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1.0 Resumen 

La enfermedad pulmonar obstructiva crónica es una enfermedad inflamatoria en respuesta a 

partículas o gases nocivos, se han reportado asociaciones de polimorfismos genéticos en 

TNF, IL6 e IL8, en asiáticos y caucásicos, no así en poblaciones mestizas. Métodos: Estudio 

de casos-controles, en 2 etapas; en la primera se incluyeron pacientes con EPOC (EPT, 

n=165) y fumadores sin la enfermedad (FSE, n=165), se determinó la secuencia del promotor 

de TNF, IL6 e IL8 empleando secuenciación directa; en la segunda etapa los polimorfismos 

identificados se validaron por PCR en tiempo real (EPT=260 y FSE=506); adicionalmente 

se determinó la expresión de mRNA por qPCR en células pulmonares y de sangre periférica. 

Resultados: En la primera etapa se determinaron 11 diferentes conjuntos de alineación 

“contigs” en TNF, de los cuales el contig 10 se encontró asociado a susceptibilidad (p=5.0E-

04, OR=3.64, IC95%=2.03-6.71) y el 1 con mayor grado GOLD (p=1.0E-02, OR=3.82, 

IC95%=1.30-10.33). En IL6 se encontraron 8 contigs diferentes, de los cuales el 3 se 

encuentra asociado tanto con susceptibilidad (p=1.9E-02, OR=2.39 IC95%=1.14-5.23) como 

con gravedad clínica (p=1.7E-05, OR=3.82, 95% CI=1.99-7.43). Los SNP contenidos en 

estas regiones se identificaron individualmente, para TNF el genotipo GA de los rs1800629 

(p=3.8E-02, OR=2.07 IC95%=1.04-4.25), rs56036015 (p=8.2E-03, OR=3.18 IC95%=1.32-

8.46) y rs361525 (p=1.0E-02, OR=4.220 IC95%=1.71-11.84) se mostraron incrementados 

en el grupo EPT vs FSE; al realizar la validación en la segunda etapa, el hallazgo se mantuvo 

con los rs1800629 (6.00E-03, OR=2.26, IC95%=1.23-4.15) y rs56036015 (p=1.10E-03, 

OR=2.54, IC95%=1.40-4.61). Para IL6, el genotipo GC del rs140838807 (p=2.0E-02, 

OR=1.85, IC 95%=1.09-3.16) y GA del rs1800797 (p=2.7E-02, OR=0.60, IC 95%=0.38-

0.95) mostraron asociación, sin embargo, en la validación no se conservó dicha asociación. 

La expresión de TNF-α fue mayor en el grupo de pacientes en relación a los fumadores sin 



Reséndiz-Hernández JM 

Secuenciación de regiones promotoras de TNF, IL6, e IL8, su correlación con los niveles de expresión y gravedad clínica de Enfermedad Pulmonar 

Obstructiva Crónica (EPOC) secundaria a tabaquismo. 

2 

la enfermedad. Conclusión: Existen variantes genéticas en el promotor de TNF que se asocian 

con riesgo incrementado a EPOC secundaria a tabaquismo, así como con mayor grado GOLD 

en población mestiza-mexicana. 

Palabras claves: EPOC; TNF; IL6, IL8, SNP; GOLD; población mestiza-mexicana. 
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2.0 Abstract 

Chronic obstructive pulmonary disease is an inflammatory disease in response to noxious 

particles or gases, there are reported of association of genetic polymorphisms TNF, IL6 

and IL8 in Asians and Caucasians, but not in mixed populations. Methods: A case-control 

study in 2 stages was conducted; in the first COPD patients (EPT, n=165) and smokers 

without the disease (FSE, n=165) were included, the promoter sequence of 3 genes were 

determined using direct sequencing; in the second stage the identified polymorphisms 

were validated by real-time PCR (EPT=260 and FSE=506); additionally, mRNA 

expression was determined by qPCR in lung and peripheral blood cells. In the first step 

was determined 11 different TNF contigs, of which contig 10 found associated with 

susceptibility (p=5.0E-04, OR=3.64, 95% CI=2.03-6.71) and contig 10 with more grade 

GOLD (p=1.0E-02, OR=3.82, 95% CI=1.30-10.33). 8 contigs were found in IL6, of 

which contig 3 is associated both with susceptibility (p=1.9E-02, OR=2.39 95% CI=1.14-

5.23) and with clinical severity (p=1.7E-05, OR=3.82, 95% CI=1.99-7.43). The SNP 

contained in these regions GA genotype of rs1800629 (p=3.8E-02, OR=2.07 95% 

CI=1.04-4.25), rs56036015 were individually identified, for TNF (p=8.2E-03, OR=3.18, 

95 % CI=1.32-8.46) and rs361525 (p=1.0E-02, OR=4.220 95% CI=1.71-11.84) were 

increased in the COPD group vs SWD; to perform validation in the second stage, the 

finding remained at rs1800629 (p=6.00E-03, OR=2.26, 95% CI=1.23-4.15) and 

rs56036015 (p=1.10E-03, OR=2.54, 95% CI=1.40-4.61). For IL6, the rs140838807 GC 

genotype (p=2.0E-02, OR=1.85, 95% CI=1.09-3.16) and GA of rs1800797 (p=2.7E-02, 

OR=0.60, 95% CI=0.38- 0.95) showed association, however, in validating the 

association cannot keep. The TNF-α expression was increased in the patient group 
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compared to smokers without the disease. Conclusion: There are genetic variants in the 

TNF promoter associated with increased risk for COPD secondary to smoking as well as 

greater GOLD in Mestizo-Mexican population. 

Key Words: COPD; TNF; IL6, IL8, SNP; GOLD; Mexican-mestizo population. 
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3.0 Introducción 

3.1 Definición de EPOC 

La enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) se define por la Iniciativa Global para 

la EPOC (GOLD, por sus siglas en inglés), en su actualización de enero de 2014, como una 

enfermedad común, prevenible y tratable, caracterizada por limitación persistente al flujo de 

aire, que usualmente es progresiva y asociada con una reacción inflamatoria crónica 

aumentada, en respuesta a partículas o gases nocivos en el pulmón. Las exacerbaciones y co-

morbilidades contribuyen a la gravedad clínica (1). La gravedad en la limitación al flujo aéreo 

es determinada por puntos de corte de medidas espirométricas como, Volumen Espiratorio 

Forzado en el primer segundo (FEV1), Capacidad Vital Forzada (FVC) y su cociente 

FEV1/FVC y se clasifica en 4 grados (tabla 1). 

Tabla 1 Clasificación espirométrica de la gravedad de EPOC 
Grado FEV 1 

I    Leve ≥80% 
II   Moderada <80% 
III  Grave <50% 
IV  Muy grave <30% 

En todos los grados la relación FEV1/FVC debe ser <0.70. Valores de función pulmonar 
post-broncodilatador 

3.2 Epidemiología 

Fumar cigarro es el principal factor de riesgo ambiental para desarrollar EPOC, de acuerdo 

con una encuesta realizada en la Ciudad de México, la prevalencia de fumadores en 

individuos mayores de 12 años es 43% hombres y de 21% mujeres; la prevalencia de 

exfumadores es de 30% hombres y de 21% mujeres (2), interesantemente se ha reportado que 

entre el 10-20% del total de los fumadores desarrolla EPOC, lo cual sugiere que existen otros 

factores que influyen en el desarrollo de la misma (3), algunos estudios calculan que fumar 
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contribuye con el 15% en el deterioro de la función pulmonar, mientras que factores genéticos 

lo hacen hasta en un 55% (4, 5). Además del tabaquismo, se ha reportado la exposición 

crónica al humo procedente de la quema de biomasa (particularmente humo de leña) como 

otro factor ambiental de riesgo a EPOC, observado principalmente en algunos países 

emergentes, particularmente asiáticos y latinoamericanos (6, 7). 

La prevalencia real de la EPOC es incierta, dado que los reportes varían entre los diferentes 

países y no en todos es posible tomar en cuenta criterios diagnósticos como espirometría u 

otros datos clínicos; en Europa han sugerido que entre 4-6% de la población adulta padece 

EPOC, así mismo es una de las principales causas de discapacidad crónica y se prevé que 

para el año 2020 será la quinta en el mundo. La prevalencia mundial de la EPOC oscila entre 

el 5-10%, además ha aumentado en las últimas décadas y es más frecuente en hombres que 

en mujeres, para el caso de la exposición al humo de cigarro (6). El proyecto PLATINO 

(Proyecto Latinoamericano de Investigación en Obstrucción Pulmonar), llevado a cabo por 

la ALAT (Asociación Latinoamericana de Tórax), permitió conocer la prevalencia de la 

EPOC en cinco países de Latinoamérica, encontrando que los porcentajes de un país a otro 

varían desde un 7.8% en la Ciudad de México a un 17% en Montevideo (8). 

3.3 Patogénesis 

La etiología de la obstrucción de la vía aérea y la destrucción enfisematosa que causa la 

limitación al flujo de aire es el daño persistente al tejido pulmonar producido por la inhalación 

crónica de partículas tóxicas y gases (1). En individuos sanos la elasticidad del tejido 

pulmonar, normalmente mantiene abiertas las vías aéreas durante la espiración; en la EPOC, 

existe una elasticidad reducida, seguido de un estrechamiento debido a la inflamación, lo cual 

causa un incremento en la resistencia de la vía aérea y desplazamiento de componentes 
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principales de los bronquios grandes a la vía aérea (9). La EPOC puede cursar con 

bronquitis/bronquiolitis, obstrucción de vías aéreas pequeñas, enfisema con alargamiento de 

los espacios aéreos, destrucción del parénquima pulmonar, pérdida de elasticidad pulmonar 

y cierre de las vías aéreas pequeñas. La bronquitis/bronquiolitis crónica es definida por 

producir tos con duración mayor de tres meses, por más de dos años sucesivos, esto es reflejo 

de la hipersecreción de moco y no necesariamente se asocia con la limitación del flujo de aíre 

(10). 

3.3.1 Obstrucción de las vías aéreas de pequeño calibre 

La obstrucción inicia con aumento en el grosor de las vías aéreas pequeñas, incremento de la 

formación de folículos linfoides y deposición de colágena en la pared exterior de las vías 

aéreas que puede restringir la apertura de estas vías (11). El lumen de las vías pequeñas es 

reducido por un engrosamiento de la mucosa que contiene exudado inflamatorio, el cual 

incrementa con la gravedad de la enfermedad. El mecanismo de formación del folículo 

linfoide es aún desconocido, pero puede ser en respuesta a la colonización bacteriana crónica 

y exacerbaciones agudas (12). 

3.3.2 Destrucción alveolar 

Los alvéolos están compuestos de una red virtual que incluye principalmente neumocitos tipo 

I y II, células endoteliales y fibroblastos, esta red estructural ofrece un mecanismo potencial 

para entender la disfunción de las células de la pared alveolar como resultado de la exposición 

al humo de cigarro. La destrucción alveolar ocurre debido a que los componentes de esta red, 

son dañados continuamente por agentes irritantes. El enfisema consiste en una respuesta al 

daño de las células alveolares en la cual los elementos estructurales desaparecen provocando 

disminución en el área de intercambio capilar (13), su patología se relaciona a cambios 
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inflamatorios en las vías aéreas y pérdida de las estructuras alveolares y vesículas pequeñas 

(14). Las septas alveolares son infiltradas por neutrófilos, grupos de macrófagos CD68+ y 

linfocitos (11). Fisiológicamente se caracteriza por limitación grave al flujo de aire; 

patológicamente, existe dilatación de los sacos aéreos distales a los bronquiolos secundarios, 

derivado de la destrucción de la pared alveolar (15), muy frecuentemente se desarrolla entre 

los 45-60 años de edad como un componente de la EPOC en fumadores (16), sin embargo la 

destrucción pulmonar enfisematosa se ha reportado en otras enfermedades no relacionadas 

al tabaquismo, como infección por VIH o neumonitis por hipersensibilidad (14). En general, 

en los eventos que acontecen en la EPOC, el principal fenómeno es la inflamación. 

3.4 Mecanismos moleculares 

Los mecanismos por los cuales el humo del cigarro activa el sistema inmune aún son 

inciertos, sin embargo, se ha aislado una glucoproteína del cigarro, de la que se conocen 

actividades inmunoestimuladoras (17); Este agente irritante así como moléculas orgánicas 

contenidas en el cigarro, activan células epiteliales y macrófagos, los cuales liberan múltiples 

citocinas y factores de crecimiento, como el factor de crecimiento transformante-β (TGF-β) 

y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), que estimulan la proliferación de 

fibroblastos, resultando en fibrosis de las vías aéreas pequeñas. Estas células también pueden 

secretar citocinas proinflamatorias como factor de necrosis tumoral-α (TNF-α), interleucina 

1-β (IL1-β) e interleucina-8 (IL-8) además de diversas quimiocinas que atraen a células 

circulantes a los pulmones. CCL2 actúa vía CCR2 para atraer a monocitos (los cuales se 

pueden diferenciar en macrófagos en el pulmón); CXCL1 y CXCL8 actúan vía CXCR2 para 

atraer a neutrófilos y monocitos; CXCL9, CXCL10 y CXCL11 actúan vía CXCR3 para atraer 

a células Th1 y Tc1, ambas liberan IFN-γ, quien a su vez estimula la liberación de más 
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quimiocinas de unión a CXCR3. La hipersecreción de moco es estimulada por EGF, TGF-β, 

CTGF y factor de crecimiento de tejido conectivo (18) figura 1. 

Figura 1 Mecanismos moleculares de daño en EPOC 

Imagen modificada de referencia 18 

3.5 Hipótesis de iniciación de la EPOC 

Existen dos hipótesis que tratan de explicar los mecanismos de iniciación del daño en EPOC: 

1) desequilibrio en el sistema proteasas/anti-proteasas y 2) desequilibrio en el sistema 

oxidantes/anti-oxidantes (19). 

3.5.1 Sistema de proteasas/antiproteasas 
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Esta hipótesis fue formulada hace casi 40 años en respuesta a dos observaciones principales: 

En primer lugar, la deficiencia genética de antitripsina (AAT) la cual es el principal 

inhibidor de la elastasa de neutrófilo en el tracto respiratorio bajo y que está asociada con el 

inicio temprano de enfisema panlobular severo (20); en segundo lugar, la instilación de 

papaína (una enzima con actividad de elastasa) en pulmón de rata, resulta en expansión 

progresiva del espacio aéreo (21). Estas dos observaciones llevaron a la hipótesis de que la 

inhalación 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 protección de inhibición de las antiproteasas en los pulmones. Las proteasas degradan sin 

control a las proteínas de la matriz extracelular y componentes de la pared alveolar 

(especialmente las fibras elásticas), produciendo destrucción y pérdida de la pared alveolar y 

engrosamiento de la vía aérea (22). 

Las proteasas son enzimas que rompen los puentes peptídicos internos de polipéptidos, estas 

pueden ser clasificadas en 4 grupos de acuerdo a su naturaleza química o por el sitio activo 

en: serin-, metalo-, cisteín- y asparto proteasas (23). Se piensa que el enfisema inducido por 

fumar puede ser mediado, en parte, por la inhibición directa y prolongada de las antiproteasas 

en el tejido pulmonar (24). Una clara consecuencia es que las proteasas, por ejemplo, la 

elastasa de neutrófilo, puedan causar daño en el tejido bajo estas condiciones. Los neutrófilos, 

como parte del sistema inmunológico innato, son parte integral de la vigilancia en las 

superficies de las mucosas. Las proteasas, incluida la elastasa de neutrófilo, juegan un papel 

importante en las reacciones contra la invasión de microorganismos (25). 

