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Resumen

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) es uno de los padecimientos pulmonares
con mayor incidencia y mortalidad a nivel mundial incluyendo nuestro pais. El desarrollo de esta
enfermedad estd determinado por diferentes factores de riesgo entre los que se encuentran el
tabaquismo, la contaminacidon ambiental, la exposiciéon a humo de lefia, y los factores genéticos.
Una de las caracteristicas mas importantes de la EPOC es el proceso inflamatorio exacerbado que
provoca la disminucién de la capacidad pulmonar, por lo que el analisis de los genes de los
mediadores de la inflamacién puede ayudar a discernir si existe algin factor genético que sea
determinante para el desarrollo de este padecimiento.

En este estudio se analizaron los polimorfismos -174 G/C, -572 G/C y -597 T/A de interleucina 6
(IL-6) que es una de las citocinas con mayor actividad en el tejido pulmonar y se ha encontrado
que estas variantes polimorficas tienen mayor frecuencia en pacientes de enfermedades
inflamatorias. Se realiz6é un estudio epidemioldgico de casos y controles, usando 75 muestras de
pacientes diagnosticados con EPOC y 75 muestras de individuos sin diagndstico de esta
enfermedad. Se encontr6 una asociacion negativa de los polimorfismos -572 genotipo heterécigo
(GC) (OR=0.3, 1C=0.11-0.62, p=0.001) y -597 genotipo homdcigo mutante (AA) (OR=0.07,
[C=0.009-0.6, p=0.002) con el riesgo de padecer la EPOC. Esta asociacién se mantiene al dividir el
grupo de estudio de acuerdo al tabaquismo (asociacién de no riesgo en fumadores), exposicién a
humo de lefia (asociaciéon de no riesgo en no expuestos), sexo, (asociacion de no riesgo en sexo
masculino) y edad (asociacion de no riesgo en grupo de 65-74 afios de edad).

Es importante sefialar que los resultados obtenidos en este estudio deben ser confirmados con un
tamafio de muestra mayor, asi como también se recomienda la inclusion de otros genes de
mediadores inflamatorios para determinar si las asociaciones encontradas se mantienen y los
polimorfismos de estos componentes de la inflamacion pueden ser utilizados como

biomarcadores para la EPOC.



1.Introduccién

1.1 EPOC

La enfermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC) es un padecimiento irreversible causado
por multiples factores, se caracteriza por la obstruccion de las vias respiratorias que impide el
flujo aéreo (Celli, 2004). Existen estudios que proporcionan evidencia de que la EPOC esta
determinada por una respuesta inflamatoria no regulada o anormal en las células pulmonares
hacia agentes nocivos, principalmente al humo de cigarro (GOLD, 2008; Yanvaeba, 2009;
Provinciali, 2011). En esta enfermedad se presenta una combinacién compleja de signos y
sintomas, se distingue a la bronquitis crénica y el enfisema pulmonar como enfermedades
cronicas que forman parte de la EPOC (INER, 2010; Mehrotra, 2010). Ademas del efecto directo
en los pulmones, este padecimiento también tiene consecuencias significativas a nivel sistémico

(GOLD, 2008; Giraldo, 2008).

1.2. Incidencia y mortalidad
Desde el afio 1960 la mortalidad asociada con la EPOC ha incrementado (Tovar, 2004). Murray y

colaboradores indican que en el afio 1990 la EPOC fue la sexta causa de muerte a nivel mundial y
seglin la Organizacién Mundial de la salud (OMS) en el afio 2005 cerca de tres millones de
personas fallecieron a causa de este padecimiento, nimero que equivale al 5% de las defunciones
registradas en ese afo; en el afio 2007 aproximadamente 210 millones de personas padecian esta
enfermedad en todo el mundo, entre los cuales 80 millones se encontraron en la clasificacién de
grave o moderado (Borja, 2010; OMS, 2012). Desde el afio 2000, la EPOC representa la cuarta
causa de muerte a nivel mundial Unicamente después de las enfermedades coronarias,
cerebrovasculares y neoplasias (Cano, 2006). Se estima que para el afio 2030 llegara al tercer
puesto y sera la causa del 10% de la mortalidad mundial (OMS, 2012).

En el contexto nacional, esta enfermedad se ubica entre la cuarta y la sexta causa de muerte para
hombres y mujeres. En el afio 2004, el niumero de defunciones atribuibles al tabaquismo fue de
60, 000, de las cuales el 29% se asocian a EPOC (INEGI, 2012). Segun la OMS, en nuestro pais la
tasa de mortalidad por la EPOC es de 27.8 por cada 100,000 individuos (OMS, 2005)(Fig. 1). Se
estima que en el afio 2020 sera la segunda causa de muerte a nivel nacional (INER, 2010). En el
proyecto PLATINO (Proyecto Latinoamericano de Investigaciéon en Obstruccion Pulmonar) se

estimo la prevalencia de esta enfermedad en cinco ciudades de Latinoamérica, encontrando que



en la zona metropolitana de la Ciudad de México el 7.8% de la poblacién la padece, ubicandose en

el quinto lugar de mortalidad (Menezes, 2006).
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Figura 1.- Mortalidad por EPOC a nivel mundial (hombres y mujeres), (OMS, 2004). En México, la tasa estimada es de 27.8 por cada 100 000

individuos.

1.3. Manifestaciones clinicas de la EPOC
Los sintomas de la EPOC incluyen disnea, tos y expectoracién. Los procesos de bronquiolitis,

fibrosis, obstruccion de vias aéreas pequeiias, enfisema, destruccion del parénquima pulmonar y
pérdida de la elasticidad pulmonar también forman parte del diagnostico de este padecimiento
(Torres, 2011; Reséndiz, 2011).

La EPOC se define por la combinacién de efectos de los procesos de inflamacién, oxidacion,
destruccion proteolitica y gendmica. Diversos tipos celulares y mediadores son los que
interactian y pueden desencadenar procesos de destruccion y reparacion del tejido pulmonar; lo
que se refleja en una limitacion progresiva del flujo aéreo. Dicha limitacion puede ser resultado
de tres diferentes mecanismos patoldgicos (Barnes, 2009):

a) Engrosamiento y fibrosis de las vias aéreas pequenas (bronquitis obstructiva crénica) que
puede ser producto de la inflamacién cronica.

b) Enfisema, resultado del colapso de las vias espiratorias, debido a la alteracién de los
compartimentos alveolares que permiten cerrar la espiracién y a la falta de retraccién elastica
pulmonar.

¢) Obstruccion luminal con moco y exudado plasmatico como resultado de la inflamacién.



Luego de la obstruccion causada por la acumulacién de mucosa hay una secrecion de proteinas
plasmaticas en la superficie de las vias aéreas, las cuales pueden polimerizarse para formar la
matriz inicial de reparacion. Los mecanismos de reparacién de las vias aéreas tienen la capacidad
de producir tejido nuevo y funcional, o en caso contrario, conducir a la produccién de tejido

dafado con fibrosis que produce la obstruccion irreversible de las vias aéreas (Giraldo, 2008).

1.3.1. Estadios de la EPOC
De acuerdo con la Iniciativa Global para la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (GOLD por

sus siglas en inglés), para obtener el diagnostico clinico de la EPOC es necesario realizar una
espirometria. La presencia de un cociente FEV1/FVC (volumen espirado maximo en el primer
segundo de la espiracion forzada/ capacidad vital forzada) postbroncodilatador menor a 0.7
confirma la existencia de una limitacién crénica del flujo aéreo, caracteristico de este
padecimiento.

Esta organizaciéon propone la clasificaciéon de las etapas de esta enfermedad por medio del
analisis espirométrico, debido a que con la informacién obtenida se puede determinar el grado de

obstruccion o limitacién del flujo aéreo.

Tabla 1.- Clasificacién de la gravedad de la limitacion del flujo aéreo en la EPOC, en pacientes con un cociente FEV1/FVC
postbroncodilatador <0.7. (GOLD, 2013). FEV1: Volumen maximo espirado en el primer segundo, FVC: capacidad vital forzada.

