs asociados con dafio al DNA y apoptosis.

Tabla 8. Frecuencias genotipicas y alélicas de SNPs en genes asociados al dafio
al DNA en pacientes con EPOC y Fumadores Sanos.

Gen/SNp —EPOC (n=165) FS (n=165) oC  OR  IC 95%
n FG (%) n FG (%)

RHBDD1

r$3820928

Genotipo FG (%) FG (%)

AA 73 0.44 (44.24) 71 0.43(43.03) 09116 1.05 0.66-1.66
GA 40 0.24 (24.24) 43 0.26 (26.06) 0.7996 0.91 0.53-1.54
GG 52 0.32(31.52) 51 0.31(30.91) 0.814 092 0.57-1.50
Alelo FA (%) FA (%)
A 186 0.52(51.57) 185 0.54 (53.55) 1 1.01 0.74-1.39
G 144 0.48(48.43) 153 0.46 (46.45) 1 0.99 0.72-1.36
STK39
rs935381
Genotipo FG (%) FG (%)
GG 73 0.44 (44.24) 66 0.40(40.03) 0.5035 1.19 0.75-1.89
GA 40 0.24 (24.24) 43 0.26 (26.06) 0.7996 0.91 0.53-1.54
AA 52 0.32(31.52) 56 0.34(33.91) 0.7248 09 0.55-1.46
Alelo FA (%)
G 186 0.56 (56.36) 175 0.53 (53.03) 0.4342 1.14 0.83-1.57

A 144 0.44 (43.64) 155 0.45(44.77) 0.4342 0.87 0.64-1.20

FS= Fumadores Sanos, FG= Frecuencia genotipica, p= Valor de p con correccion de Yates,
OR= Razo6n de momios, IC= Intervalos de confianza.

De los 8 SNPs analizados involucrados en la respuesta inflamatoria, los
rs1800629 (TNF), rs1818879 (IL6) y rs4073 (IL8) tuvieron una asociacién positiva.
Se encontré una frecuencia genotipica del rs1800629 para el genotipo GA de 13%
en casos contra 5% en controles (pC=0.0127, OR=3.02, IC 95%=1.24-8.07), esta
tendencia se mantuvo en la frecuencia alélica del alelo A en 7% para casos contra
2% en controles (pC =0.0065, OR=3.16, IC 95%=1.34-8.24). Otro SNP en el que
se observé una asociacion fue el rs1818879 en IL6, en este polimorfismo existié
una frecuencia génica del 40% en controles contra 27% de casos (pC=0.0141,
OR=1.83, IC 95%=1.12-3.00), en las frecuencias alélicas de este SNP no se
encontré ninguna diferencia estadisticamente significativa, esto debido a que la

distribucion de estos alelos en nuestra poblacién son muy similares. Finalmente el
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rs4073 en IL8, mostrd una asociacion positiva para el alelo A con 72% en casos
contra 63% en controles (pC=0.0124, OR=1.54, IC 95%=1.09-2.17), sin embargo
cuando se analizaron los genotipos no se hall6 ninguna diferencia en las
frecuencias. Con respecto al resto de los polimorfismos no se encontré diferencia
estadisticamente significativa, aun asi, las frecuencias observadas corresponden
a las reportadas en las bases de datos, lo que certifica la similitud poblacional
entre los individuos incluidos en el estudio.

Por otra parte, se analizaron 2 SNP asociados con dafio al DNA y apoptosis el
rs3820928 en RHBDDL1 vy el rs935381 en STK39 en ambos casos no se observa

ninguna diferencia estadisticamente significativa (tabla 8).

9.3 Genotipificacion de HLA

La caracterizacion HLA-DRB1 y DQB1 se realizé por PCR de punto final en
modalidad de iniciadores de secuencia especifica (PCR-SSP) en resolucion
intermedia y alta. Los pacientes que se incluyeron en el estudio fueron
procedentes de la consulta externa y de la clinica de EPOC del INER (n=165), los
controles fueron individuos clinicamente sanos (n= 165) fumadores con valores de
funcion pulmonar normal. Se lograron determinar 13 alelos DRB1. Los alelos
DRB1*04, 08, y 14 se encontraron en una frecuencia elevada (30%, 15% y 12%
respectivamente) lo cual es consistente con reportes previos, que indican a estos
alelos, como frecuentes en nuestra poblacién. Las frecuencias alélicas son
similares entre ambos grupos, mostrando homogeneidad entre dichos grupos
(tabla 9).