3.5.1.1 Deficiencia de AAT 
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La primera descripción de la deficiencia de AAT fue descrita por Laurell y Eriksson en 1963, 

después de una revisión de las proteínas séricas por electroforesis, se observó la ausencia de 

la banda de la proteína 1 en 5 de casi 1500 geles (20). Eriksson demostró que los 5 

pacientes tenían enfisema con edades de 35, 38 y 44 años, además de historia familiar de 

enfisema (21). 

La deficiencia de AAT es heredada como un desorden autosómico codominante; la AAT está 

codificada por el gen SERPINA1, localizado en el brazo corto del cromosoma 14 (banda 

citogenética 14q31-32.3); tiene una extensión de 12.2 kb y está organizado en cuatro exones 

codificantes (21) y tres exones no codificantes (1a, 1b y 1c). Los fenotipos son clasificados 

por un sistema de códigos, en el cual los alelos heredados son usualmente letras que denotan 

la migración de la molécula en un gradiente isoeléctrico de A (anódicas) a Z (variantes de 

baja migración). 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 (26, 27). 

3.5.1.2 Herencia y polimorfismo del gen SERPINA1 

El gen de SERPINA1 se transmite por herencia mendeliana simple de manera autosómica 

codominante mediante 2 alelos, uno de cada progenitor, que se expresan de manera 

independiente en los hijos al 50% (28, 29). 

Este gen se caracteriza por su gran polimorfismo. Mediante isoelectroenfoque (IEF) se han 

identificado más de 70 variantes proteicas (28), y con el avance de las técnicas de 

identificación, el número alcanza las 100 (30). El conjunto de variantes es denominado 

sistema Pi (del inglés protease inhibitor). La mayoría de las variantes carecen de significado 

clínico, solo alrededor de 30 se sabe que pueden tener repercusiones patológicas (28). 
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Las variantes se clasifican de acuerdo con su velocidad de migración electroforética en un 

campo magnético 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 rápida, y S (del inglés “slow”) a las de migración lenta (31). Cuando se 

descubrieron nuevas variantes, se designó con las letras iniciales del alfabeto a las anódicas 

y con las finales a las catódicas (28). El genotipo “normal”, presente en más del 90% de los 

sujetos sanos (94-96% en población caucásica), se denomina PiMM y se caracteriza por 

niveles séricos de la proteína entre 150-350 mg/100 ml (20-48 M). 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 proteína de 

85%, 25% y 15% menos respectivamente, con respecto a los niveles normales (genotipo 

MM) (30). El 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 

(32), la mayoría de los estudios 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 (28). Sin embargo, no queda claro si las diferencias en el riesgo 

son relacionadas a la dispersión en los niveles séricos de AAT entre las poblaciones en 

estudio u otros factores desconocidos al momento. 

3.5.1.3 Subtipos PiM 

PiMM es el genotipo común (“normal”) del gen SERPINA1, las diferentes variantes alélicas 

de este gen (PiZ, PiS, PiP, PiI, PiW y Pi nulos), frecuentemente conducen a deterioro en la 

actividad de AAT. Los alelos PiZ y nulos han sido ampliamente reportados como factores 
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predisponentes al desarrollo de EPOC, debido a la carencia de antiproteasas en los fluidos 

biológicos, 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 (33). Estas mutaciones han sido consideradas como normales, sin efectos en las 

habilidades funcionales de la proteína, sin embargo, algunos de estos alelos se han asociado 

con la patogénesis de ciertas enfermedades, tal es el caso de PiM1 cuya asociación se ha 

encontrado en sudafricanos asmáticos de raza negra (34). Respecto a EPOC, Gupta y 

colaboradores realizaron un estudio en población de la India, encontrando una frecuencia 

aumentada del alelo PiM3 (Glu376Asp) en sujetos con EPOC, pero estos datos deben ser 

tomados con cautela, puesto que el tamaño de la muestra empleada no es ideal (35). 

3.5.1.4 Otros inhibidores de proteasas 

Otros inhibidores de serin proteasas tales como -1 antiquimiotripsina (ACT), -2 

macroglobulina (2MG), antitrombina y antiplasmina son importantes en el control de la 

actividad de serinproteasas; estos últimos son producidos por el hígado y alcanzan los tejidos 

blanco por difusión pasiva (36), 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 vía aérea (37). Diferentes estudios 

han propuesto que SLPI es importante para la protección del epitelio respiratorio al ser el 

principal inhibidor anti elastasa del bronquio; en contraste con la actividad de AAT, SLPI 

bloquea la unión elastina-elastasa en la pared alveolar, lo cual puede proteger contra el 

desarrollo de EPOC, debido a este hecho, se ha sugerido que existe cierto mecanismo de 

“compensación” por parte de inhibidores de proteasas diferentes a SERPINA1, en los casos 

de deficiencia de esta última. A este respecto, Hollander y colaboradores determinaron los 
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niveles plasmáticos 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 plasmáticos de ACT o SLPI entre 

individuos sanos, mientras que los pacientes con EPOC tuvieron niveles plasmáticos 

elevados de ACT y SLPI en relación con los controles, sin embargo, estiman que los niveles 

plasmáticos de ACT y SLPI no se encuentran elevados en sujetos con deficiencia de AAT y 

no parece existir un sistema de compensación para la deficiencia de AAT, que sea atribuible 

a ACT y/o SLPI (38). 

3.5.2 Sistema oxidantes/antioxidantes 

La principal consecuencia del estrés oxidativo es la peroxidación de lípidos, la cual es 

ocasionada por una reacción en cadena de radicales libres que afecta ácidos grasos 

poliinsaturados de membrana; si esta reacción no cesa, puede ocasionar daño permanente en 

membranas, causando muerte celular (39, 40). Adicionalmente, el incremento en el número 

de células inflamatorias y macrófagos alveolares puede contribuir al aumento de un ambiente 

pro-oxidante en el tejido pulmonar de pacientes con EPOC (41). La activación de 

señalizaciones intracelulares, es otra vía por la cual el estrés oxidativo puede causar una 

respuesta patológica en el pulmón. Los contaminantes del aire y las especies reactivas del 

oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés) activan la señalización MAPK (protein-cinasas 

activadas por mitógenos) lo cual promueve inflamación. Un ejemplo de esto es la inhibición 

de la cinasa c-Jun amino-terminal en ratón atenuada con ozono, que induce inflamación e 

hiperreactividad (42). Además, los productos finales de la peroxidación de lípidos activan 

señales extracelulares reguladas por las cinasas p44/42, JNK y p38 MAPK y la activación 

puede ser bloqueada por NAC (N-acetil-cisteína) (40, 43). La activación de estas cinasas 
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puede también ser acompañada por el incremento de la actividad del factor de trascripción 

AP-1, la cual puede conducir a la transcripción de genes de respuesta al estrés incluyendo 

enzimas de fase II (43). 

3.6 Inflamación 

La inflamación es una reacción compleja que se origina en el tejido conjuntivo vascularizado 

como respuesta a diferentes estímulos endógenos y exógenos, una de sus principales 

características es la acumulación de fluido y células en los tejidos extravasculares. Es útil 

para contener, localizar y destruir al agente patógeno y simultáneamente iniciar una serie de 

acontecimientos que reparan y reconstruyen el tejido lesionado. Es fundamentalmente una 

respuesta de carácter protector, cuyo objetivo es librar al organismo de la causa inicial de la 

lesión celular, así como de las células y restos tisulares necróticos; no obstante, los procesos 

de inflamación pueden ser perjudiciales. (44). La respuesta inflamatoria puede ser inducida 

por factores endógenos o exógenos. La primera categoría incluye reacciones 

inmunopatológicas además de algunos desórdenes neurológicos y genéticos. Los factores 

exógenos incluyen daño tisular, exposición a químicos o toxinas, factores nutritivos y 

organismos invasores (virus, bacterias, parásitos y hongos). La respuesta inflamatoria local 

puede iniciar con la liberación de moléculas como histamina, serotonina y bradicinina en las 

áreas de lesión. Estos mediadores endógenos causan vasodilatación, migración de 

neutrófilos, quimiotaxis e incremento de la permeabilidad vascular. La respuesta inflamatoria 

generalizada puede iniciar por el ingreso a la circulación sistémica de desencadenantes 

primarios (bacterias o virus) o mediadores inflamatorios en zonas más grandes del organismo 

(45). La inflamación tiene dos fases bien diferenciadas: aguda y crónica. La fase aguda tiene 

una evolución relativamente breve, con duración de unos minutos hasta pocos días; sus 

características principales son la exudación de fluido, proteínas plasmáticas (edema) y 
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migración de leucocitos. La fase crónica tiene mayor duración y se caracteriza por cambios 

celulares e histológicos, principalmente la presencia de linfocitos y macrófagos, proliferación 

de vasos sanguíneos y tejido conjuntivo. Las respuestas vascular y celular de las formas 

aguda y crónica están mediadas por factores químicos y celulares del plasma, que son 

activados por el propio estímulo inflamatorio. Estos mediadores actúan de forma aislada, 

secuencial o en combinación, y en fases posteriores amplifican la respuesta inflamatoria e 

influyen en su evolución. La inflamación termina cuando se elimina el estímulo lesivo y 

desaparecen o quedan inhibidos los mediadores de la misma (46). 

3.6.1 Mediadores químicos de la inflamación 

Se han descrito una gran diversidad de mediadores, que desarrollan un papel importante en 

la inflamación, estos pueden estimular la liberación de otros por parte de las células diana o 

pueden actuar sobre uno o varios tipos de células diana y a su vez el efecto puede ser diferente 

según el tipo de célula o tejido sobre el que actúa. Una vez activados o liberados de la célula 

rápidamente se degradan o son inactivados por acción de enzimas. Los mediadores químicos 

pueden ser clasificados como lipídicos, proteasas plasmáticas, aminas vasoactivas y citocinas 

(45). 

3.6.1.1 Citocinas 

Las citocinas son un grupo de polipéptidos solubles que desarrollan un importante papel 

regulatorio en la iniciación, mantenimiento y terminación de las reacciones inflamatorias 

(21). Como parte de las moléculas que han sido descritas por formar parte del proceso 

inflamatorio destacan el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), interleucina-6 (IL-6) e 

interleucina-8 (CXCL8). 
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3.6.1.1.1 Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-α) 

TNF-α es la citocina más estudiada de los miembros de la superfamilia del TNF, 

experimentalmente es secretada principalmente por macrófagos estimulados con 

lipopolisacárido (LPS), aunque también lo pueden hacer diferentes tipos celulares como 

monocitos, fibroblastos y células endoteliales, sin embargo, también puede ser producida por 

granulocitos, células del músculo liso, eosinófilos, condrocitos, osteoblastos, mastocitos, 

células de la glía y queratinocitos (47). Se ha demostrado en ratones que causa necrosis de 

tumores y es por eso que se adoptó el nombre de factor de necrosis tumoral (48). 

Experimentalmente, TNF-α ocasiona citólisis o citostasis de ciertas células transformadas 

(49) actuando sinérgicamente con interferón gamma (IFN-γ) (50). La superfamilia de TNF 

comprende a TNF de transmembrana (tmTNF) y soluble (sTNF) en el contexto de las 

células/tejidos y fluidos respectivamente (51). 

3.6.1.1.1.1 Estructura proteica 

Es sintetizado como un pro-péptido de 26kDa (212 aminoácidos) estable como trímero. La 

estructura de la proteína madura es caracterizada por un dominio intracelular N-terminal y 

dominio extracelular C-terminal con un dominio C- terminal conservado llamado dominio 

de homología de TNF (THD, por sus siglas en inglés). THD es una secuencia larga de 150 

aminoácidos con un marco conservado de residuos hidrofóbicos y aromáticos. Este dominio 

trimérico es el responsable de la unión a su receptor (52), el precursor de TNF es cortado 

proteolíticamente entre alanina -1 y valina +1 para generar una forma biológicamente activa 

de TNF maduro de 17 kDa (53). En solución, el TNF maduro es primeramente comprimido 

en dos hojas β anti-paralelas; este monómero es auto asociado en una forma cabeza a cola en 

una unión no covalente, formando un homotrímero simétrico acampanado (54). La estructura 

trimérica de TNF es importante para su actividad biológica, porque mutaciones que 
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desestabilizan el trímero o atenúan la asociación de monómeros resultan en pérdida de la 

actividad biológica del TNF (55). 

3.6.1.1.1.2 Estructura génica y regulación de la expresión 

El gen TNF fue clonado en 1984 y mapeado junto con el complejo principal de 

histocompatibilidad en el cromosoma 6, banda p21.3, junto con los genes que codifican a 

LT-α y LT-β (56). Está compuesto por 4 exones y 3 intrones, el último exón codifica más del 

80% de la proteína secretada (57). Los principales elementos regulatorios, son los elementos 

de respuesta a NF-κB, que le confiere inducibilidad por LPS. Sin embargo, muchos otros 

factores pueden ser implicados para explicar la activación y expresión selectiva de TNF. Los 

mRNAs de TNF y LT, como muchas otras citocinas, tienen secuencias ricas en AU en la 

región 3’UTR del mRNA, lo cual disminuye su estabilidad (58, 59). Estas secuencias 

representan sitios de reconocimientos para mRNA específicos procesadores de proteínas. En 

1988 Beutler y cols. identificaron una ribonucleasa que fue aislada de macrófagos de ratón 

que desestabiliza específicamente mRNA que contienen la secuencia UUAUUUAU en la 

región 3’ UTR (60, 61), presente en el mensajero de TNF. Interesantemente el mRNA de LT 

carece de estos motivos AU (62). Adicionalmente, TNF-α induce diversas proteínas 

involucradas en la inflamación, reparación tisular, hematopoyesis, respuesta inmune y 

efectos anti-tumor. Algunos de estos genes codifican para proteínas llamadas “proteínas de 

resistencia a TNF”, los cuales pueden inhibir la citotoxicidad de TNF (63). Ejemplos de estas 

proteínas son la superóxido dismutasa (64), la proteína A-20 dedo de zinc (65) y la proteína 

de choque térmico-70 (HSP70) (66). 

La regulación de la transcripción de TNF es específica del tipo celular, principalmente por el 

uso diferencial de los elementos regulatorios del promotor del gen. En 1996, Tsai y 

colaboradores, demostraron que los linfocitos T activados por ligando de células-T o por 
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calcio, tienen una interacción entre el factor nuclear activador de la transcripción fosforilado 

(NFATp, por sus siglas en inglés) en la región k3 y el Factor Activador de la Transcripción 

(ATF/Jun) en los elementos de respuesta a cAMP (CRE), pero no en AP-1 o AP-2, lo cual es 

importante en la inducción de la expresión de TNF. Por otro lado, este mismo grupo describió 

que en los linfocitos B A20 activados por calcio, NFATp no es requerido en los elementos 

k3; pero NFATp en NFAT-76 participa en la inducción de la síntesis de TNF (67). La 

modificación post-traduccional de los factores de transcripción que regulan a TNF, como 

NFATp, NFkB y AP-1, se ha implicado en la regulación de la inducción (68). Quizás el factor 

de transcripción más importante es el factor nuclear para la cadena ligera kappa en células B 

(NFκB), quien es el responsable de gran parte de los efectos inflamatorios de TNF y otros 

factores de transcripción como AP-1 (69) (figura2). 