Estadio Diagnéstico Espirometria
GOLD I Leve FEV1/FVC menor a 0.7
FEV1 mayor al 80% del valor de
referencia
GOLD II Moderado FEV1/FVC menora 0.7
FEV1 entre el 50 y el 80% del valor de
referencia
GOLD III Grave FEV1/FVC menor a 0.7
FEV1 entre el 30 y el 50% del valor de
referencia
GOLD IV Severo/Muy grave FEV1/FVC menor a 0.7

FEV1 menor al 30% del valor de
referencia, o menor al 50% del valor de
referencia mas insuficiencia respiratoria.
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1.4. Factores de riesgo para desarrollar EPOC
Los factores de riesgo ambientales tienen un papel importante en el desarrollo de la EPOC. Se

considera dentro de este grupo a la contaminacién ambiental, la exposicién ocupacional a
diferentes agentes fisicos y quimicos, tabaquismo y las diferentes infecciones adenovirales que
afectan las vias respiratorias y que se presentan en la poblacién desde temprana edad (Sandford,
2002). Ademas de lo anterior es importante considerar el componente genético que puede estar
involucrado con el riesgo de padecer esta enfermedad, otorgando susceptibilidad a nivel

individual.

1.4.1. Tabaquismo
Sin duda el tabaquismo es uno de los factores de riesgo mas importantes en el desarrollo de la

EPOC (Sanford, 2002). La Sociedad Europea de la Respiraciéon (ERS por sus siglas en inglés)
destaca la importancia del humo de tabaco como un factor de riesgo frecuente en esta
enfermedad a nivel mundial y afirma el caracter sistémico de esta enfermedad. Mas de 1000
millones de personas fuman tabaco en todo el mundo y cerca de 6 millones mueren anualmente
por el consumo y la exposicién al humo de tabaco. En México aproximadamente el 8% de las
mujeres y el 24% de los hombres son fumadores segiin la Encuesta Global de Tabaquismo en
Adultos (GATS) realizada en el afio 2009 (Guerrero, 2013; Pichon-Riviere, 2013).

Este habito tiene una gran contribucion en del desarrollo de enfermedades prevenibles, dentro
de las que se distingue a la EPOC. Existe evidencia de una relaciéon dosis-dependiente entre la
severidad de esta enfermedad y la cantidad de tabaco fumado por afio, ademas de que se ha
descrito que las personas fumadoras tienen mayor frecuencia de problemas respiratorios y
anormalidades de la funcién pulmonar comparadas con personas no fumadoras (Lomas, 2001;
Hacievliyagil, 2013). Se ha descrito el efecto directo de los agentes carcinogénicos y las sustancias
citotdxicas presentes en el tabaco que ingresan al organismo durante su combustidn, las cuales se
relacionan con el dafio al DNA afectando diversos tejidos, lo que puede explicar las alteraciones
funcionales y estructurales que produce el tabaquismo crénico en diferentes 6rganos (Goncalves,
2011).

El tabaquismo es un importante factor de riesgo en el desarrollo de la EPOC debido a que
incrementa el numero de células del sistema inmunoldgico. La exposicion al humo de tabaco
aumenta el flujo de estas células en las vias respiratorias y a su vez reduce su capacidad de
respuesta a estimulos, eliminacidon de patégenos y fagocitosis. Los neutrofilos y macréfagos de

fumadores tienen niveles incrementados de enzimas proteoliticas (neutréfilo elastasas y
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metaloproteasas) cuya secrecién puede ser responsable de la destruccion del tejido pulmonar
caracteristico de la EPOC. Ademas, el estrés oxidante ocasionado por fumar produce elevados
niveles de citocinas, que activan a los neutréfilos polimorfonucleares (Kim, 2004; Domagala,
2008, Goncalves, 2011). En los macréfagos también se presenta activacion por mediadores
proinflamatorios, especies reactivas de oxigeno (ROS) y enzimas proteoliticas, generando un
mecanismo celular que relaciona la exposicién a humo de cigarro con la inflamacién y el dafio

tisular (Sopori, 2002).

1.4.2. Contaminaciéon ambiental y exposicion ocupacional
Existe evidencia de que la exposiciéon ocupacional contribuye al riesgo de padecer la EPOC. Los

estudios realizados en las ultimas dos décadas demuestran la relacion entre los vapores, gases,
polvos y humos (VGDF por sus siglas en inglés) y el desarrollo de la enfermedad (Mazitova,
2012). En diferentes estudios se ha descrito la relacién que existe entre el decremento de la
capacidad pulmonar en la EPOC (medida por espirometria) y la exposicion a humos y polvos
minerales o bioldgicos. Ademas se ha encontrado que esta exposicion a polvos y humos también
esta asociada con un mayor numero de exacerbaciones en pacientes. La exposicién ocupacional a
estos compuestos ocurre con el doble de frecuencia en pacientes con EPOC comparados con
personas sanas (Rodriguez, 2014).

Diferentes modelos experimentales han demostrado que la exposiciéon a diéxido de azufre,
vanadio, cadmio o endotoxinas pueden inducir obstrucciéon en las vias aéreas y
consecuentemente provocar la EPOC. En mineros, el grado de enfisema pulmonar se correlaciona
con el namero de afios que laboraron y la cantidad de polvo contenido en los pulmones (Leigh,
1994; Rodriguez, 2014). Por otro lado se ha encontrado que en pacientes con EPOC se
encuentran mayores niveles de VGDFs, lo cual demuestra el fuerte vinculo entre la exposiciéon a
VGDFs en el lugar de trabajo y/o vivienda y el riesgo de desarrollar dicho padecimiento

(Mazitova, 2012).

1.4.3. Infecciones adenovirales
Diversos estudios han propuesto que las infecciones virales pueden estar relacionadas con la

persistente inflamacion en la EPOC. Se ha considerado que las enfermedades respiratorias
infantiles son un importante factor de riesgo para la EPOC, ya que los adenovirus que causan

bronquitis, neumonia e insuficiencia respiratoria a temprana edad, también generan una
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infeccion latente en las amigdalas, en linfocitos de sangre periférica y en el pulmén. Este
fendmeno de latencia es debido a que se integran genes virales en el DNA humano (Kasuga, 2009;
Matsumoto, 2013).

Las proteinas adenovirales de regiones tempranas tales como la E1A (adenovirus early region 1A)
pueden regular la expresion de genes por medio de la interaccion con factores de transcripcion
celular y de esta forma provocar un aumento en la sintesis de mediadores de la inflamacidn. Se ha
visto que pacientes con EPOC tienen una mayor cantidad de DNA adenoviral E1A en tejido
pulmonar comparados con controles sin obstrucciéon en vias respiratorias. También se ha
observado que en células del epitelio pulmonar la expresidon de este gen viral se incrementa en
muestras de pacientes con enfisema pulmonar severo, por lo que se sugiere que este material
genético viral integrado al DNA humano puede tener un papel relevante en la patogénesis de la

EPOC (Retamales, 2001; Kasuga, 2009).

1.4.4. Factores genéticos
Los factores genéticos contribuyen al desarrollo de diversas enfermedades, entre las cuales se

distingue a la EPOC (Postma, 2011). En este padecimiento se observan patrones determinados ya
que se presenta de forma agregada en familias, existiendo una fuerte correlacidon entre padres e
hijos o hermanos. Por esta razdn se sugiere que los factores genéticos pueden estar relacionados
con el desarrollo de esta enfermedad y tener participacién en sus mecanismos de patogénesis
(Adcock, 2011; Postma, 2011).

En la actualidad se reconoce la importancia de los factores genéticos en la susceptibilidad a
enfermedades como una importante area de estudio ya que existen varios genes involucrados
con una enfermedad y su expresion puede variar dependiendo de la poblacién o incluso del
individuo. Existen genes cuya variacién puede brindar predisposicién a enfermedades y si su
transmision es autosdmica dominante son denominados genes de alta penetrancia, como es el
caso del cancer de mama donde las mutaciones en los genes BRCAl y BRCAZ aumentan
considerablemente el riesgo de padecer esta enfermedad (Mitrunen, 2003). Sin embargo también
existen genes de baja penetrancia cuya variacién tiene un menor impacto en términos de riesgo
relativo, pero que de forma conjunta y con la influencia de otros factores de riesgo contribuyen al
desarrollo de diversas enfermedades. Dentro de este grupo de variaciones se encuentran los
polimorfismos, que son variaciones en un sitio determinado de la secuencia del DNA y proveen
variacion alélica entre individuos. Es importante mencionar que se considera un polimorfismo
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cuando la frecuencia de uno de los alelos en la poblacion es superior al 1% (Checa, 2007, Cooper,
2013). Uno de los tipos de polimorfismos mayormente estudiados son los polimorfismos de un
solo nucleétido (SNP por sus siglas en inglés) que son variaciones en una sola base de la
secuencia de DNA y que representan cerca del 90% de las variaciones genéticas en el genoma
humano (Griffin, 2000).