Por otro lado, como se puede ver en la tabla 15 se determinaron 15 alelos DQB1,
encontrandose los alelos *03:02:01/02, *03:01:01/02 y 04:02 con una mayor

frecuencia. Al igual que para el caso de los alelos DRB1, estos alelos son
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frecuentes en nuestra poblacion. Interesantemente, el alelo 06:03, muestra una
diferencia estadisticamente significativa (3.63% vs 7.58%, pC= 0.042, OR=0.46 IC

95%= 0.21 - 0.97), resultados que son sugerentes de un efecto de proteccion

(tabla 10).
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Tabla 9. HLA-DRB1* en pacientes con EPOC secundaria a tabaquismo y grupo control.
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Alelo EPOC FS -
DRB1  n=165  FA (%) n=165  FA (%) pC OR IC (95%)
“04 98  0.297 (29.70) 98 0296 (29.69) 0932  1.00 0.71-142
“08 48 0.145 (14.55) 51 0.154 (1545) 0827  0.93 0.59 - 1.49
“14 39 0.118 (11.82) 40  0121(1212) 0568  1.17 0.71-1.93
“07 30 0.090 (9.09) 21 0.063(6.36) 0243 147 0.79-2.77
*11 29 0.087 (8.79) 20  0.060(6.06) 0234  1.49 0.80 - 2.85
“01 20  0.60 (6.06) 19 0.057(5.75) 1.000  1.06 0.52-2.14
*13 18 0.054 (5.45) 24  0.072(7.27) 0425 074 0.37-1.45
03 17 0.051 (5.15) 14 0042 (424) 0712 1.3 0.56 - 2.74
*15 14 0.042 (4.24) 17 0051(5.15) 0712  0.82 0.37-1.79
*16 10 0.030 (3.03) 13 0.039(3.93) 0671 076 0.29 - 1.91
*10 5  0.015(1.52) 8  0024(242) 0575  0.62 0.16 - 2.17
*09 1 0.003(0.30) 2 0.006(0.60) 1.000  0.50 0.01-9.63
*12 1 0.003(0.30) 3 0009 (0.90) 0623  0.33 0.01-4.16

Se presentan las frecuencias alélicas de los alelos HLA-DRB1 entre los grupos participantes, FA=
Frecuencia génica, FS= Individuos fumadores sanos (controles), pC= Valor de p con correccién de

Yates, OR= Razdén de momios, IC (95%)=Intervalos de confianza al 95%.

Identificacion de un perfil genético asociado a inflamacion y dafio al DNA como factor de riesgo a EPOC

50




Reséndiz-Hernandez JM

Tabla 10. HLA-DQB1* en pacientes con EPOC secundaria a tabaquismo y grupo control.