Figura 2. Sitios de unión de los principales factores de transcripción de TNF 

 
Se muestran los sitios de unión de los principales factores de transcripción en el promotor 
de TNF, abarcando 180 pb. 

3.6.1.1.1.3 Función biológica 

Regula una gran variedad de efectos patogénicos e induce la producción de otros mediadores 

de inflamación y destrucción tisular, siendo el líder de una cascada inflamatoria de una 

amplia red inflamatoria (70). Los miembros de la superfamilia de TNF participan de manera 

importante en las funciones celulares. TNF tiene una función dual que inicialmente ha sido 

descrita en la destrucción y regeneración tisular. Dado que existen diversos motivos en los 

receptores de TNF, tienen un amplio espectro de bioactividades y muchas células muestran 
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respuesta selectiva a TNF (71). Las concentraciones de TNF determinan si la citocina tiene 

efectos benéficos o dañinos. A bajas concentraciones en tejidos, puede tener efectos 

benéficos, como incremento de los mecanismos de defensa del huésped contra infecciones; 

sin embargo, por periodos prolongados son asociadas con caquexia. En altas concentraciones, 

puede conducir a un exceso de inflamación y daño en órganos; en estados patológicos es 

considerado como citocina pro-inflamatoria, junto con IL-1β, IL-17 y otras citocinas; 

además, en respuesta a LPS y otras toxinas bacterianas, puede intervenir el desarrollo de 

choque séptico (72). 

En hipotálamo, TNF estimula el eje hipotálamo-pituitaria-adrenal, el cual a su vez estimula 

la liberación de la hormona liberadora de corticotropina, suprimiendo el apetito y fiebre. En 

el hígado, TNF estimula la respuesta de fase aguda conduciendo a un incremento de proteína 

C reactiva (CRP por sus siglas en inglés) entre otros mediadores. También induce resistencia 

a la insulina por inducción de la fosforilación de serina del sustrato 1 del receptor de insulina 

(IRS-1), lo cual daña la señalización de insulina. TNF-α también ha sido involucrado en la 

progresión a muchas enfermedades autoinmunes (73); en condiciones fisiológicas, está 

involucrado en inmunovigilancia, defensa, homeostasis celular y protección contra ciertos 

daños neurológicos, así como en el control de la sobrevida celular, proliferación, migración 

y diferenciación. También tiene funciones protectoras de células reactivas a patógenos a 

través de la activación o inactivación de factores de transcripción o inducción génica (74). 

3.6.1.1.2 Interleucina 6 (IL-6) 

Es una citocina pleiotrópica que juega un papel importante en la regulación de la respuesta 

inmunológica e inflamatoria. Es producida por células T, monocitos, fibroblastos, células 

endoteliales y queratinocitos. Estimula la diferenciación de células B y producción de 
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anticuerpos, hace sinergia con IL-3 en el desarrollo de megacariocitos y producción de 

plaquetas, induce la expresión de proteínas hepáticas de fase aguda, y se ha visto asociada 

con deterioro de la capacidad funcional, actividad física diaria reducida y deterioro general 

del estado de salud (63, 75, 76). Antes de denominarse IL-6, fue conocida con una amplia 

variedad de nombres, como: IFN-2 (77), factor reemplazante de células T (TFR) (78), factor 

de diferenciación de células B (BCDF) (79), factor-2 estimulante de células-B (BSF2) (80) 

y factor de crecimiento plasmacitoma-hibridoma (HPGF o IL-HP1) (81). 

3.6.1.1.2.1 Estructura Proteica 

IL-6 es una glucoproteína con un peso molecular entre 21-28kDa. Tiene modificaciones post-

traduccionales como glucosilaciones y fosforilaciones N- y O- (82,83); cuenta con 4 residuos 

de cisteína en regiones conservadas y sitios consenso de glucosilación (Asn-Y-Ser/Thr) (84). 

La IL-6 humana está constituida por 212 aminoácidos incluyendo un péptido señal de 28 

aminoácidos (85). Los puentes disulfuro tienen un papel importante en el plegamiento 

correcto de la estructura terciaria, donde se unen entre los residuos de cisteína -C44-C50, -C73 

y -C83 (84). IL-6 consiste de 4 hélices anti-paralelas con dos bucles largos y dos cortos, 

similar al modelo de otras citocinas como interleucina-2 (IL-2), interleucina 4 (IL-4), factor 

estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) y factor estimulante de colonias de 

granulocitos y macrófagos (GM-CSF) (86). La producción de IL-6 es inducida en células T 

por mitógenos de células T o estimulación antigénica (87). El LPS incrementa la producción 

de IL-6 en monocitos y fibroblastos, mientras los glucocorticoides la inhiben (88). Diversos 

factores peptídicos pueden incrementar la producción de IL-6, como IL-1, TNF-α, IL-2, IFN-

β, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y protein-cinasa C. En contraste, IL-

4 e IL-13 inhiben su producción en monocitos. IL-6 no es almacenada dentro de la célula; al 
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momento de su estimulación e incremento de los niveles de mRNA, ocurre una rápida síntesis 

y secreción de la proteína. Los monocitos/macrófagos son los primeros en liberar IL-6 

durante la inflamación, estos producen IL-1 y TNF-α, los cuales son fuertes inductores de la 

liberación de IL-6 por parte de poblaciones de células estromales, como fibroblastos, células 

endoteliales y queratinocitos. Estos representan un número significativo de células que 

potencialmente se suman al rápido aumento en la síntesis local de IL-6, y por lo tanto a 

niveles sistémicos (89). Adicionalmente, otras células se han reportado por producir IL-6 

posterior a su estimulación, como células endoteliales con IL-1/TNF u oncostatina M (OSM) 

(90-92); condrocitos con IL-1 (93); células epiteliales con IL-1/TNF (94), células de estroma 

de médula ósea con IL-1 (95), astrocitos y microglia con IL-1/TNF (96). 

3.6.1.1.2.2 Estructura génica y regulación de la expresión 

El gen de IL6 mide aproximadamente 5kb, está formado por 5 exones y 6 intrones (97) y 

realiza corte de intrones y empalme de exones para generar un mRNA maduro de 1.2-1.3kb 

(98). El gen se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 7 entre las bandas 15-

21 (87). El sitio mayor de inicio de la transcripción es la base +1 acompañado de un sitio 

menor a aproximadamente -21 pb (97). La expresión de IL-6 puede ser inducida por un 

amplio rango de estímulos celulares; diferentes mecanismos pueden actuar individual o 

coordinadamente para activar la transcripción. A su vez, existen diversos blancos de 

transducción de señales en la región promotora, estos blancos incluyen las regiones de unión 

a DNA que son específicas de factores nucleares como el factor nuclear para IL-6 (NFIL6, 

también llamada proteína de unión a elementos CCAAT, C/EBPy ), NFκB; proteína 

activadora-1 (AP-1), proteína de unión a elementos de respuesta a cAMP (CREB), receptor 

de glucocorticoides (GR) (99-101). Estas secuencias se encuentran a 200 pb del sitio de inicio 
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de la transcripción. En células estimuladas con IL-1, NFIL-6 y NFκB se unen a su respectivo 

sitio y activan la síntesis de otros factores de transcripción (102). En 1990 Shimizu et al. 

describieron motivos de unión a NFκB localizados a 73 y 63 pb relacionados al sitio de 

“caping” del mRNA, los cuales son requeridos para la expresión inducida de IL-6 por 

IL1/TNF. NFκB también está involucrado en la inducción génica de IL-6 por la proteína 

reguladora no estructural 1 (NS-1) de parvovirus humano B19 (103-104). En monocitos, el 

sitio NFκB es crucial para la expresión génica inducida por LPS, en donde adicionalmente 

se ha descrito la acción sinérgica de IFN- y TNF-α a través del factor regulatorio de 

interferon-1 (IRF-1) y NFκB p65 (105); NFκB es también involucrado en la expresión génica 

mediada por CD40 (106). Por otro lado, otros elementos que han sido descritos, son los 

elementos de respuesta a IL-1, los cuales fueron mapeados en la región -111 a -180 pb del 

promotor, en la cual se unen NF-IL6CCAAT y C/EBP- a un palíndromo de 14 pb (figura 

3) (100, 102). 

 

 

Figura 3. Sitios de unión de los principales factores de transcripción de IL6 

 
Se muestran los sitios de unión de los principales factores de transcripción en el promotor de 
IL6, abarcando 280pb. 

3.6.1.1.2.3 Función biológica 
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IL-6 es una citocina pro-inflamatoria que tiene un papel clave en la respuesta inmune. 

Durante la inflamación, IL-6 es producida por una pluralidad de células del sitio de 

inflamación y contribuye a la inflamación local por la inducción de la activación de células 

T y la producción de anticuerpos por células B. IL-6 también activa células no inmunes como 

células endoteliales las cuales producen moléculas de adhesión y quimioatrayentes. 

Adicionalmente, la producción local de IL-6 produce el incremento de IL-6 en circulación, 

lo que a su vez induce una respuesta de fase aguda sistémica con la producción de CRP 

(Proteína C reactiva), amiloide A sérico y fibrinógeno, todas ellas en el hígado (107-108). La 

respuesta del hígado disminuye en un período de horas a días, dependiendo del estímulo 

mientras que los niveles séricos disminuyen en 3-5 días. IL-6 tiene un importante papel en la 

regulación del equilibrio de células T reguladoras Foxp3+ y Th17, a través de la supresión de 

TGF-, conduciendo a la diferenciación de células Th17. Otro efecto importante que se ha 

descrito de IL-6 en células estructurales locales, es la regulación de la expresión en células 

de tejido conectivo, como los fibroblastos derivados de diversos tejidos y condrocitos, 

además de ser un modulador del crecimiento en queratinocitos (109) y células endoteliales 

(82). IL-6 induce el inhibidor tisular de metaloproteinasas (TIMP-1) en fibroblastos y 

condrocitos (110). La importancia de este evento radica en que la degradación enzimática del 

colágeno en tejidos, es controlada por la acción de metaloproteinasas y sus inhibidores; el 

control de este equilibrio por IL-6 y otras citocinas puede contribuir al rompimiento de la 

matriz extracelular (108, 111). Adicionalmente, se ha demostrado que IL-6 mejora la 

producción de α1-antitripsina por macrófagos alveolares. Es por esto, que la sobre regulación 

tanto de inhibidores de metaloproteinasas como de inhibidores de serin proteasas por las 

células en el sitio de inflamación, es un mecanismo de modulación de la degradación 
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enzimática del tejido. IL-6 puede mostrar efectos en otros sistemas del organismo, como el 

neurológico, donde genera una respuesta inflamatoria aguda, en células de la glándula 

pituitaria donde incrementa la producción de la hormona adrenocorticotrópica (ACTH). 

3.6.1.1.3 Interleucina 8 (CXCL8) 

La interleucina-8 (CXCL8) fue descubierta por diversos grupos simultáneamente, resultando 

en una gran cantidad de denominaciones, todos basados en su actividad biológica, que 

permitió su identificación inicial, algunos de estos nombres son, factor activador de 

neutrófilos (112), factor quimiotáctico de neutrófilos derivado de monocitos (MDNCF) 

(113), péptido activador de neutrófilos derivado de monocitos (MONAP) y péptido activador 

de neutrófilos derivado de linfocitos (LYNAP) (114), factor quimiotáctico de granulocitos 

(GCP) (115), quimiotaxina derivada de monocitos (MOC) (116), y quimiocina derivada de 

carcinoma pulmonar (LUCT), (117). Posteriormente, el nombre de péptido activador de 

neutrófilos-1 (NAP-1) fue adoptado, pero la molécula fue finalmente llamada IL-8. IL-8 es 

un miembro de citocinas quimiotácticas (también llamadas quimiocinas). 

3.6.1.1.3.1 La familia de las quimiocinas 

Se caracterizan por la presencia de 4 cisteínas en posiciones conservadas, aunque la similitud 

general a nivel de aminoácidos no es tan grande. Se forman dos puentes de disulfuro entre el 

primer y tercer residuo de cisteína y otro entre el segundo y cuarto. Son proteínas de bajo 

peso molecular de una naturaleza básica y con afinidad por la heparina (118). Las 

quimiocinas son divididas en cuatro subgrupos: CXC, CC, C y CX3C; CXC, CC y CX3C 

tienen 4 cisteínas, mientras que las quimiocinas C solo tienen dos, que corresponden a la 

segunda y cuarta cisteína de los otros grupos. CXC y CX3C son distinguidas por la presencia 

de un residuo (CXC) y tres aminoácidos (CX3C), mientras que las dos primeras cisteínas son 
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adyacentes en las quimiocinas CC (119). Este sistema de nomenclatura fue modificado 

posteriormente en el año 2000, adicionando a la raíz de la subclase de cisteína el sufijo L o 

R, designando L si se trata del ligando o R si se habla del receptor. Los números corresponden 

usualmente al mismo número correspondiente a la nomenclatura del gen (120). 

3.6.1.1.3.2 Estructura proteica de CXCL8 

CXCL8 es producida como un péptido no glucosilado de 99 aminoácidos, en el cual, el 

péptido señal se encuentra en el extremo N-terminal. La proteína madura de CXCL8 existe 

en múltiples formas, como consecuencia del procesamiento del extremo N-terminal. La 

forma de 77 aminoácidos es producida por células endoteliales (120) mientras que los 

monocitos producen formas de 72, adicionalmente producen pequeñas cantidades de 77, 70 

y 69 (121). 

La actividad biológica de CXCL8 depende de ciertas características moleculares, 

particularmente de los dos puentes de cisteína, los cuales son la principal característica de las 

quimiocinas y que son esénciales para su actividad. En la región N-terminal, la secuencia 

Glu-Leu-Arg es necesaria para la activación funcional de su receptor; las quimiocinas C-X-

C que no tienen este motivo no pueden activar neutrófilos (122). Por otro lado, el efecto 

angiogénico también depende este motivo (123). 

3.6.1.1.3.3 Estructura génica y regulación de la expresión de CXCL8 

CXCL8 es codificada por un transcrito de mRNA de cadena sencilla de aproximadamente 

1.8 kb (124). El gen de CXCL8 comprende 4 exones y tres intrones; mide aproximadamente 

5.25 kb y se encuentra situado en un tándem con otras quimiocinas C-X-C en el cromosoma 

4, banda q12-21. La activación estímulo-dependiente de la transcripción del gen de CXCL8 

se ha demostrado a través de diversos experimentos. Se ha encontrado que la secuencia que 
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abarca los nucleótidos -1 a -133 en el promotor del gen, es suficiente y esencial para la 

regulación del gen (125). Esta región contiene elementos de unión a NFκB que son requeridos 

para la activación de todos los tipos celulares estudiados. NFκB es un factor de transcripción 

dimérico compuesto de 5 subunidades, llamadas NFκB1 (p50 y su precursor p105), NFκB2 

(p52 y su precursor p100), REL-A (P65) y REL-B (126). NFκB es retenido en el citoplasma 

por unión a sus proteínas inhibitorias (IκB). Dentro del promotor se encuentran regiones 

donde se unen factores de transcripción como AP-1 y C/EBP, las cuales en algunas células 

contribuyen a la activación transcripcional. CXCL8 también es regulada a nivel post-

traduccional. En la región flanqueante 3’, contiene repetidos ATTTA, los cuales son los 

responsables para la desestabilización de diversos mRNAs de citocinas (figura 4) (127). 

