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Reséndiz-Hernandez JM

1.0 Resumen

La enfermedad pulmonar obstructiva cronica es una enfermedad inflamatoria en respuesta a
particulas o gases nocivos, se han reportado asociaciones de polimorfismos genéticos en
TNF, IL6 e ILS8, en asiaticos y caucasicos, no asi 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 determino la secuencia del promotor
de TNF, IL6 e IL8 empleando secuenciacion directa; en la segunda etapa los polimorfismos
identificados se validaron por PCR en tiempo real (EPT=260 y FSE=506); adicionalmente
se determino la expresion de mRNA por qPCR en células pulmonares y de sangre periférica.
Resultados: En la primera etapa se determinaron 11 diferentes conjuntos de alineacién
“contigs” en TNF', de los cuales el contig 10 se encontrd asociado a susceptibilidad (p=5.0E-
04, OR=3.64, 1C95%=2.03-6.71) y el 1 con mayor grado GOLD (p=1.0E-02, OR=3.82,
1C95%=1.30-10.33). En /L6 se encontraron 8 contigs diferentes, de los cuales el 3 se
encuentra asociado tanto con susceptibilidad (p=1.9E-02, OR=2.39 1C95%=1.14-5.23) como
con gravedad clinica (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 1C95%=1.32-
8.46) y 1s361525 (p=1.0E-02, OR=4.220 IC95%=1.71-11.84) se mostraron incrementados
en el grupo EPT vs FSE; al realizar la validacion en la segunda etapa, el hallazgo se mantuvo
con los rs1800629 (6.00E-03, OR=2.26, 1C95%=1.23-4.15) y rs56036015 (p=1.10E-03,
OR=2.54, 1C95%=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 asociacion, sin embargo, en la validacion no se conservd dicha asociacion.

La expresion de TNF-a fue mayor en el grupo de pacientes en relacion a los fumadores sin
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la enfermedad. Conclusion: Existen variantes genéticas en el promotor de 7NF' que se asocian
con riesgo incrementado a EPOC secundaria a tabaquismo, asi como con mayor grado GOLD

en poblacion mestiza-mexicana.

Palabras claves: EPOC; TNF; IL6, IL8, SNP; GOLD; poblacion 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 /L8 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 7NF 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 /L6, 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), 1s56036015 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
1s56036015 (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-a 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 Introduccion

3.1 Definicién de EPOC

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) se define por la Iniciativa Global para
la EPOC (GOLD, por sus siglas en inglés), en su actualizacion de enero de 2014, como una
enfermedad comun, prevenible y tratable, caracterizada por limitacion persistente al flujo de
aire, que usualmente es progresiva y asociada con una reaccién inflamatoria crénica
aumentada, en respuesta a particulas o gases nocivos en el pulmoén. Las exacerbaciones y co-
morbilidades contribuyen a la gravedad clinica (1). La gravedad en la limitacion 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 Clasificacion 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 relacion FEVI/FVC debe ser <0.70. Valores de funcion pulmonar
post-broncodilatador

3.2 Epidemiologia

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 afios 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 funcidén pulmonar, mientras que factores genéticos
lo hacen hasta en un 55% (4, 5). Ademés del tabaquismo, se ha reportado la exposicion
crénica al humo procedente de la quema de biomasa (particularmente humo de lefia) como
otro factor ambiental de riesgo a EPOC, observado principalmente en algunos paises
emergentes, particularmente asiaticos y latinoamericanos (6, 7).

La prevalencia real de la EPOC es incierta, dado que los reportes varian entre los diferentes
paises y no en todos es posible tomar en cuenta criterios diagndsticos como espirometria u
otros datos clinicos; en Europa han sugerido que entre 4-6% de la poblacion adulta padece
EPOC, asi mismo es una de las principales causas de discapacidad cronica y se prevé que
para el afio 2020 sera la quinta en el mundo. La prevalencia mundial de la EPOC oscila entre
el 5-10%, ademas ha aumentado en las ultimas décadas y es mas frecuente en hombres que
en mujeres, para el caso de la exposicion al humo de cigarro (6). El proyecto PLATINO
(Proyecto Latinoamericano de Investigacion en Obstruccion Pulmonar), llevado a cabo por
la ALAT (Asociacion Latinoamericana de Toérax), permitido conocer la prevalencia de la
EPOC en cinco paises de Latinoamérica, encontrando que los porcentajes de un pais a otro

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

3.3 Patogénesis

La etiologia de la obstruccion de la via aérea y la destruccion enfisematosa que causa la
limitacion al flujo de aire es el dafio persistente al tejido pulmonar producido por la inhalacion
cronica de particulas toxicas y gases (1). En individuos sanos la elasticidad del tejido
pulmonar, normalmente mantiene abiertas las vias aéreas durante la espiracion; en la EPOC,
existe una elasticidad reducida, seguido de un estrechamiento debido a la inflamacion, lo cual
causa un incremento en la resistencia de la via aérea y desplazamiento de componentes

Secuenciacion de regiones promotoras de TNF, IL6, e IL8, su correlacién con los niveles de expresién y gravedad clinica de Enfermedad Pulmonar
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principales de los bronquios grandes a la via aérea (9). La EPOC puede cursar con
bronquitis/bronquiolitis, obstruccion de vias aéreas pequenas, enfisema con alargamiento de
los espacios aéreos, destruccion del parénquima pulmonar, pérdida de elasticidad pulmonar
y cierre de las vias aéreas pequefias. La bronquitis/bronquiolitis crénica es definida por
producir tos con duracién mayor de tres meses, por mas de dos afios sucesivos, esto es reflejo

de la hipersecrecion de moco y no necesariamente se asocia con la limitacion del flujo de aire

(10).