Alelo EPOC FS )
DQB1 n=165  FA (%) n=165  FA (%) pC OR IC (95%)
*03:02:01/02 96 0.291 (29.09) 99 0300 (30.00) 0864 096 0.68-136
*03:01:01/02 82  0.248 (24.84) 78 0236(23.64) 0785  1.07 0.74 - 1.55
*04:02 49 0.148 (14.84) 50 0.151(15.15) 1.000  0.98 0.62-1.53
*05:01:01/02 25  0.075 (7.57) 27 0.081(8.18) 0885  0.92 0.50 - 1.69
*02:02 24 0.072(7.27) 21 0.063(6.36) 0757  0.15 0.60- 2.23
*02:01 18 0.054 (5.45) 13 0039 (3.94) 0461 141 0.64 - 3.18
“06:03 12 0.036 (3.63) 25  0075(7.58) 0042 046 0.21-0.97
*06:02 10 0.030 (3.03) 5  0015(152) 0296  2.03 0.62 - 7.65
*03:03 6  0.018(1.81) 3 0009(0.91) 0504 202  043-1257
*05:02:01/02 4 0.012(1.21) 1 0003(0.30) 0373  4.04  0.40-199.40
*06:01:01/03 > 0.006 (0.60) 1 0.003(0.30) 1.000 201  0.10-118.71
*05:03:01/02 1 0.003(0.30) 0
*06:04 1 0.003(0.30) 3 0009(0.91) 0623  0.33 0.01-4.16
*03:04 0 3 0009 (091) -
*06:09 0 1 0.003(0.30) -
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Se presentan las frecuencias alélicas de los alelos HLA-DQB1 entre los grupos participantes, FA= Frecuencia
alélica, FS= Individuos fumadores sanos (controles), pC= Valor de p con correccién de Yates, OR= Razén de
momios, IC (95%)=Intervalos de confianza al 95%.
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Alelo EPOC FS 0
DRB1 n=7 FA (%) n= 165 FA(%) pC OR IC (95%)
*04 7 0.500 (50.0) 98 0.296 (29.69) 0137 237  069-8.12
*08 2 0.142 (14.29) 51 0.154 (15.45)  1.000 091  0.10-4.28
*01 1 0.071 (7.14) 19 0.057 (5.75) 0574 126  0.03-9.27
*15 2 0.142 (14.29) 17 0.051 (5.15) 0176  3.07  0.31-15.51
*16 2 0.142 (14.29) 13 0.039 (3.93) 0.119 406  0.40-21.28
Otros 0 132 0.400 (40.0)

FA= Frecuencia alélica, FS= Individuos fumadores sanos (controles), pC= Valor de p con correccion

de Yates, OR= Razén de momios, IC (95%)=Intervalos de confianza al 95%.

Tabla 12. Comparacion de los alelos DRB1 con estadio GOLD I

Alelo EPOC FS

0,

DRB1  n=84 FA (%) n= 165 FA (%) pC OR  IC(95%)
“04 52 0.309 (30.95) 98 0296 (29.69) 0724 11 0.72-1.68
“08 28 0.166 (16.67) 51 0.154 (1545) 0740 113  065-1.91
*14 17 0.101 (10.11) 40 0.121 (12.12) 0670 084  0.43-157
“07 9 0.053 (5.35) 21 0.063 (6.36)  0.854 0.85  0.34-2.00
*11 21 0.125 (12.50) 20 0.060 (6.06)  0.017 228  1.13-4.57
“01 13 0.077 (7.73) 19 0.057 (5.75)  0.466 141  0.62-3.10
*13 7 0.041 (4.16) 24 0.072(7.27) 0271 057  0.20-1.40
“03 10 0.059 (5.95) 14 0.042 (424) 0496 147  057-3.64
*15 3 0.017 (1.78) 17 0.051(5.15)  0.128 034  0.06-1.21
*16 5 0.029 (2.97) 13 0.039(3.93) 0808 077  0.21-2.34
*10 2 0.011 (1.19) 8 0.024 (2.42) 0508 05  0.05-2.53
*09 1 0.005 (0.59) 2 0.006 (0.60)  1.000 1.01  0.02-19.46
*12 0 3 0.009 (0.90)

FA= Frecuencia alélica, FS= Individuos fumadores sanos (controles), pC= Valor de p con correccion

de Yates, OR= Razén de momios, IC (95%)=Intervalos de confianza al 95%.
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Tabla 13. Comparacién de los alelos DRB1 con estadio GOLD llI.
Alelo EPOC FS