Por su naturaleza multifactorial, la EPOC es genéticamente compleja. A lo largo del tiempo ha
sido posible identificar algunos genes de baja penetrancia que pueden contribuir a su desarrollo,
los cuales han sido de gran interés en la bisqueda de un diagndstico temprano y posibles
tratamientos. Un gran nimero de polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) en las regiones
promotoras y/o regiones codificantes de un amplio rango de genes han sido examinados con el
propdsito de determinar si existe una asociacién genética con la EPOC. Una de las variaciones
genéticas mas estudiadas en la EPOC es la deficiencia de alfa-1-antitripsina, proteina que tiene
como funcién principal la inhibicién de la actividad de la elastasa en el tejido pulmonar y que
ademas tiene un potencial antiinflamatorio. La variacién genética del gen SERPINA1 que codifica
para esta proteina, también se ha asociado con el riesgo de padecer la enfermedad (Lara, 2010;
Seiichiro, 2011; Randa, 2012).

Un nimero considerable de variantes genéticas han sido analizadas en diferentes padecimientos
respiratorios. En el caso particular de la EPOC, se considera a TGFf3 1 (factor de crecimiento
transformante beta, citocina reguladora de la respuesta inflamatoria) como un gen candidato,
debido a que en algunas poblaciones, el cambio LeulOPro y el polimorfismo de la regién
promotora TFG[ 1 rs2241718 tienen mayor frecuencia en pacientes con esta enfermedad y tienen
relacion con el decremento de la funcidon pulmonar observada en este grupo. Otro de los genes de
interés ha sido EPHX1 (epdéxido hidrolasa microsomal) enzima que metaboliza el epoxido
reactivo que se forma en la combustion del tabaco, por lo cual se ha supuesto que la variaciéon en
la actividad de esta enzima contribuye a la susceptibilidad de padecer la EPOC. En general, han
sido analizadas dos variantes genéticas Tyr113His e His139Arg, de las que se reporta que causan
la reduccion o el incremento en la actividad de esta enzima respectivamente. La GSTP1 (glutation
S-transferasa P1) es otra enzima del metabolismo de xenobidticos, de la cual el polimorfismo
[le105Val tiene una mayor frecuencia en casos de EPOC que en individuos sanos, y esta asociado
con el decremento acelerado de la funcién pulmonar (He, 2004; Postma, 2011).

La asociaciéon reportada en los trabajos realizados puede no ser concluyente debido a

limitaciones como el tamafo de muestra, las diferencias en la etnicidad de los grupos estudiados
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y la heterogeneidad de los casos de EPOC. La identificacion de determinantes genéticos puede
ayudar en el entendimiento del desarrollo y la progresion de la EPOC. Es posible que la variacion
genética ayude a comprender la heterogeneidad clinica en esta enfermedad, asi como la
variabilidad en la respuesta a tratamientos; por lo que su analisis podria generar nuevas
herramientas en el desarrollo de diagnosticos y terapias estratificadas para cada uno de los

fenotipos que se presentan en este padecimiento (Wain, 2012).

1.5. Inflamacién en la EPOC
La inflamacién se define como un proceso de reclutamiento y activacion de las células del sistema

inmune en respuesta a algin insulto o infecciéon (Sherhan, 2007). Ademads, es el mecanismo
basico de reparacién de tejido disponible ante diferentes tipos de dano. Esta reparacion consiste
en una cascada celular y microvascular que remueve los componentes dafiados y genera tejido
nuevo (Gert, 2006). Generalmente la EPOC estd asociada con la inflamacién de las vias aéreas
centrales y periféricas, parénquima y vasos sanguineos pulmonares. Se presenta el aumento de
células mononucleares (macroéfagos y linfocitos T), un mayor nimero de neutrofilos y eosindfilos,
hiperplasia de células calciformes (encargadas de la secreciéon de moco) y metaplasia del epitelio
de las vias respiratorias.

Entre los diferentes tipos celulares, se ha visto que los neutroéfilos tienen una importante
participacion en la respuesta inmune caracteristica de la EPOC. Se propone como una de las
células efectoras principales en el desarrollo de esta enfermedad, ya que varios estudios
muestran que pacientes con EPOC tienen niveles mayores de neutroéfilos en esputo, sangre
periférica y lavado broncoalveolar comparado con fumadores sin este padecimiento. Este
incremento puede ser resultado de una intensa migracion de células de los vasos sanguineos al
tejido pulmonar debido a factores quimiotacticos, que son mediadores solubles clasificados como
citocinas y quimioatrayentes (Schmidt-loanas 2005, Sapey, 2009).

Los macroéfagos por su parte, participan también en la respuesta inflamatoria de la EPOC. Existe
un marcado aumento (de cinco a diez veces) de estas células en las vias aéreas, parénquima
pulmonar, lavado broncoalveolar y esputo de pacientes con esta enfermedad. Dichas células
estan localizadas en sitios de destruccién alveolar, ademas de que se ha encontrado correlaciéon
entre su numero y la severidad del padecimiento. Se ha visto que los macréfagos de pacientes

secretan una mayor cantidad de proteinas, comparado con los macréfagos de controles
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fumadores y no fumadores. Dentro de las proteinas que se producen se encuentran las enzimas
elastoliticas como las metaloproteasas, que estan involucradas en la degradacion del tejido
pulmonar (Culpitt, 2002; Barnes 2014). Una vez activados, los macrofagos incrementan la
produccion de ROS, de 6xido nitrico, y de citocinas como TNF-q, IL-1f3, IL-6 e IL-8. La activacion
de estas células aumenta la eficiencia en la eliminacién de agentes patdgenos pero puede generar

dafio en el tejido, ademas de un proceso inflamatorio.

1.5.1. Citocinas como mediadores de la inflamacion en la EPOC
Diversos componentes son los que actian como mediadores de la inflamacién en la EPOC,

incluyendo lipidos, radicales libres, citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento (Barnes;
2014). Estos mediadores son producidos por células inflamatorias y estructurales del pulmén y
la interaccién entre ellas es un punto de suma importancia en el entendimiento de la patogénesis
y progresion de la enfermedad.

Especificamente, las citocinas han sido relacionadas con el desarrollo de la EPOC ya que tienen
una participacién clave en el proceso de inflamacién crénica. Se han identificado alrededor de
cincuenta citocinas relacionadas con la EPOC que interactian entre ellas a través de redes
complejas, algunas tienen diversas funciones y sitios de accion dependiendo del tipo celular y el
contexto inflamatorio (Barnes, 2009). Dentro de las citocinas proinflamatorias se identifican a
TNF-«, IL-1B e IL-6, ya que se ha descrito una mayor concentraciéon de estas proteinas en
pacientes con EPOC y que ademas participan en la activacién de factores de transcripcién como
NF-kB (factor de transcripcion nuclear) que puede iniciar la expresién de multiples genes de la
cascada inflamatoria. Por lo anterior, esta clase de citocinas amplifican la respuesta infamatoria y
a menudo estan asociadas con la severidad de la enfermedad (Barnes, 2008).

En el caso de TNF-a se describe que se encuentra incrementada en esputo de pacientes con EPOC,
especialmente cuando hay complicaciones de la enfermedad. También se ha asociado a la pérdida
de peso de los pacientes de la EPOC ya que hay un aumento en la secrecidon de esta citocina a
nivel sistémico.