 

 

 

Figura 4. Sitios de unión de los principales factores de transcripción de IL8 

 
Se muestran los sitios de unión de los principales factores de transcripción en el promotor 
de IL8, abarcando 425pb. 

3.6.1.1.3.4 Función biológica de CXCL8 

Diversas células se han descrito por producir CXCL8, como monocitos, macrófagos, células 

endoteliales, linfocitos, células epiteliales, células de musculo liso, células mesangiales de 

riñón, condrocitos, células sinoviales, hepatocitos, fibroblastos, queratinocitos, astrocitos, 
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neutrófilos y células tumorales como células de melanoma, carcinoma de ovario y células de 

carcinoma pulmonar (128-129). 

Originalmente fue caracterizada por su capacidad para inducir naturalmente activación de 

neutrófilos (130). Sin embargo, aunque los neutrófilos son el principal blanco celular de esta 

quimiocina, los efectos no son restringidos exclusivamente a estos. Se ha reportado que en 

conjunto a GM-CFS o IL-3 es quimioatrayente de eosinófilos, además de inducir la liberación 

de histamina y LTC4 por basófilos, en conjunto con IL-3 (131). También se ha reportado la 

actividad quimiotáctica de células T (132), producción de IL-4 en células B (121), así como 

la inducción de angiogénesis y quimiotaxis de queratinocitos (133). Todas estas evidencias 

sirvieron de base para sugerir la participación de esta molécula en distintas enfermedades 

como cáncer esofágico de células escamosas (134), cáncer de mama y urotelial (135). En 

relación a enfermedades crónico-inflamatorias, se han reportado asociación entre los niveles 

de expresión de IL-8 y la activación de NFκB en pacientes con artritis reumatoide (136).  

3.7 Inflamación en EPOC 

La EPOC es una enfermedad sistémica con importantes manifestaciones extrapulmonares 

que tienen repercusiones en diferentes órganos, se asocia con diversas complicaciones de la 

respuesta inflamatoria sistémica, como pérdida de peso, disfunción del músculo esquelético, 

osteoporosis, progresión a ateroesclerosis, enfermedad arterio-coronaria, ansiedad y 

depresión (12). Los mecanismos de la inflamación sistémica son de gran interés por que 

representan en gran parte la mortalidad y morbilidad de los pacientes con EPOC (13). 

3.8 Inflamación pulmonar 

La EPOC es una condición caracterizada por inflamación de la vía aérea, remodelación, 

inflamación del parénquima pulmonar y destrucción, resultando en obstrucción del flujo 
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respiratorio, hiperinflación pulmonar con pérdida de la retractilidad elástica y finalmente 

intercambio gaseoso alterado. El daño tisular con remodelación y engrosamiento de la pared, 

inflamación y fibrosis de las vías aéreas pequeñas parecen jugar un papel importante en la 

patogénesis de la EPOC (11). La inflamación del parénquima pulmonar, el estrés oxidativo, 

apoptosis y eventual proteólisis resulta en destrucción enfisematosa de la pared alveolar 

(137). 
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4.0 Antecedentes 

El sistema de defensa innato del pulmón incluye el aparato de limpieza mucociliar (138) y la 

barrera epitelial (139), así como las cascadas de coagulación e inflamación, que detienen los 

sangrados microscópicos asociados a daño tisular y que conducen a un exudado de plasma y 

migración de células inflamatorias en el sito de daño y la liberación de moléculas pro-

inflamatorias (140). 

El estudio de enfermedades pulmonares, con la finalidad de obtener conocimiento en relación 

a los biomarcadores inflamatorios, se ha centrado en la determinación de sus niveles tanto 

locales como sistémicos, así como de polimorfismos en los genes que los codifican. 

En relación a TNF-α, es una molécula ampliamente investigada en EPOC; en 2010 Tanni y 

cols. Encontraron correlación en el status de tabaquismo y los niveles séricos de TNF-α, 

siendo el grupo de pacientes con EPOC, lo que tuvieron los valores más altos (141). En otro 

estudio, Gan y colaboradores encontraron concentraciones elevadas de TNF en esputo 

inducido y lavado bronquioalveolar de pacientes con EPOC en comparación a su grupo 

control (142). En estudios de asociación genética con EPOC, existen estudios que muestran 

cierta relevancia para el rs1800629 (posición -308 G→A) de TNF en poblaciones asiáticas, 

pero no en poblaciones caucásicas (143). En 2012 se realizó un estudio en población 

taiwanesa, en el cual se identificó al TNF rs1800630 (-863 C→A) con una mejora en el 

cociente FEV1/FVC y con el incremento del índice de masa corporal (144). 

Respecto a IL-6 y su asociación con enfermedades respiratorias, en asma se han encontrado 

niveles séricos elevados de IL-6 (145), así como en lavado bronquioalveolar, comparándolos 

con individuos no fumadores, tanto con asma estable como no asmáticos (146). 

Adicionalmente en un estudio realizado por Neveu y cols., en 2010, se demostró un 

incremento en los niveles de IL-6 e IL-13 en esputo de pacientes con asma alérgica, 
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interesantemente IL-1βy TNF-α no resultaron incrementados (147), lo cual propone un 

incremento de IL-6, independiente del grado de inflamación. En EPOC, las concentraciones 

de IL-6 se han descrito incrementadas en esputo inducido, lavado bronquioalveolar y 

concentrado de aire exhalado, particularmente durante exacerbaciones (148-150). La IL-6, 

también se incrementa en plasma durante las exacerbaciones (151-152). En 2008, He J-Q y 

cols. encontraron 3 SNP en IL-6 asociados con un mayor decline de la función pulmonar en 

pacientes con EPOC secundaria a tabaquismo, pero sin correlación con los niveles séricos de 

la proteína, en población caucásica (153). 

En el caso de IL-8 y su asociación con enfermedades inflamatorias pulmonares, en un estudio 

prospectivo realizado por Tadaki y cols. en Japón, encontraron niveles séricos elevados en 

cordón umbilical que correlacionan con el desarrollo de sibilancias en el primer año de vida 

(154), en cuanto a asma, su participación no ha sido confirmada, ya que en otros estudios no 

se han encontrado asociaciones con sus niveles o polimorfismos. Con respecto a EPOC, su 

función aún es incierta, aunque hay estudios de asociación tanto genética como con niveles 

séricos y/o plasmáticos con esta enfermedad. Por ejemplo, Yamamoto y su grupo de trabajo 

reportaron valores elevados en esputo en pacientes con EPOC en comparación a diferentes 

grupos control (155). Consistente con este hallazgo Keatings y cols, describieron valores 

elevados en esputo inducido de pacientes con EPOC en comparación a diferentes grupos 

control (156). En cuanto a asociaciones de polimorfismos con la enfermedad, Jeremy Hull y 

cols. (2001), encontraron asociado al polimorfismo IL8 -251A con bronquiolitis en un estudio 

de familias realizado en el Reino Unido (125). Aun así, no existen estudios que propongan 

el papel que desempeñan estos polimorfismos a la enfermedad. Recientemente, Alfredo de 

Diego y cols., determinaron los valores en esputo de diferentes citocinas, entre ellas IL-8, 
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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 IL-8 y TNF-α, lo cual 

sugiere que estas moléculas pueden incrementarse en la EPOC, en respuesta al estímulo del 

humo de cigarro (126). En la tabla 2 de resumen los principales hallazgos en EPOC. 
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Tabla 2. Principales antecedentes en EPOC 

Proteína/gen Población Hallazgo en EPOC p, OR Autor 

CCL1 Japón Frecuencia ↑↑ del rs2282691 (p=0.004, OR=2.70) Takabatake N 2006 . 
CSF2 China -351 se encontró ↑↑ en pacientes con EPOC (p=0.029, OR= 2.44) Shen M 2008. 

IL1b Corea del 
Sur -511 T y -31C Asociados con EPOC grave (p=0.002 OR= 2.80, p=0.01 

OR= 2.33) Lee JM 2008. 

CRP EUA, China Niveles séricos ↑↑ en EPOC y fumadores sin 
enf. pulmonar, rs1205 asociado con EPOC. 

(p=0.00012 OR=9.51, 
p=0.037 OR=1.48) 

Pinto-Plata M 2006. 
Guo Y 2011. 

TNF España, 
Taiwán 

Niveles ↑↑ en esputo y LBA, rs1800630 
(protección), rs1800629 (susceptibilidad). 

(p=0.001 OR=3.22, p=0.001 
OR=0.50, p=0.0127, 

OR=3.02) 

Gan WQ 2001, 
Córdoba-Lanús 2011 

IL6 Inglaterra ↑↑ en esputo, LBA y plasma en exacerbaciones 
de EPOC. 

(p=0.0021 OR=2.81, 
p=0.0141, OR=1.83) 

Bhowmik 2000, Song 
W 2001 

IL8 Inglaterra Altas concentraciones en esputo de pacientes 
con EPOC. 

(p=0.01 OR= 1.82, 
p=0.0276, OR=1.67) Keatings 1996 

↑↑=Incremento, LBA=Lavado bronquioalveolar. 
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5.0 Hipótesis  

Existen polimorfismos en los promotores de TNF, IL6 e IL8, que se encuentran relacionados 

con los niveles de expresión en esputo inducido con el desarrollo de la EPOC y su gravedad 

clínica. 

 
 
6.0 Objetivo General 

Identificar si existen polimorfismos en los promotores de TNF, IL6 e IL8 que se encuentran 

relacionados con los niveles de expresión en esputo inducido de pacientes con EPOC 

secundaria a tabaquismo, así como con la gravedad clínica de la enfermedad. 

 

 

6.1 Objetivos Particulares 

6.1.1 Secuenciar la región promotora de interés de TNF, IL6 e IL8. 

6.1.2 Correlacionar los polimorfismos encontrados con los niveles de expresión en 

esputo inducido, así como con la gravedad clínica de la enfermedad. 
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7.0 Diseño del estudio 

7.1 Población de estudio 

Se realizó un estudio de casos y controles en dos etapas; se incluyeron 1,096 participantes, 

todos fueron evaluados por medio de pruebas de función pulmonar considerando como 

EPOC un cociente FEV1/FVC <70%; el principal criterio de diagnóstico es la espirometría, 

la cual es la prueba que ayuda a diagnosticar y estadificar la enfermedad, los parámetros de 

función 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 espiración. 

FVC (Capacidad vital forzada): Es la cantidad máxima de aire que puede ser espirada de 

forma forzada tras una inspiración máxima. 

FEV1/FVC (relación 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, población y sus medidas 

antropométricas, se emplearon los predichos del Dr. Pérez-Padilla (157), los cuales están 

estandarizados para población mexicana y precargados en los espirómetros comerciales en 

México. 

Se incluyeron individuos mayores de 50 años e índice tabáquico ≥5 paquetes/año; se les 

realizó un cuestionario de antecedentes heredo-patológicos, mediante el cual se excluyeron 

a sujetos que refirieran padecer alguna enfermedad pulmonar y/o crónico-inflamatoria, no 

fueron incluidos sujetos con ancestría diferente a la mexicana. Todos los participantes fueron 

reclutados de las clínicas de EPOC y de ayuda para dejar de fumar, ambas pertenecientes al 

Departamento de Investigación en Tabaquismo y EPOC, del Instituto Nacional de 

Enfermedades Respiratorias Ismael Cosío Villegas. Fueron previamente invitados a 
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participar, firmaron una carta de consentimiento informado y se les proporcionó un 

documento de aseguramiento de privacidad de datos personales, ambos aprobados por el 

comité de ciencia y bioética en investigación del mismo instituto (B10-12). 

7.2 Etapas 

En la primera se incluyeron 165 pacientes con diagnóstico de EPOC secundaria a tabaquismo 

(EPT) y 165 fumadores sin la enfermedad (FSE); se realiza la secuenciación directa de la 

región del promotor de TNF, IL6 e IL8. En la segunda se realiza la validación de la asociación 

de los polimorfismos identificados en la primera etapa, empleando discriminación alélica por 

PCR en tiempo real, se incluyeron 766 fumadores; de los cuales 260 son COPD y 506 SNC. 

Finalmente, para realizar el análisis de expresión de mRNA, Se incluyeron 15 sujetos con 

EPOC por tabaquismo y 38 fumadores sin la enfermedad a los cuales se les realizaron la 

inducción de esputo por nebulización con solución salina al 7%. 

7.3 Definición de caso y control 

Caso: Pacientes hombres y mujeres mayores de 50 años de edad, con EPOC secundaria a 

tabaquismo confirmada por diagnóstico clínico y radiológico, con antecedentes de hábito 

tabáquico mayor de 10 cigarros al día por más de 10 años, denominados en adelante con la 

clave EPT. 

Control: Individuos hombres y mujeres mayores de 50 años de edad, fumadores o 

exfumadores, con tabaquismo activo por más de 10 años y más de 10 cigarros al día y que 

tuvieran valores de función pulmonar normales, denominados en adelante con la clave FSE. 

7.4 Criterios de inclusión, no inclusión y eliminación 

7.4.1 Criterios de inclusión: 

Mestizos mexicanos por abolengo. 
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Mayores de 50 años de edad. 

Fumadores activos que consuman más de 10 cigarros por día y por más de 10 años de manera 

continua. 

Exfumadores que hayan consumido más de 10 cigarros por día y por al menos 10 años de 

manera continua. 

Ser evaluados con exámenes clínicos y radiológicos por parte de neumólogos del INER. 

Responder el cuestionario sobre hábito tabáquico y antecedentes heredopatológicos. 

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

7.4.2 Criterios de no inclusión: 

Enfermedades pulmonares agregadas diferentes a EPOC que alteren la función pulmonar. 

Enfermedades de tipo inflamatorio. 

Sujetos con contraindicación para realizar la espirometría. 

7.4.3 Criterios de eliminación: 

Muestra biológica insuficiente o de mala calidad. 

Cuestionario de datos incompleto. 

Espirometría de calidad C o inferior. 
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8.0 Metodología 

8.1 Obtención de DNA genómico 

A partir de células de sangre periférica extraídas por punción venosa, se obtiene DNA 

genómico utilizando el estuche comercial BD tract DNA isolation kit (Maxim Biotech, San 

Francisco CA, USA). El DNA Se cuantifica por espectrofotometría de absorción de luz 

ultravioleta a 260 nm de longitud de onda, empleando un equipo nanodrop (Thermo 

Scientific, DE, USA). La contaminación con compuestos orgánicos y proteínas se determina 

al establecer la relación de las lecturas 260/240 y 260/280 respectivamente; las muestras se 

consideran libres de contaminantes cuando en ambos casos la relación se encontró entre 1.7-

2.0. 