3.3.1 Obstruccioén de las vias aéreas de pequeno calibre

La obstruccion inicia con aumento en el grosor de las vias aéreas pequenas, incremento de la
formacion de foliculos linfoides y deposicion de coldgena en la pared exterior de las vias
acreas que puede restringir la apertura de estas vias (11). El lumen de las vias pequefias es
reducido por un engrosamiento de la mucosa que contiene exudado inflamatorio, el cual
incrementa con la gravedad de la enfermedad. El mecanismo de formacion del foliculo
linfoide es aun desconocido, pero puede ser en respuesta a la colonizacion bacteriana cronica
y exacerbaciones agudas (12).

3.3.2 Destruccion alveolar

Los alvéolos estan compuestos de una red virtual que incluye principalmente neumocitos tipo
Iy II, células endoteliales y fibroblastos, esta red estructural ofrece un mecanismo potencial
para entender la disfuncion de las células de la pared alveolar como resultado de la exposicion
al humo de cigarro. La destruccion alveolar ocurre debido a que los componentes de esta red,
son dafiados continuamente por agentes irritantes. El enfisema consiste en una respuesta al
dafio de las células alveolares en la cual los elementos estructurales desaparecen provocando
disminucion en el area de intercambio capilar (13), su patologia se relaciona a cambios
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inflamatorios en las vias aéreas y pérdida de las estructuras alveolares y vesiculas pequenas
(14). Las septas alveolares son infiltradas por neutrofilos, grupos de macroéfagos CD68+ y
linfocitos (11). Fisiologicamente se caracteriza por limitacion grave al flujo de aire;
patologicamente, existe dilatacion de los sacos aéreos distales a los bronquiolos secundarios,
derivado de la destruccion de la pared alveolar (15), muy frecuentemente se desarrolla entre
los 45-60 anos de edad como un componente de la EPOC en fumadores (16), sin embargo la
destruccion pulmonar enfisematosa se ha reportado en otras enfermedades no relacionadas
al tabaquismo, como infeccién por VIH o neumonitis por hipersensibilidad (14). En general,

en los eventos que acontecen en la EPOC, el principal fenémeno es la inflamacion.

3.4 Mecanismos moleculares

Los mecanismos por los cuales el humo del cigarro activa el sistema inmune aun son
inciertos, sin embargo, se ha aislado una glucoproteina del cigarro, de la que se conocen
actividades inmunoestimuladoras (17); Este agente irritante asi como moléculas orgéanicas
contenidas en el cigarro, activan células epiteliales y macréfagos, los cuales liberan multiples
citocinas y factores de crecimiento, como el factor de crecimiento transformante- (TGF-f)
y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), que estimulan la proliferacion de
fibroblastos, resultando en fibrosis de las vias aéreas pequefias. Estas células también pueden
secretar citocinas proinflamatorias como factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), interleucina
1-B (IL1-B) e interleucina-8 (IL-8) ademds de diversas quimiocinas que atraen a células
circulantes a los pulmones. CCL2 actiia via CCR2 para atraer a monocitos (los cuales se
pueden diferenciar en macrofagos en el pulmén); CXCL1 y CXCLS actian via CXCR?2 para
atraer a neutrofilos y monocitos; CXCL9, CXCL10 y CXCL11 actian via CXCR3 para atraer

a células Thl y Tcl, ambas liberan IFN-y, quien a su vez estimula la liberacion de mas
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quimiocinas de unién a CXCR3. La hipersecrecion de moco es estimulada por EGF, TGF-f3,
CTGF y factor de crecimiento de tejido conectivo (18) figura 1.

Figura 1 Mecanismos moleculares de dafio en EPOC
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3.5 Hipotesis de iniciacion de la EPOC

Existen dos hipdtesis que tratan de explicar los mecanismos de iniciacion del dafio 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 hipotesis fue formulada hace casi 40 afios en respuesta a dos observaciones principales:
En primer lugar, la deficiencia genética de al—antitripsina (AAT) la cual es el principal
inhibidor de la elastasa de neutrofilo en el tracto respiratorio bajo y que esta asociada con el
inicio temprano de enfisema panlobular severo (20); en segundo lugar, la instilacion de
papaina (una enzima con actividad de elastasa) en pulmon de rata, resulta en expansion
progresiva del espacio aéreo (21). Estas dos observaciones llevaron a la hipotesis de que la
inhalacion de humo de cigarro (u otros gases nocivos) conduce al reclutamiento de células
inflamatorias en los pulmones. Las células inflamatorias liberan varias proteasas que exceden
la proteccion de inhibicion de las antiproteasas en los pulmones. Las proteasas degradan sin
control a las proteinas de la matriz extracelular y componentes de la pared alveolar
(especialmente las fibras elasticas), produciendo destruccion y pérdida de la pared alveolar y
engrosamiento de la via aérea (22).