Por otro lado, se ha visto que la interleucina 1 beta (IL-1 ) es uno de los componentes que activa
los macréfagos de pacientes con EPOC y provoca que secreten citocinas, quimiocinas y
metaloproteasas de la matriz extracelular (MMPs). La concentracion de esta citocina es mayor en
pacientes, ademas de que existe una correlacion entre su cantidad y la severidad de la
enfermedad (Barnes, 2009).
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Por su parte, la interleucina 6 (IL-6) es una citocina que participa en coordinacién con otras, por
lo que se propone como el enlace entre la inmunidad innata y la adquirida. Esta proteina
aumenta en esputo, exhalacién y plasma de pacientes con EPOC. El aumento en la concentracion
en el plasma se correlaciona con el incremento en los niveles de la proteina C reactiva, cuya
participaciéon en el desarrollo de la EPOC tiene relevancia a nivel sistémico. Debido a la
estabilidad que esta citocina tiene en la circulacion, se plantea que puede estar involucrada en

algunas caracteristicas sistémicas de la enfermedad (Buchioni, 2003; Barnes, 2009).

1.5.2. Interleucina-6
La interleuicina 6 (IL-6) es una proteina pleiotropica con acciéon proinflamatoria y

antinfamatoria. Se produce en células de tipo linfoide y no linfoide tales como linfocitos By T,
monocitos, fibroblastos, células endoteliales, entre otras (Kishimoto, 1989). Regula procesos
fisiolégicos en varios tejidos, incluyendo la inflamacién, el crecimiento celular, la respuesta
inmune antigeno especifica, la hematopoyesis y la produccién de proteinas de fase aguda
(proteinas sintetizadas principalmente por el higado y que varian su concentracién en respuesta
al estimulo de citocinas) (Ataie, 2013). Promueve la diferenciacién y madurez de los linfocitos B y
T, participa en la estimulacion de linfocitos B para la produccion de inmunoglobulinas. Algunos
estudios resaltan que una de sus funciones principales es la inhibicién de la sintesis de citocinas
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) , interleucina 1 beta (IL-1B) e
interferon gamma (IFN-y) (Sanchez, 2005; Glung, 2008). Ha sido considerada como un mediador
central en enfermedades autoinmunes y de inflamacidn crénica (Ataie, 2013). Los padecimientos
mediados por la inflamacién en los que se ha descrito la intervencion de la IL-6 son
enfermedades coronarias y pulmonares, artritis reumatoide, esclerosis multiple, osteoporosis,
enfermedad de Parkinson y lupus eritematoso sistémico (Saavedra, 2011; Ataie, 2013).

En condiciones homeostaticas los niveles de IL-6 en suero son bajos. Sin embargo, cuando hay
condiciones de estrés su cantidad aumenta rapidamente (Willscot, 2007). Una vez que existe una
infecciébn severa se suscita una respuesta sistémica, caracterizada por fiebre, aumento de
leucocitos y la produccion de diferentes proteinas en el higado. Las principales sefales
proinflamatorias que generan esta respuesta es el incremento en la concentracion de TNF-q, IL-
1B e IL-6; siendo esta ultima la de mayor facilidad de detecciéon en suero y la principal

responsable de la secrecion de proteinas de fase aguda. En los casos de septicemia (respuesta
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inflamatoria exagerada a la infeccién microbiana) los niveles de IL-6 se elevan de forma notable y

existe una correlacion entre la severidad de la infeccion y la mortalidad (Willscot, 2007).

1.5.3. Polimorfismos genéticos de IL-6
La variabilidad fenotipica a nivel individual y la susceptibilidad o resistencia a enfermedades

radica mayoritariamente en los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP's), sustituciones en el
DNA que frecuentemente son llevadas a cabo en un nucle6tido especifico del DNA. La mayor
parte de los SNPs constan de dos alelos los cuales estan representados por una sustitucién de una
base por otra. A nivel poblacional estos alelos se clasifican en alelo silvestre o wild type y un alelo
mutante, esto basado en las frecuencias que se observan en cada poblacion. Estas variaciones
pueden encontrarse en la region promotora del gen, en intrones, en sitios de splicing o en
regiones codificantes (modulando la estabilidad de las proteinas) (Checa, 2007).

Las variantes polimérficas de IL-6 han sido objeto de estudio en diferentes poblaciones en el
andlisis de enfermedades vinculadas a procesos inflamatorios, tales como artritis reumatoide,
periodontitis, lepra, entre otras. El creciente conocimiento acerca de la susceptibilidad genética
individual y su relacién con el sistema inmune ha identificado tres principales SNPs dentro de la
region promotora del gen IL-6 en las posiciones -174 (G/C) (rs1800795), -572 (G/C)
(rs1800796) y -597 (T/A) (rs1800797) y su posible relacién con diversas enfermedades,
incluyendo a la EPOC (Tabla 2). Si bien estos andlisis se han enfocado principalmente en la
variantes -174 G/Cy -572 G/C se ha propuesto que debido a su posicion (Figura 2) los tres SNPs
podrian transmitirse de forma conjunta durante la meoisis, es decir que pueden estar en

desequilibrio de ligamiento (Wyszynski, 1998; Terry,2000; Fedetz, 2001; Miiller, 2006).
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Figura 2.- Diagrama que representa los sitios polimdrficos en la regiéon promotora del gen IL-6 que han sido analizados en

estudios epidemiolégicos, ademas de las enzimas de restriccion empleadas en la determinacién de cada uno de los genotipos.
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Tabla 2.- Frecuencias de polimorfismos de IL-6 analizados en diferentes poblaciones.

Polimorfismo Padecimiento Poblacién Casos/Controles OR (95% IC) p valor Referencia
IL-6 -174 G/C EPOC Espafiola 191/296 0.96 (0.68-1.35) 0.79 Cdrdoba, 2009.
IL-6 -174 G/C Obesidad e Mexicana 745/ - 5.34 (1.80-15.83) <0.01* Ramirez, 2012.
hiperglucemia
IL-6 -572 G/C | Cancer gastrico Asiatica 178/151 1.18 (0.66-2.21) 0.57 Kang, 2009.
IL-6 -572 G/C EPOC Espafiola 191/296 0.47 (0.24-0.95) 0.03* Cdrdoba, 2009.
IL-6 -572 G/C Artritis Mexicana 137/102 0.76 (0.44-1.32) 0.29 Zavaleta, 2013.
reumatoide

IL-6 -572 G/C Periodontitis Caucasica 122/ - 2.53(1.46-4.38) 0.0004* Scapoli, 2011.
IL-6 -597 G/A Lepra India 2447/1294 1.11 (1.1-1.64) 0.008* Aggarwal, 2011.

OR= odds ratio (Razén de momios). IC= Intervalo de confianza. *valores estadisticamente significativos.

2. Justificacion
Existen trabajos realizados en diversas poblaciones que describen el proceso inflamatorio

caracteristico de la EPOC y la participacién de diferentes mediadores en este mecanismo. La
interleucina 6 es una de las citocinas con mayor actividad en el pulmén y el aumento en su
concentracion se ha relacionado con la disminucién de la capacidad pulmonar. Debido a esto, la
determinacion de la frecuencia de los polimorfismos -174 G/C, -572 G/C y -597 T/A en un
estudio epidemioldgico de casos y controles en la poblacién mexicana puede brindar informacion
acerca de su papel en la susceptibilidad de padecer la EPOC, cuya incidencia y mortalidad han

aumentado a lo largo del tiempo en nuestro pais.

3. Hipotesis

Las frecuencias de los polimorfismos -174 (G/C), -572 (G/C) y -597 (T/A) de IL-6 seran
diferentes en una muestra de pacientes mexicanos con diagnodstico de EPOC (casos) comparadas
con una muestra de individuos mexicanos sanos sin diagndéstico de esta enfermedad al momento

de tomar la muestra sanguinea (controles).
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4. Objetivo general
Determinar la asociaciéon de los polimorfismos -174 G/C, -572 G/C y -597 G/A de IL-6 con el

riesgo de padecer EPOC en una muestra de la poblacién mexicana.

4.1. Objetivos particulares

1. Determinar la frecuencia de los polimorfismos -174 G/C, -572 G/Cy -597 T/A de IL-6 en
una muestra de pacientes mexicanos diagnosticados con EPOC (casos).

2. Determinar la frecuencia de los polimorfismos -174 G/C,-572 G/Cy -597 T/A de IL-6 en
una muestra de individuos mexicanos sin diagnéstico de EPOC (controles).

3. Comparar las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos en muestras de
pacientes con diagnoéstico de EPOC y muestras de individuos sin diagnéstico de EPOC.

4. Determinar silos polimorfismos -174 G/C, -572 G/Cy -597 T/A de IL-6 se encuentran en
desequilibrio de ligamiento en las muestras de casos y controles.