8.2 Selección y diseño de regiones a secuenciar 

Las regiones de interés seleccionadas se eligen con base en los reportes bibliográficos 

previos, en los cuales se identifican regiones reguladoras en las que se unen diferentes 

factores de transcripción (67-69). Las regiones de interés constaron de aproximadamente 500 

pb para TNF, 750 pb para IL6 y 600 para IL8; se seleccionan de la base de datos del NCBI la 

secuencia que comprendiera esta región. Empleando la herramienta primer-BLAST de NCBI 

se diseñan los primers teniendo como valor de GC% <65%, TM <60ºC y un tamaño de 

primer <25pb (tabla 3). 
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Tabla 3 Secuencias de los primers utilizados. 
Primer Secuencia pb TM GC% 

IL6_Prom1_F TGTAAAACGACGGCCAGTGCCAACCTCCTCT
AAGTGGGCT 22 58 59.09 

IL6_Prom1_R CAGGAAACAGCTATGACCGGCTAGCGCTAAG
AAGCAGAACCA 24 59.1 54.17 

IL8_Prom_1_F TGTAAAACGACGGCCAGTACCTCCCCAATAA
AATGATTGGCTGGC 27 59.6 48.15 

IL8_Prom1_R CAGGAAACAGCTATGACCCCGGTGGCTTTTT
ATATCATCACCCT 26 57 46.15 

TNF_Prom1_F TGTAAAACGACGGCCAGTAGGTTTTGAGGGG
CATGGGGAC 22 58.7 59.09 

TNF_Prom1_R CAGGAAACAGCTATGACCATGTCCCTGGGGC
GAGAGGAG 21 59.4 66.67 

En rojo la secuencia forward primer M13, en azul la secuencia reverse primer M13, 
TM=Temperatura de fusión, %GC= Porcentaje de Guanina-Citocina. 
 

8.3 Secuenciación bidireccional 

La secuenciación se realiza por medio del estuche comercial Bigdye Direct cycle sequencing 

(Applied Biosystem, Foster City, CA.), para lo cual se ajusta la concentración de DNA a 

4ng/μL y se verifica la integridad del DNA mediante corrimiento electroforético en gel de 

agarosa al 2%. La amplificación por PCR se lleva a cabo con el siguiente programa de 

amplificación: 95ºC 10 min 1 ciclo; 96ºC 3 seg, 62ºC 15 seg, 68ºC 30 seg por 35 ciclos; 72 

ºC 2min, 4ºC hasta el siguiente paso. La reacción de secuenciación se realiza con los 

siguientes ciclos: 37ºC 15min, 80ºC 2min, 96ºC 1min por 1 ciclo; 96 ºC 10 seg, 50 ºC 5 seg, 

60 ºC 75 seg por 25 ciclos; 4ºC hasta purificación, el producto obtenido se purifica mediante 

precipitación con etanol/EDTA. La inyección capilar se realiza en un analizador genético 

ABI 3130 (Applied Biosystem, Foster City, CA.) utilizando como archivo de movilidad 

DT3130POP7{BD}v2.mob, en un módulo de análisis RapidSeq36_POP7_1, inyectando a 1-

1.5kV de 5-10 segundos, recolectando datos durante 1,800 segundos y revisando los mismos 

con el software Sequencing Análisis v5.4. 
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8.4 Alineación de secuencias 

Para identificar los conjuntos de alineación, se emplea el algoritmo “contig assembly” en el 

software Sequencher 5.1 (GeneCodes, Ann Arbor, MI), usando “assemble automatically” 

con “minumum match percentage” de 80 y “minimum overlap” de 100 pb. La secuencia de 

referencia se importa de la base de datos del NCBI. A partir de los datos obtenidos de la base 

de datos de ensembl, al conjunto de muestras que compartían una secuencia consenso se les 

define como “contig”. Se determinan los polimorfismos y su posición dentro de la secuencia, 

todos se asignan tomando en cuenta el sobrelapamiento de los picos en los electroferogramas. 

8.5 Discriminación alélica para genotipificación de SNP 

Se genotipificaron 5 SNP en TNF y 6 en IL6; los polimorfismos incluidos fueron rs1800629, 

rs56036015, rs4987027, rs673, rs361525 y rs41297589 en TNF, rs140838807, rs186909159, 

rs1800797, rs1800796 y rs192273987 en IL6). La discriminación se realiza mediante PCR 

en su modalidad de Tiempo Real (PCR-RT), en un equipo 7300 Real Time PCR Systems 

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

Tabla 4. Ciclos y temperaturas de PCR en tiempo real. 
Etapa Temperatura Tiempo Ciclos 
Pre-Read 60° C 1 min 1 

Cuantificación Absoluta 

50° C 2 min 1 
95° C 10 min 1 
95° C 15 seg 40 60° C 1 min 

Post-Read 60° C 1 min 1 
 
Se incluyen 4 controles de contaminación por cada placa, denominados como No Template 

Controls (NTC). El software que se utiliza es el Sequence Detection Software versión 1.4. 

Se crean 2 archivos, uno para discriminación alélica (extensión .AD) y uno para 
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cuantificación absoluta (extensión .AQ). Los detectores de señal de fluorescencia son VIC el 

cual se asignó para alelo B y FAM que asigno alelo A en todos los casos. 

La mezcla maestra de reacción se prepara con los siguientes volúmenes calculados para 96 

muestras: 

Tabla 5. Componentes de la reacción de PCR en tiempo real para genotipificación. 
Componentes Volúmenes 

TaqMan Genotyping Master Mix* 200 μL 
SNP Genotyping Assay (específicos de cada SNP) 6.5 μL 
H2O libre de DNAsas y RNAnas 220 μL 
DNA ajustado a 10ng/L 3 μL 
*TaqMan Genotyping Master Mix es un reactivo que contiene: AmpliTaq Gold DNA Polymerase, 
Desoxinucleotidos trifosfatados (dNTPs) y referencia pasiva ROX. 

8.6 Inducción de esputo 

El esputo se obtiene al nebulizar a los participantes con solución salina al 7%, la nebulización 

se realiza por periodos de 5 min cuatro veces, una vez concluido el procedimiento se le pide 

al paciente que se lave la boca con agua y posteriormente expectore en un recipiente para la 

recolección de la muestra. Una vez obtenida la muestra, la flema se separa de la saliva en una 

caja Petri con ayuda de hisopos estériles, posteriormente se coloca un tubo de polipropileno 

de 50 mL, se le agrega 4 volúmenes de buffer salino de fosfatos (PBS) al 1% y se disgrega 

mecánicamente, primeramente con jeringa de insulina y posteriormente de 20 mL, se 

centrifuga a 3600 rpm durante 30 min, se recupera el sobrenadante y se crioconserva a -70 

°C, el botón celular se resuspende en 8 mL de PBS al 1% y se centrifuga a 1600 rpm durante 

10 min, se desecha el sobrenadante y el pellet se vuelve a resuspender con 1 mL de PBS. La 

muestra se centrifuga a 1,600 rpm durante 10 min, el sobrenadante se desecha y el pellet se 

resuspende en 500 μL de medio de cultivo Red Phenol Medium Indicator (RPMI), se trasvasa 

a criotubos donde se le agrega 400 μL medio RPMI con 100 μL de dimetilsulfoxido (DMSO) 

y se conserva -20 °C. 
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8.7 Expresión de mRNA por sondas Taqman 

El mRNA se extrae a partir de células pulmonares obtenidas de esputo inducido, mediante el 

método Trizol/cloroformo, posteriormente se hidrata en 30μL. El mRNA se convierte a 

cDNA empleando el estuche comercial Revert Aid First Strand cDNA Synthesis kit (Thermo 

scientific, DE, USA); se comprueba la existencia del material genético utilizando primers 

específicos para β-Globina (One Lambda Inc. Canoga Park, CA, USA). 

Se realiza una curva estándar de concentración de cDNA, obtenido de sangre periférica, para 

TNF e IL6 y GAPDH como control endógeno, la curva se establece de 0.01-100 ng/μL, con 

5 puntos y factor de dilución 1:10 para TNF; para IL6 fue de 61.7-5,000 ng/μL con 5 puntos 

y factor de dilución 1:3. Las muestras se ajustan a 25 ng/μL y se agregan los demás 

componentes como se describe en la siguiente tabla: 

Tabla 6 Componentes de reacción de qPCR 
Componente Volumen (μL) 

20✕ TaqMan Gene Expression Assay* 1 
2✕ TaqMan Gene Expression Master Mix† 10 
cDNA (25 ng/μL) 4 
Agua libre de nucleasas 5 
* Sonda comercial para IL6 o GAPDH como control endógeno, † La mezcla re reacción 
utilizada contiene UNG (Uracil-N-glucosilasa). 

El programa de ciclaje utilizado es el mismo descrito en la tabla 3. 

Los resultados obtenidos son analizados en el software 7500 fast real time v2.0.6, usando el 

método comparativo CT (ΔΔCT) para calcular la concentración relativa de expresión génica. 

8.8 Análisis Estadístico 

Las diferencias entre los dos grupos en estudio se evalúan mediante la determinación y 

comparación de las frecuencias de perfiles, de genotipos y alelos. Se emplean tablas de 

contingencia de 2x2. La significancia estadística se establece mediante el paquete estadístico 
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Epi Info 7.1.4.0, tomando en cuenta los valores de 2. Los resultados se consideran 

significativos cuando el valor de p fue <0.05; de igual forma se estima la razón de momios 

(OR) con intervalos de confianza del 95%, con el fin de conocer la fuerza de la asociación. 
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9.0 Resultados 

9.1 Población de estudio 

Las características clínicas de los sujetos incluidos en ambas etapas se presentan en la tabla 

7, la relación de género (F:M) para los participantes de la primera etapa fue de 1:2.1 en el 

grupo de pacientes y 1:1.8 en el grupo FSE, en la segunda etapa la relación en el grupo EPT 

fue 1:2.3 y en FSE 1:2.0; en ambas etapas, estas diferencias no fueron estadísticamente 

significativas. El promedio de edad en los grupos EPT de ambas etapas, fue ligeramente 

mayor que el grupo FSE (aproximadamente 3 años, p=NS). El índice tabáquico fue mayor 

en el grupo de pacientes en comparación con los fumadores sin la enfermedad. En relación 

al grado GOLD, en los dos grupos de casos incluidos, la mayor cantidad de sujetos se 

encontró en los grados II y III (~70%), siendo el de mayor frecuencia GOLD II (primera 

etapa=44.84%, segunda etapa=41.15%, p=NS). Se encontraron diferencias en las medidas de 

función pulmonar, producto de las características propias de la selección de casos y controles 

(tabla7).
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Tabla 7 Datos demográficos de población incluida 

Variables Primera etapa Segunda etapa p EPT n=165 FSE n=165 EPT (n=260) FSE (n=506) 
Género      

Masculino (%) 112 (67.87) 107 (64.84) 181 (69.62) 340 (67.19) NS 
Femenino (%) 53 (32.12) 58 (35.15) 79 (30.38) 166 (32.80) NS 

Edad 63.96 ± 2.92 60.07 ± 4.63 66.8 ± 3.21 63.5 ± 5.02 NS 
Índice tabáquico 55.16 ± 4.8 51.87 ± 1.7 52 ± 4.1 48 ± 2.2 NS 
Grado GOLD (%)      

I 27 (16.36)  44 (16.92)  NS 
II 74 (44.84)  104 (41.15)  NS 

III 47 (28.48)  71 (27.30)  NS 
IV 17 (10.30)  38 (14.61)  NS 

Medidas de función pulmonar *‡      
FEV1 ref (%) 58.70 (14-129) 97.54 (58-140) 65 (15-78) 95 (83-160) <0.001 
FVC ref (%) 85.06 (31-160) 97.53 (61-140) 81 (18-90) 90 (80-156) <0.001 

FEV1/FVC (%) 51.82 (22-70) 79.88 (71-91) 57 (19-62) 84 (73-108) <0.001 
EPT=Pacientes con EPOC secundaria a tabaquismo; FSE=Fumadores sin la enfermedad; ± SD. * Valores post-broncodilatador. ‡ se 
muestran valores mínimos y máximos. 
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9.2 Primera etapa 

9.2.1 Conjuntos de alineación en TNF 

A través de la alineación comparativa de secuencias fue posible determinar 11 diferentes 

conjuntos de alineación (contigs) y se realizó la comparación de sus frecuencias en los grupos 

de estudio; la frecuencia del contig 10 se encontró incrementado en el grupo EPT en relación 

a FSE (p=0.0005, OR=3.64, 95% CI=2.03-6.71) (tabla 8). Las secuencias de los contigs 

identificados son presentadas en el anexo 2. 

Tabla 8 Frecuencias de contigs de TNF 

TNF contig EPT FSE p OR IC 95% n=165 FC (%) n=165 FC (%) 
10 57 34.55 21 12.65 5.0E-04 3.64 2.03-6.71 
2 22 13.33 23 13.86    
1 21 12.73 28 16.87    
3 21 12.73 22 13.25    
6 18 10.91 28 16.87    

Otros 26 <10 43 <10    
EPT= Pacientes con EPOC secundaria a tabaquismo, FSE= Fumadores sin la enfermedad, 
FC= frecuencia de “contig”, p= valor de p, OR=odds ratio, 95% IC 95%= Intervalos de 
confianza al 95%. Se muestran sólo contigs con frecuencia >10%. 

 

9.2.2 Estratificación por grado GOLD de contigs de TNF 

Se realizó la estratificación del grupo de pacientes con base en la clasificación de gravedad 

GOLD, se denominó los grados de menor gravedad (GOLD I y II) como “G1” y los grados 

de mayor gravedad (GOLD III y IV) como “G2”. Cuando se comparó G2 vs. G1, se encontró 

una diferencia estadísticamente significativa en el contig 1, el cual está incrementado en el 

grupo G2 (p=0.010, OR=3.56, 95% CI=1.30-10.33). Al realizar la comparación entre los 

grupos G1 y G2 con FSE, el contig asociado fue el 10 (p=0.000017, OR=3.82, 95% CI=1.99-

7.43; p=0.0042, OR=2.92, 95% CI=1.35-6.24, respectivamente; (tabla 9). 
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Tabla 9 Frecuencias de contigs en TNF en estratificación por grado GOLD 

TNF contig G1 G2 FSE p n=101 CF (%) n=64 CF (%) n=165 CF % 
10 36 35.6 19 29.7 21 12.7 ‡ § 
1 8 7.92 15 23.4 22 13.3 † 
2 13 12.9 8 12.5 23 13.9  
3 15 14.9 8 12.5 28 16.9  

Otros 29 <10 14 <10 71 <10  
G1=GOLD I+II, G2=GOLD III+IV, EPT= Pacientes con EPOC secundaria a tabaquismo, 
FSE= Fumadores sin la enfermedad, FC= frecuencia de “contig”, ‡=Asociación entre G1 
and FSE (p=1.8E-05, OR=3.82, IC 95%=1.99-7.43); §=Asociación entre G2 y FSE (p=4.2E-
05, OR=2.92, IC 95%=1.35-6.24); †=Asociación entre G2 and G1 (p=1.0E-02, OR=3.56, IC 
95%=1.30-10.33). Se muestran sólo contigs con frecuencia >10%. 

9.2.3 Determinación de SNP en TNF por secuenciación 

Se identificaron 6 polimorfismos en la región analizada, la cual incluyó de la base -350 a -1. 