0,

DRB1 n= 35 FA (%) n= 165 FA (%) pC OR  1C(95%)
*04 16 0.228 (22.86) 98 0.296 (29.69) 03145 0.7  0.36-1.32
*08 7 0.100 (10.00) 51 0.154 (1545)  0.3219  0.61  0.22-1.43
*14 13 0.185 (18.57) 40 0.121(12.12) 02106  1.65  0.76-3.40
*07 12 0471 (17.14) 21 0.063 (6.36)  0.0061  3.04 1.29-6.88
*11 6 0.085 (8.57) 20 0.060 (6.06) 04267 145  0.42-3.94
*01 1 0.0143 (1.43) 19 0.057 (5.75) 02224 024  0.01-1.55
*13 7 0.100 (10.00) 24 0.072(7.27) 05967 142  0.49-3.58
*03 1 0.0143 (1.43) 14 0.042 (424) 04857 033  0.01-2.22
*15 5 0.071 (7.114) 17 0.051(5.15)  0.5616  1.42  0.39-4.18
*16 1 0.014 (1.43) 13 0.039 (3.93) 04798  0.35 0.01-2.43
*10 1 0.01 (1.42) 8 0.024 (2.42) 1.000 058  0.01-4.48
Otros 0 0.003 (0.30) 5 <0.010 (1.00)

FA= Frecuencia alélica, FS= Individuos fumadores sanos (controles), pC= Valor de p con correccién
de Yates, OR= Razén de momios, IC (95%)=Intervalos de confianza al 95%.

Tabla 14. Comparacion de los alelos DRB1 con estadio GOLD |V.

Alelo EPOC FS ]
DRB1 n=8 FA (%) n= 165 FA (%) pC OR IC (95%)
*04 5 0.312 (31.25) 98 0.296 (29.69) 1.000 108 0.29-347
*08 2 0.125 (12.50) 51 0.154 (15.45) 1.000 078  0.08-3.57
*14 2 0.125 (12.50) 40 0.121 (12.12) 1.000 1.04 011477
*07 2 0.125 (12.50) 21 0.063 (6.36) 0.288 21 0.22-10.12
*11 1 0.062 (6.25) 20 0.060 (6.06) 1.000 1.03  0.02-7.42
*01 3 0.187 (18.75) 19 0.057 (5.75) 0.728 378  0.63-15.41
*03 1 0.062 (6.25) 24 0.072 (7.27) 0.516 15  0.03-11.25
Otros 0 57 <0.043 (4.30)

FA= Frecuencia alélica, FS= Individuos fumadores sanos (controles), pC= Valor de p con correccion
de Yates, OR= Razdén de momios, IC (95%)=Intervalos de confianza al 95%.
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Posteriormente se realizd la estratificacion de pacientes en relacion al estadio
GOLD, se encontraron 6 alelos diferentes en el estadio I, las frecuencias alélicas en
ambos grupos mostraron un comportamiento similar en cuanto a las frecuencias
reportadas en mestizos-mexicanos, no habiendo diferencia estadisticamente
significativa (tabla 11). Para el estadio Il, se lograron determinar un total de 13
alelos, siendo los alelos mas frecuentes DRB1*04, 08 y 14, en ambos grupos.
Interesantemente el alelo DRB1*11 se mostré aumentado el grupo de casos en
relacion de los controles (12.5% vs 6.06%, pC=0.017, OR=2.28, IC 95%= 1.13-4.57)
(tabla 12). En el estadio lll, se determinaron 12 alelos, de igual manera que para el
caso del estadio Il, DRB1*04, 08 y 14 fueron en orden decreciente los mas
frecuentes; el alelo DRB1*07 se encontr6 aumentado en el grupo de casos en
relacion a controles (17.14% vs 6.36% pC=0.0061, OR=3.04, IC 95%= 1.29-6.88)
dando una diferencia estadisticamente significativa (tabla 13). Para el estadio IV se
lograron diferenciar 9 alelos, pese a no encontrar ninguna diferencia en cuanto a
frecuencias alélicas, el alelo DRB1*01 mostré una tendencia (18.75% vs 5.75%) sin
embargo al momento de realizar la correccion de Yates en el analisis estadistico el
valor de p, no mostré una diferencia estadisticamente significativa, probablemente

debido al reducido tamafio de muestra (tabla 14).

9.4 Inmunodeteccion de p53

Los resultados obtenidos en la inmunodeterminacion de p53, se presentan en la

grafica 1.
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Grafica 1. Analisis de los niveles de la proteina p53.
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Los valores de p53 obtenidos fueron normalizados contra proteina actina, se
presenta la densidad oOptica de las bandas en unidades arbitrarias. Barra oscura
pacientes con EPOC y barra clara controles no fumadores.