5. Determinar la asociacién de los polimorfismos 174 G/C, -572 G/Cy -597 T/A de IL-6 con
la EPOC considerando los factores de riesgo tabaquismo, exposiciéon a humo de lefia, sexo

y edad.

5. Materiales y métodos

5.1. Sujetos de estudio

Las muestras correspondientes a casos fueron colectadas en la clinica de EPOC del Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas (INER) de 2011 al 2014. Las
muestras sanguineas de poblacién abierta fueron colectadas en el Banco de Sangre del Hospital
20 de noviembre del ISSSTE en la Ciudad de México, de octubre del 2001 a noviembre del 2004 y
fue autorizado su uso para este estudio. El protocolo de investigacion fue aprobado por los
Comités de Etica del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional
Auténoma de México (IIB UNAM) y del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael

Cosio Villegas (INER).
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5.2. Diseiio del estudio de casos y controles
De acuerdo con las frecuencias de cada polimorfismo determinadas en trabajos realizados en
poblacién mexicana, se calcul6 con la siguiente férmula el nimero minimo de muestras requerido

para un estudio de casos y controles (Campbell, 1995; Saik, 2010).

2

(2(3) V2PTT =) +2_s/Pr(1 = 1) + P2(1 — b2
|

n=
P1— P2

Figura 3.- En la que Za/2 es igual a 1.96, para lograr un nivel de confianza del 95%, z1-13= 0.80 para un poder estadistico del 80%,
pz es la frecuencia de exposicidn de los controles, p1 es un estimado de la frecuencia de exposicién de los casos (derivados de los

reportes previos de Mendoza, 2010 y Ramirez, 2012), y p= (p1+pz)/2.

De acuerdo con las frecuencias alélicas determinadas en trabajos previos se estima que el
numero de muestra necesario para un estudio de casos y controles para IL-6 -174 G/C es de 140
casos y controles, 322 casos y controles para IL-6 -572 G/C y 198 casos y controles para IL-6 -597
G/A (Tabla 3).

Tabla 3.- Frecuencias alélicas de los polimorfismos -174 G/C, -572 G/Cy -597 G/A de IL-6 en trabajos realizados con poblacién

mexicana. Estimado de muestras necesarias para el estudio de casos y controles.

1 Polimorfismo ‘ Individuos (p) (@) Valor p ‘ Autor (n) estimada
! IL-6 -174 G/C ‘ 100 0.898 0.102 0.001 ‘ Mendoza, 2010 140
! IL-6 -572 G/C ‘ 40 0.700 0.299 0.263 ‘ Ramirez, 2012 322
\ IL-6 -597 G/A \ 745 0.848 0.151 0.580 \ Ramirez, 2012 198

5.3. Criterios de inclusion y de exclusion

Las muestras empleadas corresponden a sujetos mexicanos (nacidos en México, con padres y
abuelos mexicanos), no relacionados entre si. Los participantes brindaron informacién a través
de un cuestionario, en el que se incluyeron variables epidemiolégicas (lugar de nacimiento, edad,
sexo, tabaquismo, exposicion a contaminantes ambientales, etc.), y firmaron una carta de

consentimiento informado.
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Tabla 4.- Criterios considerados en la colecta de las muestras para el estudio de casos y controles.

Muestra Inclusién Exclusién
Casos -Individuos mexicanos -Individuos extranjeros
(padres y abuelos mexicanos) -Informacién incompleta
-Con diagnéstico de EPOC (Bronquitis -Diagnéstico de asma
crénica o enfisema pulmonar) -Relacionados

-No relacionados

Controles -Individuos mexicanos -Individuos extranjeros
(padres y abuelos mexicanos) -Informacién incompleta
--Sin diagndstico de EPOC hasta el -Relacionados

momento de la toma de muestra.
-No relacionados

5.4. Colecta y procesamiento de muestras

Durante el periodo de colecta de muestras sanguineas de casos de EPOC se obtuvieron 300
muestras, de las cuales 165 fueron excluidas del estudio debido a que no cumplian con los
criterios de inclusiéon. Las 135 muestras restantes fueron genotipificadas para los tres
polimorfismos. Finalmente de este grupo de muestras fue posible parear sélo 75 por sexo y edad
debido a que no existia esta informacién para las 135 muestras. El conjunto de muestras que
conformaron al grupo control (75) igualmente fue genotipificado para las tres variantes

polimérficas. (Tabla 5).

Tabla 5.- Total de muestras incluidas en el estudio.

Muestras (n) Eliminadas ‘ Genotipificadas Pareadas ‘
Casos 300 165 ‘ 135 75 ‘
Controles 75 0 | 75 75 |

Las muestras colectadas consistieron en 5 mL de sangre periférica obtenida mediante puncién
venosa. Se realizo la extraccion de DNA gendmico por el método de gradiente de sacarosa (Daly,
2006). Se comprobo la integridad del DNA a través de geles de agarosa al 1% y la pureza de las
muestras se evalu6 con la determinacion de relacion de absorbancia 260/280 nm en

espectrofotometro (NanoDrop).

5.5. Genotipificacion
Para cada uno de los polimorfismos, se utilizé la técnica de PCR (reacciéon en cadena de la

polimerasa por sus siglas en inglés) acoplada a RFLP’s (polimorfismos de longitud de fragmentos
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de restriccion por sus siglas en inglés). La amplificacion fue realizada en un termociclador

Multigene OPTIMAX LabNet Inc. (condiciones en Tabla 6). Una vez amplificados los fragmentos

fueron digeridos con enzimas de restriccion de acuerdo a las instrucciones especificadas por el

fabricante (Thermo Scientific). Con la finalidad de reconocer los sitios de corte, los fragmentos

fueron separados por electroforesis en geles de agarosa al 4% y posteriormente visualizados en

un transiluminador (Bio-Rad, CA).

Tabla 6.- Oligonucleétidos, tamafio de amplicén, enzimas de restriccion y condiciones empleadas en la genotipificacion de los polimorfismos.

Polimorfismo Oligonucle6tidos PCR Numero de Tamafio Enzima de | Condiciones Tamafio de
5'-3' (Tempdzratura ciclos amplicon (pb) = restriccidon digestiéon fragmentos
alineamiento) dlgerldos (pb)
F: [¢] -
IL-6 -174 G/C | | o CCTCTACTCTTTGT 59¢C 36 198 Lwel 0.3 ul WT-140
R: 16h H-140/198
CTGATTGGAAACCTTATTAAG M-198
-6- F: o _
IL-6-572 G/C | . cCCCTTOAAGTAACTGC 66°C 33 163 SfaNI 0.3 ul WT-102/61
R: 16h H-163/102
GGTCTGACTCCATCGCAG M-163
-6- F: Y _
IL-6-597 G/A . CCCTTOAAGTAACTGE 662C 33 163 Fokl 0.4 /{I WT-525
R: 30 min H-525/468
GGTCTGACTCCATCGCAG M-468

PCR= Reaccidén en cadena de la polimerasa. pb= pares de bases. u/= microlitros. WT=homocigo wild type, H=Heterdcigo, M=homécigo mutante.

5.6. Analisis estadistico

El equilibrio de Hardy Weinberg y el equilibrio de ligamiento se determinaron en la muestra de

casos y controles usando el programa SNPStats (http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats). El

analisis de asociacion con el riesgo epidemiologico de padecer EPOC fue determinado utilizando

una prueba de X2, con un intervalo de confianza (IC) del 95% en el programa GraphPad Prism 5.

Las diferencias estadisticas se consideraron significativas con un valor de p<0.05.
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6. Resultados

Los genotipos que se incluyeron en este estudio estuvieron bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg.

En la tabla 7 se muestra la determinaciéon del desequilibrio de ligamiento entre los tres

polimorfismos. En las muestras del grupo de casos se encontrd que los sitios polimorficos -174 y

-572, asi como los sitios -572 y -597 estan en desequilibrio de ligamiento.

Tabla 7.- Determinacion del equilibrio de ligamiento entre los polimorfismos -174 G/C,-572 G/Cy -597 T/A de IL-6.

D'= desequiibrio de ligamiento.