Las proteasas son enzimas que rompen los puentes peptidicos internos de polipéptidos, estas
pueden ser clasificadas en 4 grupos de acuerdo a su naturaleza quimica o por el sitio activo
en: serin-, metalo-, cistein- y asparto proteasas (23). Se piensa que el enfisema inducido por
fumar puede ser mediado, en parte, por la inhibicion directa y prolongada de las antiproteasas
en el tejido pulmonar (24). Una clara consecuencia es que las proteasas, por ejemplo, la
elastasa de neutrofilo, puedan causar dafo en el tejido bajo estas condiciones. Los neutrofilos,
como parte del sistema inmunoldgico innato, son parte integral de la vigilancia en las
superficies de las mucosas. Las proteasas, incluida la elastasa de neutro6filo, juegan un papel

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

3.5.1.1 Deficiencia de AAT
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La primera descripcion de la deficiencia de AAT fue descrita por Laurell y Eriksson en 1963,
después de una revision de las proteinas séricas por electroforesis, se observo la ausencia de
la banda de la proteina a—1 en 5 de casi 1500 geles (20). Eriksson demostrd que los 5
pacientes tenian enfisema con edades de 35, 38 y 44 afios, ademds de historia familiar de
enfisema (21).

La deficiencia de AAT es heredada como un desorden autoséomico codominante; la AAT esta
codificada por el gen SERPINAI, localizado en el brazo corto del cromosoma 14 (banda
citogenética 14q31-32.3); tiene una extension de 12.2 kb y estd organizado en cuatro exones
codificantes (21) y tres exones no codificantes (la, 1b y 1¢). Los fenotipos son clasificados
por un sistema de cddigos, en el cual los alelos heredados son usualmente letras que denotan
la migracion de la molécula en un gradiente isoeléctrico de A (anddicas) a Z (variantes de
baja migracion). El fenotipo MM indica individuos que son homocigotos para el alelo normal
My 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 SERPINAI

El gen de SERPINAI se transmite por herencia mendeliana simple de manera autosémica
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 mas de 70 variantes proteicas (28), y con el avance de las técnicas de
identificacion, el numero alcanza las 100 (30). El conjunto de variantes es denominado
sistema Pi (del inglés protease inhibitor). La mayoria de las variantes carecen de significado
clinico, solo alrededor de 30 se sabe que pueden tener repercusiones patoldgicas (28).
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Las variantes se clasifican de acuerdo con su velocidad de migracion 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 répida, y S (del inglés “slow”) a las de migracién lenta (31). Cuando se
descubrieron nuevas variantes, se designo con las letras iniciales del alfabeto a las anddicas
y con las finales a las catddicas (28). El genotipo “normal”, presente en mas del 90% de los
sujetos sanos (94-96% en poblacidon caucésica), se denomina PiMM vy se caracteriza por
niveles séricos de la proteina entre 150-350 mg/100 ml (20-48 uM). Las variantes S
(Glu264Val) y Z (Glu342Lys) constituyen el 95% de las mutaciones en pacientes con
deficiencia severa de AAT. Ambas son mutaciones sin sentido en el gen SERPINAI.
Individuos con genotipos SS, SZ y ZZ expresan concentraciones séricas de la proteina 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 mayoria 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 dispersion 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 comun (“normal”) del gen SERPINA, las diferentes variantes alélicas
de este gen (PiZ, PiS, PiP, Pil, PiW y Pi nulos), frecuentemente conducen a deterioro en la
actividad de AAT. Los alelos PiZ y nulos han sido ampliamente reportados como factores
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predisponentes al desarrollo de EPOC, debido a la carencia de antiproteasas en los fluidos
biologicos, particularmente en el intersticio pulmonar. Generalmente se considera que los
subtipos de PiM (PiM 1, PiM2, PiM3 y PiM4, etc.) expresan niveles normales de SERPINA [
en el suero (33). Estas mutaciones han sido consideradas como normales, sin efectos en las
habilidades funcionales de la proteina, sin embargo, algunos de estos alelos se han asociado
con la patogénesis de ciertas enfermedades, tal es el caso de PiM1 cuya asociacion se ha
encontrado en sudafricanos asmaticos de raza negra (34). Respecto a EPOC, Gupta y
colaboradores realizaron un estudio en poblacion de la India, encontrando una frecuencia
aumentada del alelo PiM3 (Glu376Asp) en sujetos con EPOC, pero estos datos deben ser

tomados con cautela, puesto que el tamafio 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), o-2
macroglobulina (a2MQ), antitrombina y antiplasmina son importantes en el control de la
actividad de serinproteasas; estos ultimos son producidos por el higado y alcanzan los tejidos
blanco por difusion 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 via aérea (37). Diferentes estudios
han propuesto que SLPI es importante para la proteccion del epitelio respiratorio al ser el
principal inhibidor anti elastasa del bronquio; en contraste con la actividad de AAT, SLPI
bloquea la unién 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
“compensacion” por parte de inhibidores de proteasas diferentes a SERPINAI, en los casos