Después del analisis por densitometria, se puede observar que no existe diferencia
en cuanto a la expresion de la proteina supresora de tumores p53, entre los grupos
de casos y controles. Cabe sefalar que la evaluacion de p53 se realizé6 en una

muestra reducida, por lo que se sugiere incrementar el numero de muestra para que

estos datos sean concluyentes.
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10.0 Discusién

La EPOC, es una enfermedad con un componente inflamatorio ampliamente
documentado y que ha sido sustentado en diferentes investigaciones, sin embargo,
dado el caracter transversal de la mayoria de los estudios realizados y las posibles
confusiones de una serie de factores externos relacionados al estilo de vida
asociado con los niveles de los biomarcadores inflamatorios, los cuales a su vez,
son generalmente inespecificos, no estd del todo claro si estas proteinas son
simplemente marcadores del proceso inflamatorio que acompafa a las
enfermedades cronicas como la EPOC o si desempeian un papel importante dentro
de la patogénesis de la enfermedad. Por un lado, existen trabajos que demuestran la
existencia de dichos biomarcadores de inflamacion sistémica en pacientes con
EPOC y que ademas muestran inflamacion local, lo que demuestra que si bien la
EPOC es una enfermedad de corte inflamatorio aun no existen trabajos que
demuestren la participacion de la inflamacién sistémica en la misma, asi como
experimentos en los cuales se pueda describir un mecanismo por el cual los
mediadores inflamatorios que se han descrito, participen en la patologia.
Adicionalmente, debemos tomar en cuenta, que la EPOC, es una enfermedad
multifactorial de la cual se han establecido diferentes teorias acerca de su iniciacion
y progresion, incluyendo teorias inmunoldgicas, bioquimicas y genéticas.

En el presente trabajo resultaron con una diferencia estadisticamente significativa 3
SNP en genes relacionados con inflamacion: rs1800629 en TNF, rs4073 en IL8 y
rs1818879 en IL6. A este respecto, TNF-a es una de las moléculas que se han
estudiado ampliamente en EPOC, el cual tiene funciones como mediador en la
respuesta inmune frente a bacterias grampositivas, amplifica la inflamacion por
medio de la regulacion de diferentes genes, ademas de relacionarse con algunos
efectos sistémicos de la enfermedad; existen estudios que han demostrado cierta
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relacion entre trastornos metabalicos y niveles elevados de TNF-a (116), se asocia
con metabolismo acelerado y como con enfermedades cronico debilitantes,
resultando en pérdida de peso, de proteinas de musculo esquelético y tejido
adiposo (49).

Con respecto a estudios de asociacidon genética, previamente se ha descrito un SNP
en la region promotora del gen de TNF, que ha sido identificado, por afectar
directamente la regulacién transcripcional del gen (117). También se han asociado
ya algunos polimorfismos de este gen con enfermedades pulmonares de corte
inmunolodgico, Kieszko y colaboradores demostraron asociacion de TNF-308 G/A con
sindrome de Lofgren, el cual es un tipo de sarcoidosis comun en poblacion del norte
de Europa (118). Por otro lado, Kumar y su grupo de trabajo encontraron asociacion
entre el mismo polimorfismo y asma bronquial no asi en pacientes con tuberculosis
en poblacion de la India (119). Con referencia a estudios de asociacion genética y
EPOC, existen estudios que muestran cierta relevancia para el SNP TNF-308G/A en
poblaciones Asiaticas pero no en poblaciones Caucasicas. En Japoneses y
Taiwaneses se ha visto un incremento en la prevalencia de EPOC en relaciéon con
sus respectivos grupos control (119), sin embargo, estos resultados no han sido
confirmados en otras poblaciones y dada la localizacién del gen del TNF en la regién
de HLA seria importante establecer la existencia de haplotipos extendidos que
incluyan los genes clasicos de HLA (120). TNF-a activa al factor de trascripcion NF-
kB, el cual activa la trascripcion de genes inflamatorios, incluyendo quimiocinas,
interleucinas y proteasas, en células epiteliales y macrofagos (122). Otro
polimorfismo que se encontré asociado a la enfermedad fue el rs1818879 en IL6, la
interleucina 6 codificada por dicho gen es una citocina pleiotrépica proinflamatoria e
inmunomoduladora, secretada por células epiteliales, macrofagos alveolares,