Casos Controles
Polimorfismos ‘ D' ‘ p valor Polimorfismos D' p valor
-174 GC /572 GC | 0.998 | 0.004* -174 GC / -572 GC 0.535 0.02
174GC/ 597 TA 0.537 | 0.000 174 GC / -597 TA 0.201 0.013
-572 GC / -597 TA \ 0.790 \ 0.005* -572 GC / -597 TA 0.427 0.005

Los individuos con diagnostico de EPOC incluidos en este estudio tuvieron edades de entre 37 y

94 afios, con una media de edad de 69.35 afios. La descripcion de los factores de riesgo para el

desarrollo de la EPOC para el total de casos se muestra en la tabla 8.

Tabla 8.- Caracteristicas de la poblacién total de casos (individuos diagnosticados con EPOC) n=135.

Caracteristica n(%)
Sexo
Masculino 59 (43.7)
Femenino 35(25.92)
ND 41 (26.79)
Tabaquismo
Si 78 (57.7)
No 16 (11.85)
ND 41 (30.37)
Edad (media)
Edad (total) 69.35
Masculino 68.85
Femenino 69.44

ND= Dato no disponible

24



Cuando se parearon las muestras por sexo y edad, se evaluaron los factores de riesgo para
desarrollar la EPOC comparando casos y controles. Se pudo observar que existe un mayor

numero de individuos fumadores en el grupo de casos al comparar con los controles (Tabla 9).

Tabla 9. - Caracteristicas de la poblacién de estudio, casos (pacientes con EPOC) y grupo control, pareados por sexo y edad (n=75).

Casos pareados Controles p valor
Sexo
n(%) n(%)

Masculino 35(53.3) 35(53.3) 1.00
Femenino 40 (46.6) 40 (46.6) 1.00
Edad

Media Media
Total 68.73 68.44 0.89
Masculino 69.35 67.91 0.78
Femenino 68.02 69.21 0.87
Tabaquismo
n(%) n(%)
Si 61 (81.33) 36 (48)
No 7 (9.33) 38 (50.66) 0.001*
ND 7 (9.33) 1(1.33)
Exposicion a humo de lefia
n(%) n(%)
Si 22 (29.3) 19 (25.3)
No 46 (61.3) 43 (57.3) 0.83
ND 7 (9.3) 13 (17.3)

Chi cuadrada. ND=dato no disponible. *Valor estadisticamente significativo.
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Se realizaron tablas de contingencia con el fin de observar la relaciéon entre los factores

exposicion a humo de lefia y tabaquismo con el sexo de los individuos incluidos en el estudio. Se

observaron diferencias significativas en el grupo del sexo masculino ya que hay una mayor

cantidad de fumadores comparada con los no fumadores (Tabla 10).

Tabla 10.- Asociacion entre factores de riesgo (exposicién a humo de lefia y tabaquismo) y el sexo.

Exposicion a humo de lefia y sexo

Chi cuadrada. ND= Dato no disponible. *Valor estadisticamente significativo.

Masculino Femenino
Expuesto | No expuesto ND Expuesto | No expuesto ND
(%) (%) (%) p valor (%) (%) (%) p valor
Casos 6(4) 26 (17.3) 7 (4.6) 16 (10.6) 20 (13.3) 4 (2.6)
Controles 8(5.3) 22 (14.6) 6 (4) 0.74 11 (7.3) 21 (14) 3(2) 0.68
Total 14 (9.3) 48 (32) 13 (8.6) 27 (18) 41 (27.3) 7 (4.6)
Tabaquismo y sexo
Masculino Femenino
Fumador No fumador ND Fumador No fumador ND
(%) (%) (%) p valor (%) (%) (%) p valor
Casos 31 (20.6) 1 (0.66) 4(2.6) 30 (20) 6 (4) 2(1.3)
Controles 21 (14) 13 (8.6) 2(1.3) 0.0016* 15 (10) 25 (16.6) 0 0.0001*
Total 52 (34) 14 (9.3) 6 (4) 45 (30) 31 (20.6) 2(1.3)

Se determinaron las frecuencias genotipicas y alélicas del total de caso de pacientes con EPOC. Se

observa una prevalencia del genotipo homocigo silvestre o wild type (WT) y del alelo G (p) en los

tres polimorfismos (Tabla 11).

Tabla 11.- Frecuencias de los polimorfismos -174 G/C, -572 G/Cy -597 T/A de IL-6 de la muestra total de pacientes con EPOC.

Frecuencias genotipicas

Frecuencias alélicas

Polimorfismo Alelo (n)
mutante Casos
Homdcigo Heterécigo Homocigo
silvestre mutante

o wild type Alelo p Alelo q
-174G/C C 135 0.674 0.311 0.014 0.829 0.107
-572 G/C C 135 0.585 0.311 0.103 0.892 0.312
-597 T/A A 135 0.666 0.303 0.029 0.818 0.18

Alelo p=silvestre, alelo g=mutante.
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Al determinar las frecuencias genotipicas y alélicas de las muestras pareadas por sexo y edad, se
encontro que la frecuencia del genotipo heterécigo de la variante -572 G/C es mayor en el grupo
de controles comparado con el de casos. De igual manera, la frecuencia del genotipo -597 A/A fue
mayor en el grupo de individuos control al compararla con la frecuencia de los individuos
diagnosticados con la EPOC. En cuanto a las frecuencias alélicas se observa una mayor frecuencia
del alelo G (p) en los tres polimorfismos (Tabla 12).

Tabla 12.- Frecuencias (alélicas y genotipicas) de los polimorfismos -174 G/C, -572 G/Cy -597 T/A de IL-6 en las muestras
pareadas por sexo y edad (casos y controles).

Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
Alelo
mutante | Homdcigo silvestre o Heterdcigo Homécigo mutante
wild type
Casos  Controles| Casos Controles Casos | Controle Alelo p Alelo q
s
Casos | Controles | Casos | Controles
-174 C 0.76 0.70 0.24 0.29 - - 0.88 0.85 0.12 0.14
-572 C 0.58 0.37 0.24 0.50 0.17 0.12 0.7 0.62 0.29 0.37
-597 A 0.66 0.49 0.32 0.37 0.01 0.13 0.82 0.68 0.17 0.32

Alelo p=silvestre, alelo qg=mutante.
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Al determinar la asociaciéon de los polimorfismos con el riesgo de padecer la EPOC, se pudo
observar que tanto el genotipo heterdcigo, como el genotipo mutante de la variante -572 G/C se
asocian con un menor riesgo de padecer la EPOC, sin embargo soélo el heterdcigo es
estadisticamente significativo. En un caso similar, el genotipo homécigo mutante de la variante -

597 result6 con una asociacion de no riesgo estadisticamente significativa. (Tabla 13).

Tabla 13.- Asociacién de los polimorfismos -174 G/C, -572 G/Cy -597 T/A de IL-6 con el riesgo de padecer EPOC en una muestra
de la poblacién mexicana.

Polimorfismo Casos Controles OR IC95% Valor de p
n (%) n (%)
-174 GG 57 (75) 53 (69.73) GC/GG=0.76 0.36-1.57 0.46
GC 18 (23.68) 22 (28.94)
CC/GG=0.92 0.05-15.25 0.95
cC 0 0
-572 GG 44 (58.66) 28(37.33) GC/GG=0.30 0.11-0.62 0.001*
GC 18 (24) 38 (50.66)
CC/GG=0.91 0.34-2.43 0.86
CC 13 (17.33) 9(12)
-597 TT 50 (66.66) 37 (49.33)
TA/TT= 0.63 0.31-1.26 0.19
TA 24 (32) 28(0.32)
AA 1(1) 10 (13)
AA/TT=0.07 0.009-0.60 0.002*

OR=odds ratio (Razén de momios). IC= Intervalo de confianza. *Valor estadisticamente significativo.
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Se estratificaron las muestras (casos y controles) por indice tabaquico, exposicion a humo de
lefia, sexo y edad. Se analiz6 la asociacion de los polimorfismos y el riesgo de padecer la EPOC por
medio de la prueba Xi?, esto en el supuesto de un modelo bioldgico codominante. Debido a las
asociaciones obtenidas se realiz6é también el analisis bajo un modelo dominante, con el fin de

observar si las asociaciones obtenidas coincidian en ambos modelos.