de deficiencia de esta ltima. A este respecto, Hollander y colaboradores determinaron los
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niveles plasmaticos de AAT, ACT y SLPI en individuos sanos y pacientes con EPOC, en
ambos casos incluyendo sujetos con y sin deficiencia de AAT (genotipos ZZ, SZ y MM), no
encontraron diferencias significativas en los niveles plasmaticos de ACT o SLPI entre
individuos sanos, mientras que los pacientes con EPOC tuvieron niveles plasmaticos
elevados de ACT y SLPI en relacion con los controles, sin embargo, estiman que los niveles
plasmaticos de ACT y SLPI no se encuentran elevados en sujetos con deficiencia de AAT y
no parece existir un sistema de compensacion para la deficiencia de AAT, que sea atribuible

a ACT y/o SLPI (38).

3.5.2 Sistema oxidantes/antioxidantes

La principal consecuencia del estrés oxidativo es la peroxidacion de lipidos, la cual es
ocasionada por una reaccion en cadena de radicales libres que afecta acidos grasos
poliinsaturados de membrana; si esta reaccion no cesa, puede ocasionar dafio permanente en
membranas, causando muerte celular (39, 40). Adicionalmente, el incremento en el nimero
de células inflamatorias y macrofagos alveolares puede contribuir al aumento de un ambiente
pro-oxidante en el tejido pulmonar de pacientes con EPOC (41). La activacion de
sefializaciones intracelulares, es otra via por la cual el estrés oxidativo puede causar una
respuesta patologica en el pulmon. Los contaminantes del aire y las especies reactivas del
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) activan la sefalizacion MAPK (protein-cinasas
activadas por mitdgenos) lo cual promueve inflamacion. Un ejemplo de esto es la inhibicion
de la cinasa c-Jun amino-terminal en ratén atenuada con ozono, que induce inflamacion e
hiperreactividad (42). Ademas, los productos finales de la peroxidacion de lipidos activan
sefiales extracelulares reguladas por las cinasas p44/42, INK y p38 MAPK vy la activacion
puede ser bloqueada por NAC (N-acetil-cisteina) (40, 43). La activacion de estas cinasas
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puede también ser acompafiada por el incremento de la actividad del factor de trascripcion
AP-1, la cual puede conducir a la transcripcion de genes de respuesta al estrés incluyendo
enzimas de fase II (43).

3.6 Inflamacion

La inflamacion es una reaccion compleja que se origina en el tejido conjuntivo vascularizado
como respuesta a diferentes estimulos enddgenos y exogenos, una de sus principales
caracteristicas es la acumulacion de fluido y células en los tejidos extravasculares. Es util
para contener, localizar y destruir al agente patdgeno y simultaneamente iniciar una serie de
acontecimientos que reparan y reconstruyen el tejido lesionado. Es fundamentalmente una
respuesta de caracter protector, cuyo objetivo es librar al organismo de la causa inicial de la
lesion celular, asi como de las células y restos tisulares necrdticos; no obstante, los procesos
de inflamacion pueden ser perjudiciales. (44). La respuesta inflamatoria puede ser inducida
por factores enddgenos o exogenos. La primera categoria incluye reacciones
inmunopatologicas ademas de algunos desordenes neurolodgicos y genéticos. Los factores
exogenos incluyen dafio tisular, exposicion a quimicos o toxinas, factores nutritivos y
organismos invasores (virus, bacterias, parasitos y hongos). La respuesta inflamatoria local
puede iniciar con la liberacion de moléculas como histamina, serotonina y bradicinina en las
areas de lesion. Estos mediadores endogenos causan vasodilatacion, migracion de
neutréfilos, quimiotaxis e incremento de la permeabilidad vascular. La respuesta inflamatoria
generalizada puede iniciar por el ingreso a la circulacion sistémica de desencadenantes
primarios (bacterias o virus) o mediadores inflamatorios en zonas més grandes del organismo
(45). La inflamacidn tiene dos fases bien diferenciadas: aguda y cronica. La fase aguda tiene
una evolucidn relativamente breve, con duracion de unos minutos hasta pocos dias; sus

caracteristicas principales son la exudacion de fluido, proteinas plasmaticas (edema) y
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migracion de leucocitos. La fase cronica tiene mayor duracion y se caracteriza por cambios
celulares e histologicos, principalmente la presencia de linfocitos y macrofagos, proliferacion
de vasos sanguineos y tejido conjuntivo. Las respuestas vascular y celular de las formas
aguda y crénica estdn mediadas por factores quimicos y celulares del plasma, que son
activados por el propio estimulo inflamatorio. Estos mediadores actian de forma aislada,
secuencial o en combinacion, y en fases posteriores amplifican la respuesta inflamatoria e
influyen en su evolucion. La inflamaciéon termina cuando se elimina el estimulo lesivo y