adipocitos y miocitos asi como en otros tejidos y células (123,124), a través de la
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activacion de NF-xB (factor que como ya se mencioné anteriormente es activado
por TNF-a). La importancia potencial de IL6 en la patogénesis de EPOC, se ha
sugerido por estudios que ha mostrado un incremento en los niveles séricos y/o en
esputo y que se ha asociado con dafio pulmonar o decline acelerado de la funcion
pulmonar (123,124). IL6 también ha sido relacionada con debilitamiento del musculo
esquelético (125) asi como con exacerbaciones (94) e infecciones pulmonares (126)
en pacientes con EPOC. Ademas, la sobrexpresion de IL6 en pulmdn de ratdén ha
resultado en inflamacién de la via y ensanchamiento del espacio aéreo (127). IL6 es
un importante mediador de la respuesta de fase aguda y puede regular
transcripcionalmente los niveles de CRP (128). Por su parte, CRP ha sido asociada
con alteracién en los niveles de la funcion pulmonar en individuos sanos y/o decline
de funcién pulmonar en EPOC secundaria a tabaquismo (129, 130). En conjunto,
estos datos apoyan que el gen de IL6 es un candidato atractivo para evaluar el daino
a la funcién pulmonar y EPOC. EIl gen de IL6 se localiza en la banda citogenética
7p21. Reportes previos han identificado SNPs funcionales en la regién promotora
(131). Cordoba-Lanus y colaboradores describieron una asociacion entre el
polimorfismo -572C en IL6 y EPOC en poblacion espafola (132). Por otro lado, otro
de los SNPs que resultaron asociados en este trabajo fue el rs4073 en IL8. Esta
quimiocina es uno de los principales mediadores de la respuesta inflamatoria y se
sabe que es uno de las principales quimioatrayentes de neutréfilos. Es secretada por
diversos tipos de células como macrofagos y células epiteliales. IL8 es también
liberada de macréfagos alveolares en hipoxia y este mecanismo puede ser relevante
en EPOC grave y en exacerbaciones (133) Su funcion en EPOC aun es incierta,
aunque hay estudios de asociacién tanto genética como de niveles séricos y/o
plasmaticos con esta enfermedad. Por ejemplo, Yamamoto y su grupo de trabajo

reportaron también valores elevados en esputo en pacientes con EPOC en
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comparacion a diferentes grupos control (102). Consistente con este hallazgo
Keatings y colaboradores, describieron valores elevados de IL8 en esputo inducido
de pacientes con EPOC en comparacion a diferentes grupos control, (101). En
cuanto a asociaciones de polimorfismos con la enfermedad, Jeremy Hull et al (2001),
encontraron asociado al polimorfismo IL8-251A con bronquiolitis en un estudio de
familias realizado en el Reino Unido (134). Aun asi no existen estudios que
propongan el papel que desempefian estos polimorfismos a la enfermedad.
Recientemente, Alfredo de Diego y sus colaboradores realizaron un estudio en
Valencia, Espafa, en el cual determinaron los valores en esputo de diferentes
citocinas, entre ellas IL8, resultando dichos valores elevados. Adicionalmente
cultivaron células epiteliales-bronquiales, las cuales estimularon con extracto de
humo de cigarro, con el objeto de medir los niveles de RNAm, resultando aumentada
la cantidad de RNAm de IL8 y TNF, lo cual sugiere que estas moléculas pueden
incrementarse en la EPOC, en respuesta al estimulo del humo de cigarro (135).

Con respecto a los alelos del sistema HLA, como ya se mencion6 anteriormente,
resultaron asociados 2 alelos de HLA-DRB1 con diferentes estadios de la
enfermedad (*11 con estadio Il y *07 con estadio IlI).