En el análisis por genotipo, se encontró una asociación con el genotipo GA de tres de los seis 

SNP identificados: rs1800629 (p=0.038, OR=2.07, 95% CI=1.04-4.25), rs56036015 

(p=0.0082, OR=3.18, 95% CI=1.32-8.46), y rs361525 (p=0.001, OR=4.220, 95% CI=1.71-

11.84), mostrando una frecuencia incrementada en EPT en comparación a FSE (tabla 10). 
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Tabla 10 Frecuencias de genotipos encontradas en TNF por secuenciación en la primera etapa (PE) y discriminación alélica en la 
segunda etapa (SE) 

SNP 
PE  SE  p OR IC 95% 

EPT  FSE  EPT  FSE  PE SE PE SE PE SE n=165 FG (%)  n=165 FG (%)  n=260 FG (%)  n=506 FG (%)  
rs1800629                   

GG 133 80.60  148 89.70  233 89.6  479 94.74        
GA 30 18.18  16 9.70  27 10.4  25 4.84  3.8E-02 6.00E-03 2.07 2.26 1.04-4.25 1.23-4.15 
AA 2 1.22  1 0.60  0   2 0.42        

rs56036015                   
GG 142 86.06  157 95.15  230 88.61  482 95.2        
GA 23 13.94  8 4.85  30 11.39  24 4.8  8.2E-03 1.10E-03 3.18 2.54 1.32-8.46 1.40-4.61 
AA 0   0   0   0         

rs4987027                   
AA 162 98.18  162 98.18  250 96.06  494 97.6        
CA 2 1.21  3 1.82  5 1.97  6 1.2        
CC 1 0.61  0   5 1.97  6 1.2        

rs673                   
GG 158 95.76  162 98.18  243 93.46  483 95.38        
GA 7 4.24  3 1.82  17 6.92  23 4.62        
AA 0   0   0   0         

rs361525                   
GG 136 82.42  155 93.94  237 91.24  464 91.79        
GA 26 15.76  7 4.24  22 8.37  41 8.01  1.0E-03  4.220  1.71-11.84  
AA 3 1.82  3 1.82  1 0.4  1 0.21        

rs41297589                   
TT 145 87.88  147 89.09  247 94.95  494 97.59        
TA 17 10.30  18 10.91  13 5.05  12 2.41        
AA 3 1.82  0   0   0         

PE: Primera etapa; SE: Segunda etapa; EPT= Pacientes con EPOC secundaria a tabaquismo, FSE= Fumadores sin la enfermedad, FG= 
Frecuencia de genotipo, p= valor de p, OR=odds ratio, 95% IC 95%= Intervalos de confianza al 95%. 
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9.2.4 Conjuntos de alineación en IL6 

Por medio del algoritmo de alineación de secuencias, se consiguió determinar 8 contigs 

diferentes; el contig 3 se encuentra aumentado en el grupo EPT (17%) en relación a FSE 

(8%) (p=0.0194 OR=2.39 IC95%=1.14-5.23), en la tabla 11 se muestran las frecuencias de 

los contigs determinados. Las secuencias de los contigs identificados son presentadas en el 

anexo 2. 

Tabla 11 Frecuencias de contigs de IL6 

IL6 contig EPT FSE p OR IC95% n=165 FC (%) n=165 FC (%) 
1 45 27.27 53 32.12    
2 41 24.85 43 26.06    
3 28 16.97 13 7.88 1.94E-02 2.4 1.14-5.23 
4 17 10.3 22 13.33    

Otros 34 <10 35 <10    
EPT= Pacientes con EPOC secundaria a tabaquismo, FSE= Fumadores sin la enfermedad, 
FC= frecuencia de “contig”, p= valor de p, OR=odds ratio, 95% IC 95%= Intervalos de 
confianza al 95%. Se muestran sólo contigs con frecuencia >10%. 

9.2.5 Estratificación por grado GOLD de contigs de IL6 

Se realizó la comparación de las frecuencias de contigs en los grupos G1 vs. G2 y G1 y G2 

vs. FSE respectivamente; se encontró diferencia estadísticamente significativa cuando se 

comparó al grupo de menor gravedad (22%) con el grupo control (8%) (p=0.0016, OR=3.39 

IC95%=1.51-7.56) (Tabla 12). 
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Tabla 12 Frecuencias de contigs en IL6 en estratificación por grado GOLD 

IL6 contig G1 G2 FSE p n=101 FC (%) n=64 FC (%) n=165 FC (%) 
1 24 23.4 18 28.3 53 32.12  

2 18 18.09 21 32.08 43 26.06  

3 23 22.34 7 11.32 13 7.88 ‡ 
4 13 12.77 5 7.55 22 13.33  

Otros 23 <10 14 <10 35 <10  

G1=GOLD I+II, G2=GOLD III+IV, EPT= Pacientes con EPOC secundaria a tabaquismo, 
FSE= Fumadores sin la enfermedad, FC= frecuencia de “contig”, ‡=Asociación entre G1 vs. 
FSE (p=1.6E-03, OR=3.39 IC95%=1.51-7.56). Se muestran sólo contigs con frecuencia 
>10%. 

 

9.2.6 Determinación de SNP en IL6 por secuenciación 

Se logró determinar 5 polimorfismos tipo SNP diferentes en la región que comprendió de la 

base -250 a -1; se encontró asociación en el genotipo GC del rs140838807, al estar aumentada 

su frecuencia en el grupo de EPT vs. FSE (p=0.0206, OR=1.85, IC 95%=1.09-3.16) y en el 

caso del genotipo GA del rs1800797, su frecuencia en el grupo de FSE en relación al grupo 

de casos (p=0.0273, OR=0.60, IC 95%=0.38-0.95) (tabla 13).
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Tabla 13 Frecuencias de genotipos encontradas en IL6 por secuenciación en la primera etapa (PE) y discriminación alélica en la 
segunda etapa (SE) 

SNP 
PE  SE  p OR IC 95% 

EPT  FSE  EPT  FSE  PE SE PE SE PE SE 
n=165 FG (%)  n=165 FG (%)  n=260 FG (%)  n=506 FG (%)        

rs140838807                   
GG 103 0.62  128 0.78              
CG 53 0.32  34 0.20        2.0E-02  1.85  1.09-3.16  
CC 9 0.05  3 0.02              

rs186909159                   
AA 102 0.62  117 0.70              
TA 52 0.32  43 0.26              
TT 11 0.06  5 0.04              

rs1800797                   
GG 83 0.50  104 0.63  119 46.15  257 50.85  2.7E-02 NS 0.60 NS 0.38-0.95 NS 
AG 75 0.45  57 0.35  119 46.15  193 38.23        
AA 7 0.05  4 0.02  22 7.69  56 10.92        

rs1800796                   
GG 121 0.74  128 0.76  202 78.63  363 71.67        
CG 24 0.15  32 0.18  58 21.37  143 28.33        
CC 5 0.04  5 0.02  0 0  0 0        

rs192273987                   
AA 125 0.76  126 0.76              
AG 32 0.20  35 0.18              
GG 8 0.04  4 0.02              

PE: Primera etapa; SE: Segunda etapa; EPT= Pacientes con EPOC secundaria a tabaquismo, FSE= Fumadores sin la enfermedad, FG= 
Frecuencia de genotipo, p= valor de p, OR=odds ratio, 95% IC 95%= Intervalos de confianza al 95%. 
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9.2.7 Conjuntos de alineación en IL8 

Se realizó la alineación comparativa de las secuencias obtenidas; se obtuvieron 8 contigs 

diferentes, de los cuales se comparó las frecuencias entre los grupos de estudio, así como en 

el grupo pacientes estratificado por grado GOLD, no se encontró asociación en ninguna de 

estas comparaciones, por lo cual no se determinó las frecuencias de los polimorfismos 

comprendidos en esta región ni se continuó con su análisis en la etapa posterior (tabla 14.) 

Tabla 14 Frecuencias de contigs de IL8 

IL8 contig  EPT FSE p OR IC 95% n=165 FC (%) n=165 FC (%) 
3 67 43.79 66 41.25 NS NS NS 
5 20 13.07 24 15.00 NS NS NS 
2 18 11.76 22 13.75 NS NS NS 

Otros 60 <10 53 <10 NS NS NS 
EPT= Pacientes con EPOC secundaria a tabaquismo, FSE= Fumadores sin la enfermedad, 
FC= frecuencia de “contig”, p= valor de p, OR=odds ratio, 95% IC 95%= Intervalos de 
confianza al 95%. Se muestran sólo contigs con frecuencia >10%. 

 

9.3 Segunda etapa 

9.3.1 Frecuencias de genotipos en TNF 

Los seis SNP identificados previamente por secuenciación, fueron genotipificados por PCR 

en tiempo real y los resultados de sus frecuencias de genotipos comparadas usando la prueba 

de χ2, el genotipo GA del rs1800629 se encontró incrementado en el grupo de pacientes con 

EPOC (10.4%) comparado con los fumadores sin la enfermedad. En el caso del rs56036015 

mostró una frecuencia incrementada en el grupo EPT (11.93%) en relación a FSE (4.8%); en 

ambos casos, las diferencias fueron estadísticamente significativas y asociadas a un riesgo 

incrementado (OR>2.0) (tabla 10). 

9.3.2 Frecuencias de genotipos en IL6 
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Para esta etapa en IL6, se incluyeron aquellos polimorfismos que fueron asociados en la etapa 

previa (rs140838807 y rs1800797); adicionalmente se genotipificó el rs1800796, debido a 

que se ha reportado previamente en diferentes trabajos en otras poblaciones, en alto 

desequilibrio de ligamiento. 

En cuanto a los polimorfismos asociados en la etapa previa, sus frecuencias fueron similares 

en ambas etapas, sin embargo, el hallazgo de asociación no se mantuvo. Con respecto al 

rs1800796, sus frecuencias de genotipo fueron similares a lo reportado en las bases de datos; 

sus diferencias no fueron estadísticamente significativas. 

9.3.3 Análisis de haplotipos 

Con las frecuencias alélicas obtenidas de la etapa de validación por sondas Taqman, se realizó 

el análisis empleando el software Haploview v4.2, para el caso de TNF no se encontró ningún 

haplotipo con una r2>0.80, para IL6 se formó 1 haplotipo tomando una r2>0.80 (figura 1), el 

haplotipo fue formado entre el rs140838807 y el rs1800797, los rs1800797-rs1800796 

tuvieron una r2=0.79 y rs1800796-rs192273987 r2=0.76; sin embargo, no se encuentra ningún 

haplotipo asociado con la enfermedad o con la gravedad GOLD; sólo el rs361525 de TNF no 

se encontró en equilibrio de Hardy-Weinberg (tabla 15). 
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Tabla 15 Equilibrio de Hardy-Wienberg en SNP de TNF e IL6 
Gen SNP ObsHET PredHET HWpval 

TN
F 

rs1800629 0.14 0.146 0.655 
rs56036015 0.094 0.09 0.953 
rs4987027 0.015 0.021 0.0634 
rs673 0.03 0.03 1 
rs361525 0.1 0.127 0.0038 
rs41297589 0.106 0.117 0.2393 

     

IL
6 

rs140838807 0.264 0.28 0.3798 
rs186909159 0.289 0.312 0.2411 
rs1800797 0.401 0.362 0.0655 
rs1800796 0.222 0.243 0.1809 
rs192273987 0.207 0.245 0.0131 

ObsHET=Heterocigotos observados, PredHET=Heterocigotos predichos, HWpval=Valor de 
p del equilibrio de Hardy-Weinberg, %Geno=% de genotipificación, MAF=Frecuencia del 
alelo menor. 
 
 

 

Figura 5 Haplotipos en TNF 

 
Se incluyeron los 6 SNP analizados en la etapa de validación. 
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Figura 6 Haplotipos en IL6 

 
Se incluyeron los 6 SNP analizados en la etapa de validación. 
 

9.4 Determinación de la expresión de mRNA de TNF-α e IL-6 

9.4.1 Expresión de mRNA de TNF-α 

La expresión de mRNA fue reportada por el método de ΔΔCT, y normalizada con el valor 

del control endógeno (GAPDH), se expresan en Unidades Relativas de mRNA y ajustadas a 

escala logarítmica en la gráfica. 

Se encontró que la expresión en pacientes con EPOC fue mayor en comparación con los 

fumadores sin la enfermedad, siendo esta diferencia estadísticamente significativa (p <0.05); 

dicho incremento es de 2.6 veces más en el grupo EPT en comparación con FSE (figura 3). 

9.4.2 Expresión de mRNA de IL-6 

El análisis de expresión de IL-6 fue realizado siguiendo el mismo método descrito para TNF-

α; los niveles de expresión encontrados no fueron detectables en ninguno de las muestras 
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incluidas, por lo cual se decidió realizar la determinación a partir de células de sangre 

periférica de los mismos individuos, sin embargo, no fue posible detectar tampoco los niveles 

de esta forma. 
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Figura 2 Expresión de TNF-α 

 
La expresión de TNF-α aumentó 2.56 veces, al dividir el valor normalizado de EPT entre FSE. 
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10.0 Discusión 

La EPOC es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad a lo largo del mundo, 

particularmente entre fumadores mayores de 40 años de edad. A pesar de la investigación 

biomédica, esfuerzos en los cuidados de salud y los altos costos de atención, las estadísticas revelan 

un aumento en la mortalidad (158). Se estima que globalmente, cerca de 6 millones de muertes 

cada año son atribuibles a fumar, y se prospecta que para 2030 incrementará esta cifra a 8.3 

millones, en respuesta a este fenómeno la OMS ha establecido el Convenio Marco para el Control 

del Tabaco (FCTC, por sus siglas en inglés). Este convenio ha aportado evidencia considerable 

sobre el hecho de que los impuestos al cigarro, las leyes de espacios libres de humo de cigarro, la 

publicidad advirtiendo los daños y las campañas y tratamientos para dejar de fumar, pueden reducir 

tasas de fumadores (159). 

La EPOC es una enfermedad pulmonar de origen multifactorial, se han descrito diferentes vías 

inmunológicas involucradas en su patogénesis (160), también se han reportado diferentes 

biomarcadores alterados, en particular los relacionados a inflamación, entre estos se encuentra el 

TNF-α, el cual tiene funciones como mediador en la respuesta inmune frente a bacterias Gram 

positivas, amplifica la inflamación por medio de la regulación de diferentes genes y se relaciona 

con efectos sistémicos de la EPOC; existen estudios que han demostrado relación entre trastornos 

metabólicos y niveles elevados de TNF-α (161)se asocia con metabolismo acelerado, así como 

con enfermedades crónico debilitantes, resultando en pérdida de peso, de proteínas de músculo 

esquelético y tejido adiposo (152, 141). El incremento en su producción conduce a aumento de la 

inflamación y respuesta pro-oxidativa, además se piensa que desempeña un papel importante en 

las características respiratorias y sistémicas de la enfermedad (47), se han encontrado aumentados 

estos niveles durante exacerbaciones infecciosas (162), también se ha asociado con 

manifestaciones sistémicas como disminución del índice de masa corporal (163) y gasto energético 

anormal en reposo (164). 
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Dicha citocina se codifica por el gen TNF, localizado en el brazo corto del cromosoma 6 (6p21.3), 

a lo largo del gen se han descrito una gran cantidad de polimorfismos; a este respecto, diferentes 

estudios han evaluado la contribución de polimorfismos tipo SNP en la región promotora, dada su 

participación en la regulación transcripcional. En el presente trabajo se caracterizaron conjuntos de 

alineación (contigs) en la región promotora de TNF, asociados con la susceptibilidad y con la 

gravedad GOLD en EPOC; además se analizaron de manera individual los polimorfismos 

contenidos en estos conjuntos, se identificaron tres SNP asociados con el establecimiento de la 

enfermedad, dos de los cuales se conservaron después de su validación en una segunda población 

con las mismas características clínicas y poblacionales. 