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

3.6.1 Mediadores quimicos de la inflamacion

Se han descrito una gran diversidad de mediadores, que desarrollan un papel importante en
la inflamacion, estos pueden estimular la liberacion 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
segun el tipo de célula o tejido sobre el que actiia. Una vez activados o liberados de la célula
rapidamente se degradan o son inactivados por accion de enzimas. Los mediadores quimicos
pueden ser clasificados como lipidicos, proteasas plasmaticas, 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 iniciacion, mantenimiento y terminacion 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-a), interleucina-6 (IL-6) e

interleucina-8 (CXCLS).
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3.6.1.1.1 Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a)

TNF-0 es la citocina mds estudiada de los miembros de la superfamilia del TNF,
experimentalmente es secretada principalmente por macrofagos estimulados con
lipopolisacarido (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 musculo liso, eosinofilos, condrocitos, osteoblastos, mastocitos,
células de la glia y queratinocitos (47). Se ha demostrado en ratones que causa necrosis de
tumores y es por eso que se adoptd el nombre de factor de necrosis tumoral (48).
Experimentalmente, TNF-o ocasiona citélisis o citostasis de ciertas células transformadas
(49) actuando sinérgicamente con interferén gamma (IFN-y) (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 aminoacidos) estable como trimero. La
estructura de la proteina madura es caracterizada por un dominio intracelular N-terminal y
dominio extracelular C-terminal con un dominio C- terminal conservado llamado dominio
de homologia de TNF (THD, por sus siglas en inglés). THD es una secuencia larga de 150
aminoacidos con un marco conservado de residuos hidrofobicos y aromaticos. Este dominio
trimérico es el responsable de la unidn a su receptor (52), el precursor de TNF es cortado
proteoliticamente entre alanina -1 y valina +1 para generar una forma bioldgicamente activa
de TNF maduro de 17 kDa (53). En solucion, el TNF maduro es primeramente comprimido
en dos hojas  anti-paralelas; este monomero es auto asociado en una forma cabeza a cola en
una uniodn no covalente, formando un homotrimero simétrico acampanado (54). La estructura

trimérica de TNF es importante para su actividad bioldgica, porque mutaciones que
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desestabilizan el trimero o atenfian la asociacion de mondmeros resultan en pérdida de la
actividad bioldgica del TNF (55).

3.6.1.1.1.2 Estructura génica y regulacion de la expresion

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-ay LT-B (56). Esta compuesto por 4 exones y 3 intrones, el tltimo exon codifica mas del
80% de la proteina secretada (57). Los principales elementos regulatorios, son los elementos
de respuesta a NF-kB, que le confiere inducibilidad por LPS. Sin embargo, muchos otros
factores pueden ser implicados para explicar la activacion y expresion selectiva de TNF. Los
mRNAs de TNF y LT, como muchas otras citocinas, tienen secuencias ricas en AU en la
region 3°’UTR del mRNA, lo cual disminuye su estabilidad (58, 59). Estas secuencias
representan sitios de reconocimientos para mRNA especificos procesadores de proteinas. En
1988 Beutler y cols. identificaron una ribonucleasa que fue aislada de macréofagos de raton
que desestabiliza especificamente mRNA que contienen la secuencia UUAUUUAU en la
region 3° UTR (60, 61), presente en el mensajero de TNF. Interesantemente el mRNA de LT
carece de estos motivos AU (62). Adicionalmente, TNF-a induce diversas proteinas
involucradas en la inflamacion, reparacion tisular, hematopoyesis, respuesta inmune y
efectos anti-tumor. Algunos de estos genes codifican para proteinas llamadas “proteinas de
resistencia a TNF”, los cuales pueden inhibir la citotoxicidad de TNF (63). Ejemplos de estas
proteinas son la superoxido dismutasa (64), la proteina A-20 dedo de zinc (65) y la proteina
de choque térmico-70 (HSP70) (66).

La regulacion de la transcripcion de TNF es especifica 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 interaccion entre el factor nuclear activador de la transcripcion fosforilado
(NFATp, por sus siglas en inglés) en la region k3 y el Factor Activador de la Transcripcion
(ATF/Jun) en los elementos de respuesta a cAMP (CRE), pero no en AP-1 o AP-2, lo cual es
importante en la induccion de la expresion de TNF. Por otro lado, este mismo grupo describid
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 induccion de la sintesis de TNF (67). La
modificacioén post-traduccional de los factores de transcripcion que regulan a TNF, como
NFATp, NFkB y AP-1, se ha implicado en la regulacion de la induccion (68). Quizas el factor
de transcripcion mas importante es el factor nuclear para la cadena ligera kappa en células B
(NFxB), quien es el responsable de gran parte de los efectos inflamatorios de TNF y otros

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

Figura 2. Sitios de unién de los principales factores de transcripcion de TNF
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Se muestran los sitios de union de los principales factores de transcripcion en el promotor
de TNF, abarcando 180 pb.

3.6.1.1.1.3 Funcion biologica

Regula una gran variedad de efectos patogénicos e induce la produccion de otros mediadores
de inflamacion y destruccién tisular, siendo el lider 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 funcion dual que inicialmente ha sido
descrita en la destruccion y regeneracion tisular. Dado que existen diversos motivos en los

receptores de TNF, tienen un amplio espectro de bioactividades y muchas células muestran

Secuenciacion de regiones promotoras de TNF, IL6, e IL8, su correlacién con los niveles de expresién y gravedad clinica de Enfermedad Pulmonar
Obstructiva Crénica (EPOC) secundaria a tabaquismo.