Se sabe que HLA es dividido en dos clases en relacion a su funcion; los antigenos
de clase | estan involucrados en la presentacion de péptidos, predominantemente
derivados de proteinas intracelulares, a células T CD8+ citotoxicas y los antigenos
HLA clase Il que son funcionalmente especializados para la presentacion de
fragmentos proteicos cortos, principalmente derivados de proteinas extracelulares a
los TCR en células Th CD4+ (136). En cuanto a estudios de asociacion genética con
HLA y enfermedades pulmonares cronicas, se han encontrado relacién entre alelos
de este sistema y fibrosis pulmonar idiopatica (105, 106) neumonitis por

hipersensibilidad (107) y asma ocupacional (108) las cuales son enfermedades de
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un corte similar a la EPOC. Se han realizado investigaciones que tratan de buscar la
asociacion entre HLA y EPOC, sin embargo, no se realiz6 una estratificacion por
estadios de la enfermedad, ni una adecuada seleccion del grupo control, lo cual da
relevancia a los hallazgos obtenidos en esta investigacion ya que la seleccion
rigurosa de nuestros grupos de estudio asi como el tamafio muestra utilizada. Dentro
de los pocos estudios realizados en poblacion latinoamericana, se encuentra el
realizado por Candnico en 2008, en poblacion venezolana, en el que buscaron la
posible asociacion de HLA clase | con la enfermedad, no encontrando relacién. Las
principales investigaciones enfocadas a determinar las funciones de la inmunidad
adaptativa en EPOC correlacionan con la gravedad de la obstruccion y se han
observado diferentes asociaciones entre células T circulantes y la fisiologia
pulmonar en pacientes con la enfermedad (137). Por otro lado, tomando en cuenta la
funcién bioldgica de las moléculas HLA (procesamiento antigénico), no hay estudios
disponibles en relacion a procesos infecciosos pulmonares en pacientes con EPOC
y este sistema, por lo que una perspectiva de este trabajo es la de extender el
analisis a la clase |, asi como relacionar a exacerbaciones de tipo infeccioso y a

agentes etiologicos.
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11.0 Conclusién

Nuestros hallazgos sugieren la existencia de factores genéticos tipo SNP en los
genes que se sabe participan en el proceso inflamatorio crénico caracteristico de la
EPOC (TNF, IL8 e IL6), ademas de alelos de HLA clase |l DRB1*11 y DRB1*07 que
se encuentran en frecuencias incrementadas en los estadios GOLD Il y Il
respectivamente. Tomando como base los resultados obtenidos en este trabajo, se
puede realizar estudios de expresion de estas moléculas en tejido pulmonar, con el
fin de establecer las posibles correlaciones con la enfermedad, entendiendo que
esta es una enfermedad multifactorial, en la cual se deben tomar en cuenta factores
de regulacion epigenética, interacciones gen-gen y ambientales que pueden

intervenir en la patologia.
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13.0 Anexos
13.1 Anexo 1. Hoja de interpretacion para HLA-DRB1.
BIO-SYNTHESIS

I NC ORPORATETHD
Fastype™ DR "Low Resolution” Typing Sheet o e

EPM&V: Band (Default Size) Second Posttive Band (Lower Band Size) WK Weak Amplification @ Partial Amplification m Primer Sequence Unknown (See Specificity Table for detalls)

Serology Primer Mix Number I
; Class || ORE" Alleles Amplified

Eivalents s 12|34567891D11121314151G1718192021222324

DR1 010101 "010203, "0104 0111
030108

DRI7(3)

Kit Lot No.

T 10708, 11081112, “TT94, 1118, ~1118;
1120, *H123, *124, "MZ7A1B I,
1137, *1138, *1145, *1148, *1151

Rl #1106 111811181121 1

1135, 1138, “1140, 114171145, "1144 1146
DR 1148 *1150

I 25 11301
(5107 o

DRE3010101-*0111, *0201-"0203, *0205-"0218,
RS2 0301010302
R4, 0218 0o
DRE3T218
CRBI010101, *0106
DRS3 *0107
DRBI 201N "0301N

En la primer columna se describe los equivalentes seroldgicos, la segunda columna
corresponde a los alelos que puede identificar el sistema, las siguientes columnas (1-24)
corresponden a las combinaciones de bandas alelo-especificas que se pueden obtener para
extrapolar con el respectivo alelo.
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13.2 Anexo 2. Hoja de interpretacion para HLA-DQB1.
! o
BIO-SYNTHESIS . G Tot o =