En la estratificacion por habito tabaquico pudo observarse que los individuos fumadores con
genotipo -572 heterdcigo (GC) tuvieron un menor riesgo de padecer la EPOC en un modelo
codominante. Esta asociacién fue encontrada de igual forma al analizar la informacién en un
modelo dominante. En el caso del polimorfismo -597 T/A se encontré que los individuos con
genotipo homécigo mutante tienen un menor riesgo comparado con los individuos no fumadores

esto en un modelo codominante (Tabla 14).
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Tabla 14.- Asociacion de los polimorfismos con el riesgo de padecer EPOC de acuerdo con el indice tabaquico.

Fumadores No fumadores
Genotipo Casos Controles OR IC95% p valor Casos Controles OR IC95% p valor
IL6 -174
MODELO CODOMINANTE

MODELO DOMINANTE

IL6 -572
MODELO CODOMINANTE

MODELO DOMINANTE

IL-6-597
MODELO CODOMINANTE

MODELO DOMINANTE
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Al dividir las muestras de acuerdo a la exposiciéon a humo de lefia y analizar los datos en un modelo codominante, se encontré que el
grupo de individuos no expuestos con genotipo heterdcigo para -572 tuvo un menor riesgo de padecer la EPOC. Al analizar los datos
en un modelo dominante la asociacion se mantiene de no riesgo para los genotipos heterdcigo + homoécigo mutante. En el caso del
polimorfismo -597, en un modelo codominante pudo observarse que el grupo de individuos no expuestos tiene un menor riesgo de
padecer la EPOC si su genotipo es homdcigo mutante. En el grupo de individuos expuestos se encontré que el genotipo -597 TA
también tiene una asociacion negativa con el riesgo de padecer la EPOC en un modelo codominante la cual se confirma al analizar en

un modelo dominante (Tabla 15).
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Tabla 15.- Asociacion de los polimorfismos con el riesgo de padecer EPOC de acuerdo con la exposicion a humo de lefia.

Expuestos No expuestos
Genotipo Casos Controles OR IC95% p valor Casos Controles OR IC95% p valor
IL6 -174
MODELO CODOMINANTE

MODELO DOMINANTE

IL6 -572
MODELO CODOMINANTE

MODELO DOMINANTE

IL-6-597
MODELO CODOMINANTE

MODELO DOMINANTE
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En la estratificacidon de acuerdo a sexo y analisis mediante un modelo codominante, se observo que los hombres con genotipo
heterdcigo para -572 tienen un riesgo menor de padecer la enfermedad. Este hecho también se observa en el modelo dominante. En
el polimorfismo -572 genotipo homécigo mutante también se encontr6 una asociacion negativa con el riesgo de padecer la EPOC en

el grupo de hombres (modelo codominante) (Tabla 16).
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Tabla 16.- Asociacion de los polimorfismos con el riesgo de padecer EPOC de acuerdo con el sexo.

Masculino Femenino
Genotipo Casos Controles OR IC95% p valor Casos Controles OR IC95% p valor
IL6 -174
MODELO CODOMINANTE

MODELO DOMINANTE

IL6 -572
MODELO CODOMINANTE

MODELO DOMINANTE

IL-6-597
MODELO CODOMINANTE

MODELO DOMINANTE
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Finalmente se realiz6 una estratificacién de acuerdo a la edad reportada en otros estudios, dividiendo a los individuos en cuatro
cohortes. Al realizar el analisis se pudo observar que los individuos 65 a 74 afios con genotipo heterdcigo para -572 tiene un menor
riesgo de padecer la enfermedad en un modelo codominante. En este mismo grupo de edad se encontré que los individuos con
genotipo homocigo mutante del polimorfismo -597 T/A tiene un menor riesgo de padecer la EPOC en el modelo codominante. Esta
asociacion negativa también se encontro al analizar los datos en un modelo dominante.

Por otra parte, en el grupo de individuos mayores de 75 afios con genotipo heterécigo del polimorfismo -174 G/C se observé una
asociaciéon negativa con el riesgo de padecer la enfermedad en un modelo codominante. Esta asociacion de menor riesgo se observa

de igual forma al analizar esta variante en un modelo dominante (Tabla 17).
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Tabla 17.- Asociacion de los polimorfismos genéticos con el riesgo de padecer EPOC de acuerdo con la edad.

IL6 -174 G/C IL6 -572 G/C IL6 -597 T/A
Genotipo | Casos | Controle OR IC95% | pvalor | Casos | Controles OR IC95% p valor Casos = Controles OR IC95% p valor
s
37-54
MODELO CODOMINANTE

MODELO DOMINANTE

55-64
MODELO CODOMINANTE

MODELO DOMINANTE

65-74
MODELO CODOMINANTE

MODELO DOMINANTE
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75-adelante
MODELO CODOMINANTE

MODELO DOMINANTE
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Se agruparon las asociaciones estadisticamente significativas encontradas al analizar en el modelo codominante. Se observa una

mayor cantidad de asociaciones en los polimorfismos -572 G/Cy -597 T/A (Tabla 18).

Tabla 18.- Asociaciones significativas en el estudio. Modelo codominante.

MODELO -174G/C -572G/C -597 T/A
CODOMINANTE
Variable Genotipo OR p valor Genotipo OR p valor Genotipo OR p valor

Fumadores

No fumadores

Expuestos

Masculino

Femenino

37-54 afios
55-64 afios
65-74 afios
75 en adelante ‘

|
|
|
No expuestos ‘
|
|
|
|
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Se agruparon las asociaciones estadisticamente significativas encontradas al analizar en el modelo dominante. Se observa una mayor

cantidad de asociaciones en los polimorfismos -572 G/C (Tabla 19).

Tabla 19.- Asociaciones significativas en el estudio. Modelo dominante.

MODELO -174G/C -572G/C -597 T/A
DOMINANTE
Variable Genotipo OR p valor Genotipo OR p valor Genotipo ‘ OR p valor

Fumadores
No fumadores

Expuestos

No expuestos ‘

Masculino ‘

Femenino
37-54 anos

55-64 afios ‘

65-74 afios
75 en adelante
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7. Discusion
Basados en las frecuencias obtenidas en trabajos anteriores, se determind6 el tamafio de muestra

necesario para un estudio de casos y controles en poblacion mexicana (Tabla 3). Debido a la
dificultad para la obtencién de las muestras no fue posible alcanzar el tamafio de muestra
estimado, sin embargo el trabajo fue realizado por la importante participacion de las citocinas en
el proceso inflamatorio que se presenta en la EPOC.

Al determinar el desequilibrio de ligamiento entre los tres polimorfismos se encontré que las
variantes -174 G/Cy -572 G/C se encuentran en desequilibrio de ligamiento, lo mismo se observé
para -572 G/C y -597 T/A. Los trabajos que describen la asociacion alélica entre estos tres
polimorfismos mencionan que en poblacién britanica las variantes -174 G/C y -597 T/A se
encuentran en desequilibrio de ligamiento, lo cual contrasta con los resultados obtenidos en este
estudio (Brull, 2002; Rivera, 2003; Fife, 2005). Esta desviacion del equilibrio entre dos o mas
polimorfismos se debe principalmente a su cercania fisica, debido a que se pueden heredar
pequefios bloques de SNPs cercanos y tener un efecto distinto a cuando se heredan en forma
independiente. Varios autores sefialan que algunas combinaciones de estos SNPs (denominados
haplotipos) pueden modificar la regulaciéon transcripcional en modelos in vitro, alterando
procesos celulares como la respuesta inmune y la inflamacién (Terry, 2000).