19



Reséndiz-Hernandez JM

respuesta selectiva a TNF (71). Las concentraciones de TNF determinan si la citocina tiene
efectos benéficos o dafiinos. 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 inflamacion y dafio en 6rganos; en estados patologicos es
considerado como citocina pro-inflamatoria, junto con IL-1B, IL-17 y otras citocinas;
ademas, en respuesta a LPS y otras toxinas bacterianas, puede intervenir el desarrollo de
choque séptico (72).

En hipotdlamo, TNF estimula el eje hipotdlamo-pituitaria-adrenal, el cual a su vez estimula
la liberacion de la hormona liberadora de corticotropina, suprimiendo el apetito y fiebre. En
el higado, TNF estimula la respuesta de fase aguda conduciendo a un incremento de proteina
C reactiva (CRP por sus siglas en inglés) entre otros mediadores. También induce resistencia
a la insulina por induccion de la fosforilacion de serina del sustrato 1 del receptor de insulina
(IRS-1), lo cual dafa la sefalizacion de insulina. TNF-a también ha sido involucrado en la
progresion a muchas enfermedades autoinmunes (73); en condiciones fisiologicas, estd
involucrado en inmunovigilancia, defensa, homeostasis celular y proteccion contra ciertos
dafios neurologicos, asi como en el control de la sobrevida celular, proliferacion, migracion
y diferenciacion. También tiene funciones protectoras de cé€lulas reactivas a patdégenos a

través de la activacion o inactivacion de factores de transcripcion o induccion génica (74).

3.6.1.1.2 Interleucina 6 (IL-6)

Es una citocina pleiotropica que juega un papel importante en la regulacion de la respuesta
inmunolodgica e inflamatoria. Es producida por células T, monocitos, fibroblastos, células
endoteliales y queratinocitos. Estimula la diferenciacion de células B y produccion de
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anticuerpos, hace sinergia con IL-3 en el desarrollo de megacariocitos y produccion de
plaquetas, induce la expresion de proteinas hepaticas de fase aguda, y se ha visto asociada
con deterioro de la capacidad funcional, actividad fisica diaria reducida y deterioro general
del estado de salud (63, 75, 76). Antes de denominarse IL-6, fue conocida con una amplia
variedad de nombres, como: IFN-32 (77), factor reemplazante de células T (TFR) (78), factor
de diferenciacion 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 glucoproteina 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 cisteina en regiones conservadas y sitios consenso de glucosilacion (Asn-Y-Ser/Thr) (84).
La IL-6 humana est4 constituida por 212 aminodcidos incluyendo un péptido sefial de 28
aminoacidos (85). Los puentes disulfuro tienen un papel importante en el plegamiento
correcto de la estructura terciaria, donde se unen entre los residuos de cisteina -C*-C>°, -C”3
y -C% (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 macrofagos (GM-CSF) (86). La produccion de IL-6 es inducida en células T
por mitégenos de células T o estimulacion antigénica (87). EI LPS incrementa la produccion
de IL-6 en monocitos y fibroblastos, mientras los glucocorticoides la inhiben (88). Diversos
factores peptidicos pueden incrementar la produccion de IL-6, como IL-1, TNF-a, IL-2, IFN-
B, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y protein-cinasa C. En contraste, IL-

4 e IL-13 inhiben su produccién en monocitos. IL-6 no es almacenada dentro de la célula; al
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momento de su estimulacion e incremento de los niveles de mRNA, ocurre una rapida sintesis
y secrecion de la proteina. Los monocitos/macroéfagos son los primeros en liberar 1L-6
durante la inflamacion, estos producen IL-1 y TNF-a, los cuales son fuertes inductores de la
liberacion de IL-6 por parte de poblaciones de células estromales, como fibroblastos, células
endoteliales y queratinocitos. Estos representan un ntimero significativo de células que
potencialmente se suman al rdpido aumento en la sintesis 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 estimulacion, 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 ésea con IL-1 (95), astrocitos y microglia con IL-1/TNF (96).