Este es el primer trabajo empleando esta metodología que reporta conjuntos de alineación, que son 

polimorfismos compartidos por un grupo de individuos, asociados a EPOC. Previamente se han 

realizado trabajos en los cuales se han encontrado haplotipos asociados con la enfermedad; en 2008 

Gingo M. y cols. realizaron un estudio en caucásicos de CO, USA., en donde analizaron 5 SNP en 

el promotor de TNF, encontraron que el alelo A en la posición -308 y A en -237 se asocia con 

riesgo incrementado, mientras el alelo T en -857 con riesgo disminuido al comparar los grados 

menos graves versus los más graves, interesantemente también encontraron el haplotipo CC/TT (-

1031/-863) con un OR disminuido al comparar pacientes con fumadores sin la enfermedad (165). 

En contraste, en una población de Grecia se analizó un microarreglo con 5 SNP en el promotor de 

TNF en pacientes con EPOC secundaria a tabaquismo y bronquiectasias; no se encontraron 

asociación con los polimorfismos de manera individual; mientras que con el haplotipo TCCGG 

(−1013T/C, −863C/A, −857C/T, −308G/A, −238G/A) se observó una asociación discreta al 

compararlo con un grupo poblacional incluido en el estudio (166). En población caucásica de USA, 

se realizó un análisis de 10 SNP etiqueta en TNF y LTA, en el que no encontraron asociación ni de 

manera individual, ni con algún haplotipo (167), existe evidencia en relación del componente 

hereditario, a través de diferentes estudios de asociación genética, no obstante, estas asociaciones 
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se observan de manera diferente en función de la población; en un meta análisis realizado para el 

SNP -308 G/A en TNF, tomando en cuenta 19 estudios diferentes en población asiática, se 

encuentra asociación con riesgo incrementado y una p acumulada de 0.009, interesantemente al 

comparar con los estudios en poblaciones caucásicas, no encuentra asociación (143); no existen 

reportes estratificados por población para polimorfismos en IL6 asociados con EPOC. En cuanto a 

la gravedad de la enfermedad y su asociación con variantes genéticas, los hallazgos resultan 

controversiales; en población caucásica de USA se realizó un estudio donde no se encontraron 

asociados polimorfismos de TNF con la tasa de decline de la función pulmonar (168), consistente 

con este hallazgo, en población caucásica de Turquía no se encontró asociación del rs1800629 con 

el pronóstico, determinado por la caída de la FEV1 e índice de masa corporal en el seguimiento de 

pacientes a un año, sin embargo, el genotipo GA se mostró asociado con exacerbaciones y 

hospitalización (169). Interesantemente, en caucásicos españoles, el alelo A de TNF-863 fue 

asociado con una mejor FEV1 y un bajo índice BODE (170). Semejante con estos hallazgos en un 

trabajo realizado en 10 centros diferentes de USA, tomando en cuenta 10 SNP en LTA y 4 en TNF, 

no se encontró asociación con las variables de gravedad clínica (166). En el presente trabajo 

encontramos conjuntos de alineación, asociados con los grados de mayor gravedad GOLD, lo cual 

constituye el primer reporte de este tipo en población mestiza mexicana. En nuestra población, en 

cuanto al grado GOLD, la mayor prevalencia se encuentra en GOLD II y III, mientras los de menor 

frecuencia son I y IV; en este reporte, agrupamos los grados de menor gravedad (GOLD I y II) y 

los de mayor (III y IV); en los dos grupos de casos incluidos, la mayor cantidad de sujetos se 

encontró en los grados II y III, siendo el de mayor frecuencia GOLD II, lo cual es un 

comportamiento reportado en nuestra población (171-172). 

De manera individual se identificaron 3 SNP asociados a susceptibilidad, de los cuales el 

rs1800629 y rs361525 ya han sido estudiados en EPOC, con resultados poco concluyentes; para el 

SNP TNF-308G/A (rs1800629, un cambio de guanina por adenina G→A), se ha reportado que el 
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alelo A (alelo menor) incrementa la tasa transcripcional del gen, (173) y ha sido asociado a un 

sinnúmero de enfermedades (174). En una población de Taiwán se reportó asociación con el 

genotipo GA con bronquitis crónica y con una respuesta inflamatoria incrementada (175), los 

resultados de este trabajo están incluidos en un meta-análisis realizado por Zang y cols. en 2010, 

en el cual se mostró que el genotipo -308 GA está asociado al riesgo en poblaciones asiáticas pero 

no en caucásicas, asociación que se conserva cuando se estratifica por tabaquismo (143), no 

obstante, estos resultados no han sido replicados en otras poblaciones. En 2012 se realizó un estudio 

en población taiwanesa, donde se identificó al TNF-863 (rs1800630) asociado con incremento en 

el cociente FEV1/FVC y el índice de masa corporal (144). Otro polimorfismo reportado en EPOC 

es el rs361525 GA, el cual incrementa la expresión proteica en secreciones pulmonares, así como 

la bioactividad con inflamación neutrofílica, aumentando su quimiotaxis, además de estar asociado 

con características clínicas de la enfermedad, incluyendo su progresión (176), este polimorfismo 

no conservó la asociación al realizar la validación del hallazgo en la segunda etapa; en relación al 

SNP rs56036015, no existen estudios de asociación con EPOC u otras enfermedades; 

interesantemente en nuestro estudio dicha asociación se conservó en ambas etapas. 

Con respecto a IL6, se encontró el contig 3 asociado tanto en el análisis con el grupo de pacientes 

sin estratificar, así como estratificados por la gravedad clínica de la enfermedad, en este sentido, 

no se han reportado conjuntos de polimorfismos con EPOC o con algún fenotipo clínico de la 

enfermedad; Se trata de una citocina pleiotrópica que juega un papel importante en la regulación 

de la respuesta inmunológica e inflamatoria. Es producida por células T, monocitos, fibroblastos, 

células endoteliales y queratinocitos (75). Las concentraciones de IL-6 se han descrito 

incrementadas en esputo inducido, lavado bronquioalveolar y concentrado de aire exhalado, 

particularmente durante exacerbaciones (148-150). La IL-6, también se incrementa en plasma 

durante las exacerbaciones (151-152). Existe evidencia genética acerca de la participación de 

ciertos polimorfismos tipo SNP en el gen de IL6 implicados en el incremento de la producción de 
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la proteína, así como su asociación con rasgos fenotípicos, tanto de asma como de EPOC; en 2044, 

se identificó que el polimorfismo 48892 A/C (D358A) en el exón 9 incrementa los niveles séricos 

de IL-6R, dado que este corresponde a un sitio de ruptura proteolítica, por otro lado el SNP -183 

G/A en el promotor mostró una baja concentración del receptor para los portadores del alelo C en 

comparación con el alelo A (177). En otro estudio, Hawker G. et al, en 2012 reportó en una cohorte 

de ancestría europea del programa de investigación en asma severa, que el alelo C del rs2228145 

de IL6R se asocia con un bajo porcentaje de FEV1, cociente FEV1/FVC y PC20 (178). Con respecto 

a polimorfismos en IL6 asociados con EPOC, en 2009 se reportó que el SNP -174 G/C se asocia 

con el decline rápido de la función pulmonar, y 4 SNP en alto desequilibrio de ligamiento (-1479 

C/T, -1363 G/T, 3331 G/A y 5909 G/A) con la susceptibilidad genética (153). Yanbaeva DG y 

cols. en el mismo año, demostraron que el haplotipo H2 en IL6 compuesto por los SNP s2069825, 

rs2069827, rs1800797, rs2069840, rs1554606, rs2069861 y rs1818879, se asocia con un alto riesgo 

a padecer EPOC y con bajos niveles de CRP (179). Con respecto a IL8, existen diversos 

polimorfismos que se han asociado con el incremento en la producción de la proteína, así como 

con EPOC o algún fenotipo clínico, sin embargo, en nuestro trabajo, no encontramos asociación 

de ningún contig o de polimorfismos individuales, motivo por el cual no se continuó con su análisis 

en las siguientes etapas (125, 155, 156). 

En conjunto, estos polimorfismos de TNF e IL6 no han sido descritos en ningún trabajo previo; en 

nuestros resultados fue posible reportarlos, dado que la metodología empleada permite encontrarlos 

a través de un algoritmo de alineación, en el que se comprende a este grupo de variantes 

polimórficas ubicadas en la región de unión a factores de transcripción. La unión de estos factores, 

depende en gran medida de las secuencias de nucleótidos y de las variaciones en las mismas, por 

lo cual el análisis de las regiones reguladoras, es importante para comprender los mecanismos 

moleculares que están relacionados en la patogénesis de la enfermedad. 
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En cuanto al análisis de expresión en células pulmonares de esputo inducido, no fue posible detectar 

niveles de mRNA ni de TNF-α o IL-6; en 2015 Silva Antunes y cols. mostraron que líneas celulares 

pulmonares bronquiales y alveolares estimuladas con LTαβ, producen citocinas y quimiocinas, 

entre ellas IL-6 (180). Por otro lado, también demostraron que el rs361525 no induce cambio en 

los niveles celulares de expresión, medidos a través de ELISA y qPCR (181), sin embargo, en 

ambos reportes emplearon líneas celulares y células de sangre periférica, en contraste con las 

obtenidas de esputo inducido de nuestro estudio, dado que es una metodología no invasiva, que 

permite el acceso a células epiteliales pulmonares, así como células de la respuesta inflamatoria 

local. Aun así, cuando se realizó el análisis de expresión en células de sangre periférica, se encontró 

un mayor nivel de expresión del grupo de pacientes con EPOC en comparación con fumadores sin 

la enfermedad, esto ha sido reportado por diferentes grupos de trabajo, tanto en modelos murinos 

como en células de sangre periférica humana (182). 
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11. Conclusiones 

En conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que existen grupos de riesgo al 

establecimiento de EPOC, así como con la gravedad clínica en función del conjunto de 

polimorfismos de TNF e IL6, los cuales se encuentran en la región promotora, y que pueden influir 

en la producción proteica en este grupo de sujetos, sin embargo esta producción, al ser local, es 

difícil de cuantificar por medio de la separación de esputo inducido, por lo cual resulta deseable el 

análisis informático ulterior que relacione las secuencias identificadas, particularmente aquellas 

asociadas a mayor gravedad, con los potenciales factores de transcripción. 
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Anexo 1 Artículo de requisito 
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Anexo 2 Secuencias 

Secuencias consenso de contigs en TNF 

Perfil 1 

GAAATGGAGGCAATAGGTTTTGAGGGGCATGGGGACGGGGTTCAGCCTCCAGGGTC
CTACACACGAATCAGTCAGTGGCCCAGAAGACCCCCCTCGGAATCGGAGCAGGGAG
GATGGGGAGTGTGAGGGGTATCCTTGATGCTTGTGTGTCCCCAACTTTCCAAATCCC
CGCCCCCGCGATGGAGAAGAAACCGAGACAGAAGGTGCAGGGCCCACTACCGCTTC
CTCCAGATGAGCTCATGGGTTTCTCCAGGAAGGAAGTTTTCCGCTGGTTGAATGATT
CTTTCCCGGCCT 
Perfil 2 

GAAATGGAGGCAATAGGTTTTGAGGGGCATGGGGACGGGGTTCAGCCTCCAGGGTC
CTACACACAAATCAGTCAGTGGCCCAGAAAGACCCCCCTCGGAATAGGATGGGGAG
TGTGAGGGGTATCCTTGATGCTTGTGTGTCCCCAACTTTCCAAATCCCCGCCCCCGCG
ATGGAGAAGAAAACCGAGACAGAAGGTGCAGGGGCCCACTACCGCTTCCTCCAGAT
GAGCTCATGGGTTTCTCCACCAAGGAAGTTTTCCGCTGGTTGAATGATTCTTTCCCCG
CCCTCCTCTCGT 
Perfil 3 

GAAATGGAGGCAATAGGTTTTGAGGGGCATGGGGACGGGGTTCAGCCTCCAGGGTC
CTACACACAAATCAAGTCAGTGGGCGAGAAGACCCCCCTCGCAATCGGGAGAAGGG
AGGAAGGGGAGTGTGAGGGGTATCCTTGATGCTTGGGGGGCCCCAATTTCCATCCCC
CCGCCCCCGAGGTGGAGAAAAAACCGAGAAAAAAGAAGGAGCGCCCACTACCGCTT
CCTCCACAAGAGCTCATGGGTTTCTCCACCAAGGAAGTTTTCCGCTGGTTGAATGATT
CTTTCCCCGCCCTCCTCTCGT 
Perfil 4 

GAAATGGAGGCAATAGGTTTTGAGGGGCATGGGGACGGGGTTCAGCCTCCAGGGTC
CTACACACAAATCAGTCAGTGGCCCAGAAGACCCCCCTCGGAATCGGAGCAGGGAG
GATGGGGAGTGTGAGGGGTATCCTTGATGCTTGTGTGTCCCCAACTTTCCAAATCCC
CGCCCCCGCGATGGAGAAGAAACCGAGACAGAAGGTGCAGGGCCCACTACCGCTTC
CTCCAGATGAGCTCATGGGTTTCTCCACCAAGGAAGTTTTCCGCTGGTTGAATGATTC
TTTCCCCGCCCTCCTCTCGCCCCAGGGACATATAAAGGCAGTTGTTGGCACACCCAG
CCAGCAGACG 
Perfil 5 

GAAATGGAGGCAATAGGTTTTGAGGGGCATTGGGACGGGGTTCAGCCTCCAGGGTC
CTACACACAAATCAGTCAGTGGCCCAGAAGACCCCCCTCGGAATCGGAGCAGGGAG
GATGGGGAGTGTGAGGGGTATCCTTGATGCTTGTGTGTCCCCAACTTTCCAAATCCC
CGCCCCCGCGTTGGAGAAGAAACCGAGACAGAAGGTGCAGGGCCCACTACCGCTTC
CTCCA GATGAGCTCA TGGGTTTCTC CACCAGGAAG TTTTCGCTG 
Perfil 6 

GAAATGGAGGCAATAGGTTTTGAGGGGCATGGGGACGGGGTTCAGCCTCCAGGGTC
CTACACACAAATCAGTCAGTGGCCCAGAAGACCCCCCTCGGAATCGGAGCAGGGAG
GATGGGGAGTGTGAGGGGTATCCTTGATGCTTGTGTGTCCCCAACTTTCCAAATCCC
CGCCCCCGCGATGGAGAAGAAACCGAGACAGAAGGTGCAGGGCCCACTACCGCTTC
CTCCAGATGAGCTCATGGGTTTCTCCACCAAGGAAGTTTTCCGCTGGTTGAATGATTC
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TTTCCCCGCCCTCCTCTCGCCCCAGGGACATATAAAGGCAGTTGTTGGCACACCCAG
CCAGCAGACG 
Perfil 7 

GAAATGGAGGCAATAGGTTTTGAGGGGCATGGGGACGGGGTTCAGCCTCCAGGGTC
CTACACACAAATCAGTCAGTGGCCCAGAAGACCCCCCTCGGAATCGGAGCAGGGAG
GATGGGGAGTGTGAGGGGTATCCTTGATGCTTGTGTGTCCCCAACTTTCCAAATCCC
CGCCCCCGCGATGGAGAAGAAACCGAGACAGAAGGTGCAGGGCCCACTACCGCTTC
CTCCAGATGAGCTCATGGGTTTCTCCACCAAGGAAGTTTTCCGCTGGTTGAATGATTC
TTTCCCCGCCCTCCTCTCGCCCCAGGGACATATAAAGGCAGTTGTTGGCACACCCAG
CCAGCAGACG 
Perfil 8 