C ORPORATETD

Fastype™ DQB1* High Resolution Typing Sheet

- Positive Band (Default Size) Second Pasitive Band (Lower Band Size) Weak Pﬂ Partial fll Primer Sequonce Unknown (See Specificity Table for dofails)
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Refmnce: Revised 061504
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En la primer columna se describe los equivalentes serologicos, la segunda columna
corresponde a los alelos que puede identificar el sistema, las siguientes columnas (1-24)
corresponden a las combinaciones de bandas alelo-especificas que se pueden obtener para
extrapolar con el respectivo alelo.
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13.3 Anexo 3. Ploteo para discriminacion alélica.

q 7300 System SDS Software - [F5_Placa2 CCL1_rs2282691_AD (Allelic Discrimination)]

Reséndiz-Hernandez JM
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Ejemplo de un grafico de discriminacion alélica, los circulos representan el homocigoto para
el alelo X (FAM), rombos el homocigoto para el alelo Y (VIC), los triangulos a los
heterocigotos y cuadros a los NTC, las unidades utilizadas fueron: Unidades Relativas de
Fluorescencia.
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13.4 Anexo 4. Grafico de amplificacion en tiempo real.

& (a0 Bl @ E (=
Resulls
Fiot Y Standard curve Yo Y Repon
Component
40008 +005 Componertz]
e oM
P oo
e
3.500e+005 — L
20008 +005
25008 +005
2 2o008v005 y
& /
=2 s
1A008+ 005 /
nnnnnnnnn
5.0008+004
f.0008 4000
1 3 s 7 a " 13 15 7 13 21 29 25 27 29 a aa as a7 29

Ejemplo de un grafico de amplificacion en tiempo real para un sujeto homocigoto para
el alelo X, la linea roja representa el alelo X (FAM), la linea verde el alelo Y (VIC) y la linea
azul la referencia pasiva (ROX), las unidades utilizadas fueron unidades relativas de
fluorescencia.

13.5 Anexo 5.

Grafico de amplificacion en tiempo real.

(:] 7300 System SDS Software - [EP_Placa? CRP_rs1800947_AQ (Standard Curve)]
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Ejemplo de un grafico de amplificacion en tiempo real para un sujeto homocigoto para
el alelo X, la linea roja representa el alelo X (FAM), la linea verde el alelo Y (VIC) y la linea
azul la referencia pasiva (ROX), las unidades utilizadas fueron unidades relativas de
fluorescencia.
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13.6 Anexo 6
Grafico de amplificacién en tiempo real.
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Ejemplo de un grafico de amplificacion en tiempo real para un sujeto homocigoto para
el alelo X, la linea roja representa el alelo X (FAM), la linea verde el alelo Y (VIC) y la linea
azul la referencia pasiva (ROX), las unidades utilizadas fueron unidades relativas de
fluorescencia.

13.7 Anexo. 7
Ejemplo de tabla de contingencia, en el cual se analizaron datos de del rs1800629
de TNF.

Epilnfo Uersion 6 Statcalc Noviembre 1993

+ Enfermo - Analisis de Tahla Simple
Odds ratio = 3.02 (1.23 <{OR{ 7.64)
165 Limites de Confianza de Cornfield {95x) para OR
Riesgo relativo = 2.75 {1.26 {RR< 6.8@)
165 Limit. de Confianza {Serie de Taylor) 95 para RR
Ignora el R.R. es estudios de Caso—control.
338

Jalor Chi Ualor-F

8in correccion : 7.19 0.0873447 4—
Mantel-Haenszel: 7.16 B.8874344 +—
Corr. de Yates : b.28 A.8127991 41—

F2 mis estratos;{Enter} Mo mis esztratos;F1B Salir

Ejemplo de un tabla de contingencia de 2 x 2, en la primer fial se colocaron los
sujetos con el genotipo en cuestion vs los individuos que tenien este genotipo del
grupo de casos, en la segunda fila se colocaron de igual manera solo que para el
grupo de control.
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