En nuestras muestras de casos y controles se pudo observar que la media de edad es similar a la
descrita en trabajos anteriores en diferentes poblaciones (Cérdoba, 2008; de Torres, 2011).
Dentro de los factores de riesgo evaluados se encontré una diferencia significativa entre los
hombres fumadores y los hombres no fumadores (Tabla 10). Esta diferencia se observa en
diferentes estudios, donde se confirma la importancia del habito tabaquico como un factor que
puede contribuir al desarrollo de este padecimiento (de Torres, 2011; Syamlal, 2014). Al analizar
la relacidn entre los polimorfismos y este habito se observd que el grupo de individuos fumadores
con genotipos -572 heterdcigo o -597 homocigo mutante tienen un menor riesgo de padecer la
enfermedad en un modelo codominante (Tabla 14). Se evaluaron estos polimorfismos en un
modelo dominante y la asociacion negativa se mantiene sélo en la variante -572. Esto concuerda
con lo reportado en poblacion espafiola, donde también se observa que esta variante esta asociada
a un menor riesgo de padecer la enfermedad al comparar individuos fumadores sanos con

pacientes diagnosticados con EPOC (Coérdoba, 2008). En la busqueda de la relacién de estas
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variantes y la concentracion de IL-6 se ha encontrado que en muestras de individuos fumadores
con genotipo -572 heterdcigo y homocigo mutante existe una menor concentracion de IL-6 en
suero (Jerrard, 2004) (Kyung-Kyun, 2007). Este hecho puede significar que en los individuos con
estos genotipos existe una menor intensidad en la respuesta inflamatoria a los compuestos
contenidos en el humo de tabaco, lo cual puede estar relacionado con el menor riesgo de padecer
EPOC que se encontr6 en este trabajo. De esta forma se fortalece la idea de que la variacién
genética esta relacionada con la forma en que se da la inflamacién en individuos fumadores
(Kyung-Kyun, 2007). Sin embargo, se ha visto que el alelo C del polmorfismo -572G/C esta
relacionado con el incremento de la actividad del promotor del gen, en respuesta a IL-1B y TNF-a
teniendo como efecto principal el aumento de la concentraciéon de proteina C reactiva en células
HepG2 (Ferrari, 2003). Debido a las diferencias en los estudios realizados, es preciso efectuar
mayor investigaciéon sobre esta variante ya que su participacion en el desarrollo de enfermedades

como la EPOC puede ser variable dependiendo de la poblacién, o incluso del individuo de estudio.

En la muestra de casos y controles no se encontr6 diferencia en la proporciéon entre hombres y
mujeres. Cuando se evalué el riesgo de padecer la EPOC al separar de acuerdo al sexo,
encontramos que los hombres cuyos genotipos fueran heterécigo para -572 o mutante para -597
tienen un menor riesgo de desarrollar la EPOC comparados con los genotipos silvestres (WT por
sus siglas en inglés) (tabla 16). Si bien no fue posible definir una asociacién estadisticamente
significativa en el grupo de sexo femenino, en este trabajo se puede observar un comportamiento
similar al del grupo masculino, al mostrar una tendencia a tener un menor riesgo de padecer
EPOC. Historicamente se ha considerado a la EPOC como una enfermedad cuya prevalencia es
mayor en hombres, sin embargo en las ultimas décadas se ha sugerido que las mujeres también
son susceptibles al desarrollo de la enfermedad (Diaz-Guzman, 2013). Algunos autores sefalan la
participacion de los factores genéticos como una posible explicacién a la susceptibilidad del sexo
femenino para el desarrollo de la enfermedad ya que pueden modular la actividad de
componentes celulares que tienen efecto sobre la funcién pulmonar. Tal es el caso del estradiol el
cual se ha visto que regula la actividad de las enzimas del citrocromo P450 y hace que los
pulmones de ratones hembra sean mas susceptibles al dafio oxidante en respuesta al humo de

tabaco (Van Winkle, 2002; Aryal, 2013).
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A pesar de que el humo de tabaco sigue considerandose como el factor de riesgo principal para el
desarrollo de esta enfermedad, varios autores resaltan la importancia de la exposiciéon a humo de
lefia como una posible explicacion a los casos de EPOC en no fumadores. Diversos son los estudios
epidemioldgicos que documentan la relacion entre el humo de lefia y este padecimiento
especialmente en paises en desarrollo, sin embargo no hay mucha informacién acerca de los
mecanismos a nivel celular y molecular que esta exposicién provoca en el tejido pulmonar ni del
vinculo entre variaciones genéticas y la enfermedad. En el presente trabajo se observé que el
27.3% de la muestra total de casos y controles esta expuesta al humo de lefia, siendo el 18%
mujeres. Este resultado es similar a lo encontrado en la literatura, destacando el hecho de que las
mujeres son el grupo con mayor exposicion a humo de lefia y por ende son susceptibles a
afectaciones pulmonares (Dennis, 1996; Orozco, 2006).

Cuando se analiz6 la relacién entre la exposicién a humo de lefia y los polimorfismos de IL-6
observamos que hay un riesgo menor en el grupo de individuos no expuestos a humo de lefia con
genotipos -572 heterocigo o -597 homoécigo mutante (tabla 15). Destaca la importancia de la
exposicién a los agentes contenidos en el humo de lefia y sus posibles efectos en el organismo los
cuales van desde la inflamacién pulmonar y sistémica (con un aumento de IL-6 en individuos
expuestos), hasta niveles considerables de estrés oxidante y dafio al DNA (Silva, 2015). En un
estudio transversal realizado en poblaciéon guatemalteca se observd una mayor expresion de
genes asociados a la inflamacién (MMP-9, IL-8 y TNF-a) en mujeres expuestas a humo de lefia, este
efecto se atribuye a la activacion de células epiteliales y macréfagos como un mecanismo de
reparacion al dafio ocasionado por los agentes presentes en el humo (Guarnieri, 2014). Por lo que
la investigacion de variantes en genes de componentes de la inflamacién y su relacion con la
exposicion a humo de lefia es relevante, ya que podria existir diferencia en la forma en que se
activan dichas células y quiza determinen la prognosis y/o el fenotipo de la EPOC en no fumadores
expuestos por esta via.

Por otro lado, se pudo observar que los individuos incluidos en este trabajo tuvieron edades entre
37 y 94 afios. Al separarlos en cuatro grupos de acuerdo a su edad se encontré que el grupo de 65-
74 afios con genotipo heterdcigo para -572 u homécigo mutante para -597 tuvieron una asociaciéon
negativa estadisticamente significativa con el riesgo de padecer EPOC. De igual forma este efecto
se observo en el grupo de 75 afios en adelante con genotipo heterécigo del polimorfismo -174 G/C.

La relacion que existe entre estas variantes y la edad ha sido mayormente estudiada en el
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polimorfismo -174 G/C donde el genotipo homocigo silvestre (GG) presenta los mayores niveles
de IL-6 en suero de hombres de 80 a 99 afos. Se establece a esta variante como un factor genético
asociado a la longevidad ya que una mayor cantidad de IL-6 puede ser sefial de una inflamacién
exacerbada y que a menudo esta involucrada en el desarrollo de diversas enfermedades a dicha
edad (Bonafe, 2001). Esto puede justificar el riesgo menor observado en nuestro grupo de
personas mayores de 75 afnos con genotipo heterdcigo de -174 G/C, sugiriendo que el alelo C
provoca una variaciéon en la respuesta inflamatoria que podria estar involucrado con la
disminucién de los niveles de IL-6 que se describen en la literatura, lo que puede disminuir la
susceptibilidad a enfermedades como la EPOC (Sharma, 2009; Chen 2012). En contraste los
andlisis de las frecuencias de los polimorfismos de -572 G/Cy -597 T/A en la edad adulta han sido
poco estudiados por lo que este trabajo contribuye con la descripciéon del papel de estos
polimorfismos en la etiologia de la EPOC en nuestra poblacidn.

Debido al tamafo de muestra utilizado en este trabajo, los resultados aqui presentados deben ser
confirmados con un tamafio de muestra mayor con el fin de tener mas evidencias de la

participacion de estos polimorfismos en el desarrollo de la EPOC en poblacién mexicana.
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8. Conclusion

En una muestra de individuos mexicanos fumadores con los genotipos -572 GC 6 -597 AA
del gen IL-6 se observo un menor riesgo de padecer la Enfermedad Pulmonar Obstructiva
Cronica.

En una muestra de individuos mexicanos no expuestos a humo de lefia con genotipo -572
GC 6 -597 AA tuvieron un menor riesgo de padecer esta enfermedad.

En la misma muestra se pudo observar que individuos con edad entre los 65 y 74 afios con
genotipo -572 GC 6 -597 AA tienen un menor riesgo de padecer la EPOC.

De igual forma, en el grupo de individuos mayores de 75 afios con genotipo -174 GC se
encontr6 un menor riesgo de padecer esta enfermedad.

Los polimorfismos -174 y -572 se encontraron en desequilibrio de ligamiento en una
muestra de pacientes con EPOC.

Los polimorfismos -572 y -597 se encontraron en desequilibrio de ligamiento en una

muestra de pacientes con EPOC.
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