GAAATGGAGGCAATAGGTTTTGAGGGGCATGGGGACTCTGTTCAGCCTCCAGGGTCC
TACACACAAATCAGTCAGTGGCCCAGAAGACCCCCCTCGGAATCGGAGCAGGGAGG
ATGGGGAGTGTGAGGGGTATCCTTGATGCTTGTGTGTCCCCAACTTTCCAAATCCCC
GCCCCCGCGATGGAGAAGAAACCGAGACAGAAGGTGCAGGGCCCACTACCGCTTCC
TCCAGATGAGCTCATGGGTTTCTCCACCAAGGAAGTTTTCCGCTGGTTGAATGATTCT
TTCCCCGCCCTCCTCTCGCCCCAGGGACATATAAAGGCAGTTGTTGGCACACCCAGC
CAGCAGACG 
Perfil 9 

GAAATGGAGGCAATAGGTTTTGAGGGGCATTGTGACGGGGTTCAGCCTCCAGGGTCC
TACACACAAATCAGTCAGTGGCCCAGAAGACCCCCCTCGGAATCGGAGCAGGGAGG
ATGGGGAGTGTGAGGGGTATCCTTGATGCTTGTGTGTCGCCAACTTTCCAAATCCCC
GCCCCCGCGTTGGAGAAGAAACCGAGACAGAAGGTGCAGGGCCCACTACCGCTTCC
TCCA GATGAGCTCA TGGGTTTCTC CACCAGCAAG TTTTCGCTG 
Perfil 10 

GAAATGGAGGCAATAAGTTTTGAGGGGCATGGGGACGGGGTTCAGCCTCCAGGGTC
CTACACACAAATCAGTCAGTGGCCCAGAAAGACCCCCCTCGGAATAGGATGGGGAG
TGTGAGGGGTATCCTTCATGCTTGTGTGACCCCAACTTTCCAAATCCCCGCCCCCGCG
ATGGAGAAGAAAACCGAGACAGAAGGTGCAGGGCCCCACTACCGCTTCCTCCAGAT
GAGCTCATGGGTTTCTCCACCAAGGAAGTTTTCCGCTGGTTGAATGATTCTTTCCCCG
CCCTCCTCTCGT 
Perfil 11 

GAAATGGAGGCAATAGGTTTTGAGGGGCATGGGGACGGGGTTCAGCCTCCAGGGTC
CTACACACAAATAAGTCAGTGGCCCAGAAGACCCCCCTCGGAATCGGAGCAGGGAG
GATGGGGAGTGTGAGGGGTATCCTTGATGCTTGTGTGTCCCCAAGTTTCCAAATCCC
CGCCCCCGCGATGGAGAAGAAACCGAGACAGAAGGTGCAGGGCCCACTACCGCTTC
CTCCAGATGAGCTCATTGGGTTTCTCCACCAAGGAAGTTTTCCGCTGGTTGAATGATT
CTTTCCCCGCCCTCCTCTCGCCCCAGGGACATATAAAGGCAGTTGTTGGCACACCCA
GCAAGCAGACG 
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Secuencias consenso de contigs en IL6 

Perfil 1 

CAGCCAACCTCCTCTAAGTGGGCTGAAGCAGGTGAAGAAAGTGGCAGAAGCCACGC
GGTGGCAAAAAGGAGTCACACACTCCACCTGGAGACGCCTTGAAGTAACTGCACGA
AATTTGAGGATGGCCAGGCAGTTCTACAACAGCCGCTCACAGGGAGAGCCAGAACA
CAGAAGAACTCAGATGACTGGTAGTATTACCTTCTTCATAATCCCAGGCTTGGGGGG
CTGCGATGGAGTCAGAGGAAACTCAGTTCAGAACATCTTTGGTTTTTACAAATACAA
ATTAACTGGAACGCTAAATTCTAGCCTGTTAATCTGGTCACTGAAAAAAAATTTTTTT
TTTTTCAAAAAACATAGCTTTAGCTTATTTTTTTTCTCTTTGTAAAACTTCGTGCATGA
CTTCAGCTTTACTCTTTGTCAAGACATGCCAAAGTGCTGAGTCACTAATAAAAGAAA
AAAAGAAAGTAAAGGAAGAGTGGTTCTGCTTCTTAGCGCTAGCCTCAATGACGACCT
AAGCTGCACTTTTCCCCCTAGTTGTGTCTTGCCATGCTAAAGGACGTCACATTGCACA
ATCTTAATAAGGTTTCCAATCAGCCCCACCCGCTCTGGCCCCACCCTCACCCTCCAAC
AAAGATTTATCAAATGTGGGATTTTCCCATGAGTCTCA 
Perfil 2 
CAGCCAACCTCCACTAAGTGGGCTGAAGCAGGTGAAGAAAGTGGCAGAAGCCACGC
GGTGGCAAAAAGGAGTGACACACTCCACCTGGAGACGCCTTGAAGTAACTGCACGA
AATTTGAGGATGGCCAGGCAGTTCTACAACAGCCGCTCACAGGGAGAGCCAGAACA
CAGAAGAACTCAGATGACTGGTAGTATTACCTTCTTCATAATCCCAGGCTTGGGGGG
CTGCGATGGAGTCAGAGGAAATTCAGTTCAGAACATCTTTGGTTTTTACAAATACAA
ATTAACTGGTACGCTAAATTCTAGCCTGTTAATCTGGTCACTGAAAAAAAATTTTTTT
TTTTTCAAAAAACATAGCTTTAGCTTATTTTTTTTCTCTTTGTAAAACTTCGTGCATGA
CTTCAGCTTTACTCTTTGTCAAGACATGCCAAAGTGCTGAGTCACTAATAAAAGAAA
AAAAGAAAGAAAAGGAAGAGTGGTTCTGCTTCTTAGCGCTAGCCTCAATGACGACC
TAAGCTGCACTTTTCCCCCTGGTTGTGTCTTGCCATGCTAAAGGACGTCACATTGCAC
AATCTTAATAAGGTTTCCAATCAGCCCCACCCGCTCTGGCCCCACCCTCACCCTCCAA
CAAAGATTTATCAAATGTGGGATTTTCCCATGAGTCTCA 
Perfil 3 
CAGCCAACCTACTCTAAGTGGGCTGAAGCAGGTGAAGAAAGTGGCAGAAGCCACGC
GGTGGCAAAAAGGAGTCACACACTCCACCTGGAGACGCCTTGAAGTAACTGCACGA
AATTTGAGGATGGCCAGGCAGTTCTACAACAGCCGCTCACAGGGAGAGCCAGAACA
CAGAAGAACTCAGATGACTGGTAGTATTACCTTCTTCATAATCCCAGGCTTGGGGGG
CTGCGTTGGAGTCAGAGGAAACTCAGTTCAGAACATCTTTGGTTTTTACAAATACAA
GTTAACTGGAACGCTAAATTCTAGCCTGTTAATCTGGTCACTGAAAAAAAATTTTTTT
TTTTTCAAAAAACATAGCTTTAGCTTATTTTTTTTCTCTTTGTAAAACTTCGTGCATGA
CTTCAGCTTTACTCTTTGTCAAGACATGCCAAAGTGCTGAGTCACTAATAAAAGAAC
AAAAGAAAGTAAAGGAAGAGTGGTTCTGGTTCTTAGCGCTAGCCTCAATGACGACCT
AAGCTGCACTTTTCCCCCTAGTTGTGTCTTGCCATGCTAAAGGACGTCACATTGCACT
ATCTTAATAAGGTTTCCAATCAGCCCCACCCGCTCTGGCCCCACCCTCACCCTCCAAC
AAAGATTTATCAAATGTGGGATTTTCCCATGAGTCTCA 
Perfil 4 
CAGCCAACCTCCTCTAAGTGGGCTGAAGCAGGTGAAGAAAGTGGCAGAAGCCACGC
GGTGGCAAAAAGGAGTCACACACTCCACCTGGAGACGCCTTGAAGTAACTGCACGA
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AATTTGAGGATGGCCAGGTAGTTCTACAACAGCCGCTCACAGGGAGAGCCAGAACA
CAGAAGAACTCAGATGACTCGTAGTATTACCTTCTTCATAATCCCAGGCTTGGGGGG
CTGCGATGGAGTCAGAGGAAACTCAGTTCAGAACATCTTTGGTTTTTACAAATACAA
ATTAACTGGAACGCTAAATTCTAGCCTGTTAATCTGGTCACTGAAAAAAAATTTTTTT
TTTTTCAAAAAACATAGCTCTAGCTTATTTTTTTTCTCTTTGTAAAACTTCGTGCATGA
CTTCAGCTTTACTCTTTGTCAAGACATGCCAAAGTGCTGAGTCACTAATAAAAGAAA
AAAAGAAAGTAAGGGAAGAGTGGTTCTGCTTCTTAGCGCTAGCCTCAATGACGACCT
AAGCTGCACTTTTCCCCCTAGTTGTGTCTTGCCATGCTAAAGGACGTCACATTGCACA
ATCTTAATAAGGTTTCCAAACAGCCCCACCCGCTCTGGCCCCACCCTCACCCTCCAAC
AAAGATTTATCAAATGTGGCATTTTCCCATGAGTCTCA 
Perfil 5 
CAGCCAACCTCCTCTAAGTGGGCTGAAGCAGGTGAAGAAAGTGGCAGAAGCCACGC
GGTGGCAAAAAGGAGTCACACACTCCACCTGGAGACGCCTTGAAGTAACTGCACGA
AATTTGAGGATGGCCAGGCAGTTCTACAACAGCCGCTCACAGGGAGAGCCAGAACA
CAGAAGAACTCAGATGACTGGTAGTATTACCTTCTTCATAATCCCAGGCTTGGGGGG
CTGCGATGGAGTCAGAGGAAACTCAGTTCAGAACATCTTTGGTTTTTACAAATACAA
ATTAACTGGAACGCTAAATTCTAGCCTGTTAATCTGGTCACTGAAAAAAAATTTTTTT
TTTTTCAAAAAACATAGCTTTAGCTTATTTTTTTTCTCTTTGTAAAACTTCGTGCATGA
CTTCAGCTTTACTCTTTGTCAAGACATGCCAAAGTGCTGAGTCACTAATAAAAGAAA
AAAAGAAAGTAAAGGAAGAGTGGTTCTGCTTCTTAGCGCTAGCCTCAATGACGACCT
AAGCTGCACTTTTCCCCCTAGTTGTGTCTTGCCATGCTAAAGGACGTCACATTGCACA
ATCTTAATAAGGTTTCCAATCAGCCCCACCCGCTCTGGCCCCACCCTCACCCTCCAAC
AAAGATTTATCAAATGTGGGATTTTCCCATGAGTCTCA 
Perfil 6 
CAGCCAACCTCCTCTAAGTGGGCTGAAGCAGGTGAAGAAAGTGGCAGAAGCCACGC
GGTAGCAAAAAGGAGTCACACACTCCACCTGGAGACGCCTTGAAGTAACTGCACGA
AATTTGAGGATGGCCAGGCAGTTCTACAACAGCCGCTCACAGGGAGAGCCAGAACA
CAGACGAACTCAGATGACTGGTAGTATTACCTTCTTCATAATCCCAGGCTTGGGGGG
CTGCGATGGAGTCAGAGGAAACTCAGTTCAGAACATCTTTGGTTTTTACAAATACAA
ATTAACTGGAACGCTAAATTCTAGCCTGTTAATCTGGTCACTGAAAAAAAATTTTTTT
TTTTTCAAAAAACATAGCTTTAGCTTATTTTTTTTCTCTTTGTAAAACTTCGTGCATGA
CTTCACCTTTACTCTTTGTCAAGACATGCCAAAGTGCTGAGTCACTAATAAAAGAAA
AAAAGAAAGTAAAGGAAGAGTGGTTCTGCTTCTTAGCGCTAGCCTCAATGTCGACCT
AAGCTGCACTTTTCCCCCTAGTTGTGTCTTGCCATCCTAAAGGACGTCACATTGCACA
ATCTTAATAAGGTTTCCAATCAGCCCCACCCGCTCTGGCCCCACCCTCACCCTCCAAC
AAAGATTTATCAAATGTGGGATTTTCCCATGAGTCTCA 
Perfil 7 
CAGCCAACCTCCTATAAGTGGGCTGAAGCAGGTGAAGAAAGTGGCAGAAGCCACGC
GGTGGCAAAAAGGAGTCACACACTCCACCTGGAGCCGCCTTGAAGTAACTGCACGA
AATTTGAGGATGGCCAGGCAGTTCTACAACAGCCGCTCACAGGGAGAGCCAGAACA
CAGAAGAACTCAGATGAATGGTAGTATTACCTTCTTCATAATCCCAGGCTTGGGGGG
CTGCGATGGAGTCAGAGGAAACTCAGTTCAGAACATCTTTGGTTTTTACAAATACAA
ATTAACTCGAACGCTAAATTCTAGCCTGTTAATCTGGTCACTGAAAAAAAATTTTTTT
TTTTTCAAAAAACATAGCTTTAGCTTATTTATTTTCTCTTTGTAAAACTTCGTGCATGA
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CTTCAGCTTTACTCTTTGTCAAGACATGCCAAAGTGCTGAGTCACTAATAAAAGAAA
AAAAGAAAGTAAAGGAAGAGTGGTTCTGCTTCTTAGCGCTATCCTCAATGACGACCT
AAGCTGCACTTTTCCCCCTAGTTGTGTCTTGCCATGCTAAAGGACGTCACATTGCACA
ATCTTAATAAGGTTTCCAATCAGCCCCACCAGCTCTGGCCCCACCCTCACCCTCCAAC
AAAGATTTATCAAATGTGGGATTTTCCCATGAGTCTCA 
Perfil 8 
CAGCCAACCTCCTCTAAGTGGGCTGAAGCAGGTGAAGAAAGTGGCAGAAGCCACGC
GGCGGCAAAAAGGAGTCGCACACTCCACCTGGAGACGCCTTGAAGTAACTGCACGA
AATTTGAGGATGGCCAGGCAGTTCTACAACAGCCGCTCACAGGGAGAGCCAGAACA
CAGAAGAACTCAGATGACTGGTAGTATTACCTTCTTCATAATCCCAGGCTTGGGGGG
CTGCGAAGGAGTCAGAGGAAACTCAGTTCAGAACATCTTTGGTTTTTACAAATACAA
ATTAACTGGAACGCTAAATTCTAGCCTGTTAATCTGGTCACTGAAAAAAAATTTGTTT
TTTTTCAAAAAACATAGCTTTAGCTTATTTATTTTCTCTTTGTAAAACTTCGTGCATGA
CTTCAGCTTTACTCTTTGTCAAGACATGCCAAAGTGCTGAGTCACTAATAAAAGAAA
AAAAGAAAGTAAAGGAAGAGTGGTTCTGCTTCTTAGCGCTAGCCTCAATGACGACCT
AAGCTGCACTTTTCCCCCTAGTAGTGTCTTGCCATGCTAAAGGACGTCACATTGCACA
ATCTTAATAAGGTTTCCAATCAGCCCCACCCGCTCTGGCCCCACCCTCACCCTCCAAC
AAAGATTTATCAACTGTGGGATTTTCCCATGAGTCTCA 
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