3.6.1.1.2.2 Estructura génica y regulacion de la expresion

El gen de /L6 mide aproximadamente Skb, estd 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 transcripcion es la base +1 acompafiado de un sitio
menor a aproximadamente -21 pb (97). La expresion de IL-6 puede ser inducida por un
amplio rango de estimulos celulares; diferentes mecanismos pueden actuar individual o
coordinadamente para activar la transcripcion. A su vez, existen diversos blancos de
transduccion de sefiales en la region promotora, estos blancos incluyen las regiones de union
a DNA que son especificas de factores nucleares como el factor nuclear para IL-6 (NFIL6,
también llamada proteina de union a elementos CCAAT, C/EBPB y v), NF«kB; proteina
activadora-1 (AP-1), proteina de union 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 transcripcion. En células estimuladas con IL-1, NFIL-6 y NFkB se unen a su respectivo
sitio y activan la sintesis de otros factores de transcripcion (102). En 1990 Shimizu et al.
describieron motivos de uniéon a NF«B localizados a 73 y 63 pb relacionados al sitio de
“caping” del mRNA, los cuales son requeridos para la expresion inducida de IL-6 por
IL1/TNF. NFkB también estd involucrado en la induccion génica de IL-6 por la proteina
reguladora no estructural 1 (NS-1) de parvovirus humano B19 (103-104). En monocitos, el
sitio NFkB es crucial para la expresion génica inducida por LPS, en donde adicionalmente
se ha descrito la accion sinérgica de IFN-y y TNF-a a través del factor regulatorio de
interferon-1 (IRF-1) y NF«B p65 (105); NFkB es también involucrado en la expresion 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 regioén -111 a -180 pb del
promotor, en la cual se unen NF-IL6OCCAAT y C/EBP-J3 a un palindromo de 14 pb (figura

3) (100, 102).

Figura 3. Sitios de union de los principales factores de transcripcion de /L6
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Se muestran los sitios de unidn de los principales factores de transcripcion en el promotor de
IL6, abarcando 280pb.

3.6.1.1.2.3 Funcidn biologica
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IL-6 es una citocina pro-inflamatoria que tiene un papel clave en la respuesta inmune.
Durante la inflamacion, IL-6 es producida por una pluralidad de células del sitio de
inflamacion y contribuye a la inflamacion local por la induccion de la activacion de células
T y la produccién de anticuerpos por células B. IL-6 también activa células no inmunes como
células endoteliales las cuales producen moléculas de adhesion y quimioatrayentes.
Adicionalmente, la produccion local de IL-6 produce el incremento de IL-6 en circulacion,
lo que a su vez induce una respuesta de fase aguda sistémica con la produccion de CRP
(Proteina C reactiva), amiloide A sérico y fibrindgeno, todas ellas en el higado (107-108). La
respuesta del higado disminuye en un periodo de horas a dias, dependiendo del estimulo
mientras que los niveles séricos disminuyen en 3-5 dias. IL-6 tiene un importante papel en la
regulacion del equilibrio de células T reguladoras Foxp3™y Th17, a través de la supresion de
TGF-B, conduciendo a la diferenciacion de células Th17. Otro efecto importante que se ha
descrito de IL-6 en células estructurales locales, es la regulacion de la expresion en células
de tejido conectivo, como los fibroblastos derivados de diversos tejidos y condrocitos,
ademas 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 degradacion enzimatica del
colageno en tejidos, es controlada por la accion 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
produccion de al-antitripsina por macréfagos alveolares. Es por esto, que la sobre regulacion
tanto de inhibidores de metaloproteinasas como de inhibidores de serin proteasas por las

células en el sitio de inflamacion, es un mecanismo de modulacion de la degradacion
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enzimatica del tejido. IL-6 puede mostrar efectos en otros sistemas del organismo, como el
neurolégico, donde genera una respuesta inflamatoria aguda, en células de la glandula

pituitaria donde incrementa la produccion de la hormona adrenocorticotropica (ACTH).

3.6.1.1.3 Interleucina 8 (CXCLS)

La interleucina-8 (CXCLS) fue descubierta por diversos grupos simultdneamente, resultando
en una gran cantidad de denominaciones, todos basados en su actividad bioldgica, que
permitié su identificacion inicial, algunos de estos nombres son, factor activador de
neutrofilos (112), factor quimiotactico de neutrofilos derivado de monocitos (MDNCEF)
(113), péptido activador de neutroéfilos derivado de monocitos (MONAP) y péptido activador
de neutréfilos derivado de linfocitos (LYNAP) (114), factor quimiotactico 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
neutrofilos-1 (NAP-1) fue adoptado, pero la molécula fue finalmente llamada IL-8. IL-8 es

un miembro de citocinas quimiotacticas (también llamadas quimiocinas).

3.6.1.1.3.1 La familia de las quimiocinas

Se caracterizan por la presencia de 4 cisteinas en posiciones conservadas, aunque la similitud
general a nivel de aminodcidos no es tan grande. Se forman dos puentes de disulfuro entre el
primer y tercer residuo de cisteina y otro entre el segundo y cuarto. Son proteinas de bajo
peso molecular de una naturaleza bdsica 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 cisteinas, mientras que las quimiocinas C solo tienen dos, que corresponden a la
segunda y cuarta cisteina de los otros grupos. CXC y CX3C son distinguidas por la presencia

de un residuo (CXC) y tres aminoacidos (CX3C), mientras que las dos primeras cisteinas son
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adyacentes en las quimiocinas CC (119). Este sistema de nomenclatura fue modificado
posteriormente en el afio 2000, adicionando a la raiz de la subclase de cisteina el sufijo L o
R, designando L si se trata del ligando o R si se habla del receptor. Los nlimeros corresponden

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

3.6.1.1.3.2 Estructura proteica de CXCL8

CXCLS8 es producida como un péptido no glucosilado de 99 aminoacidos, en el cual, el
péptido senal se encuentra en el extremo N-terminal. La proteina madura de CXCLS existe
en multiples formas, como consecuencia del procesamiento del extremo N-terminal. La
forma de 77 aminoacidos es producida por células endoteliales (120) mientras que los
monocitos producen formas de 72, adicionalmente producen pequeias cantidades de 77, 70
y 69 (121).

La actividad biologica de CXCL8 depende de ciertas caracteristicas moleculares,
particularmente de los dos puentes de cisteina, los cuales son la principal caracteristica de las
quimiocinas y que son esénciales para su actividad. En la region N-terminal, la secuencia
Glu-Leu-Arg es necesaria para la activacion funcional de su receptor; las quimiocinas C-X-
C que no tienen este motivo no pueden activar neutréfilos (122). Por otro lado, el efecto

angiogénico también depende este motivo (123).

3.6.1.1.3.3 Estructura génica y regulacion de la expresion de CXCLS8

CXCLS es codificada por un transcrito de mRNA de cadena sencilla de aproximadamente
1.8 kb (124). El gen de CXCLS8 comprende 4 exones y tres intrones; mide aproximadamente
5.25 kb y se encuentra situado en un tdndem con otras quimiocinas C-X-C en el cromosoma
4, banda q12-21. La activacion estimulo-dependiente de la transcripcion del gen de CXCLS

se ha demostrado a través de diversos experimentos. Se ha encontrado que la secuencia que
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abarca los nucleotidos -1 a -133 en el promotor del gen, es suficiente y esencial para la
regulacion del gen (125). Esta region contiene elementos de union a NFkB que son requeridos
para la activacion de todos los tipos celulares estudiados. NF«kB es un factor de transcripcion
dimérico compuesto de 5 subunidades, llamadas NFkB1 (p50 y su precursor p105), NFxB2
(p52 y su precursor p100), REL-A (P65) y REL-B (126). NF«B es retenido en el citoplasma
por unién a sus proteinas inhibitorias (IkB). Dentro del promotor se encuentran regiones
donde se unen factores de transcripcion como AP-1 y C/EBP, las cuales en algunas células
contribuyen a la activacion transcripcional. CXCLS8 también es regulada a nivel post-
traduccional. En la region flanqueante 3°, contiene repetidos ATTTA, los cuales son los

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

Figura 4. Sitios de union de los principales factores de transcripcion de /LS
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Se muestran los sitios de union de los principales factores de transcripcion en el promotor
de /L8, abarcando 425pb.

3.6.1.1.3.4 Funcion biologica de CXCL8
Diversas células se han descrito por producir CXCLS8, como monocitos, macrofagos, células
endoteliales, linfocitos, células epiteliales, células de musculo liso, células mesangiales de

riidn, condrocitos, células sinoviales, hepatocitos, fibroblastos, queratinocitos, astrocitos,
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neutrofilos 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 activacion de
neutrofilos (130). Sin embargo, aunque los neutréfilos 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 eosin6filos, ademas de inducir la liberacion
de histamina y LTC4 por basoéfilos, en conjunto con IL-3 (131). También se ha reportado la
actividad quimiotactica de células T (132), produccion de IL-4 en células B (121), asi como
la induccién de angiogénesis y quimiotaxis de queratinocitos (133). Todas estas evidencias
sirvieron de base para sugerir la participacion de esta molécula en distintas enfermedades
como cancer esofagico de células escamosas (134), cancer de mama y urotelial (135). En
relacion a enfermedades cronico-inflamatorias, se han reportado asociacion entre los niveles

de expresion de IL-8 y la activacion de NFkB en pacientes con artritis reumatoide (136).

3.7 Inflamacion en EPOC

La EPOC es una enfermedad sistémica con importantes manifestaciones extrapulmonares
que tienen repercusiones en diferentes 6rganos, se asocia con diversas complicaciones de la
respuesta inflamatoria sistémica, como pérdida de peso, disfuncion del musculo esquelético,
osteoporosis, progresion a ateroesclerosis, enfermedad arterio-coronaria, ansiedad y
depresion (12). Los mecanismos de la inflamacion sistémica son de gran interés por que

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

3.8 Inflamacién pulmonar
La EPOC es una condicion caracterizada por inflamacion de la via aérea, remodelacion,

inflamacion del parénquima pulmonar y destruccion, resultando en obstruccion del flujo
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respiratorio, hiperinflacion pulmonar con pérdida de la retractilidad elastica y finalmente
intercambio gaseoso alterado. El dafio tisular con remodelacion y engrosamiento de la pared,
inflamacion y fibrosis de las vias aéreas pequefias parecen jugar un papel importante en la
patogénesis de la EPOC (11). La inflamacion del parénquima pulmonar, el estrés oxidativo,
apoptosis y eventual proteolisis resulta en destruccion enfisematosa de la pared alveolar

(137).
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4.0 Antecedentes

El sistema de defensa innato del pulmon incluye el aparato de limpieza mucociliar (138) y la
barrera epitelial (139), asi como las cascadas de coagulacion e inflamacion, que detienen los
sangrados microscopicos asociados a dafio tisular y que conducen a un exudado de plasma y
migracion de células inflamatorias en el sito de dafo y la liberacion de moléculas pro-
inflamatorias (140).

El estudio de enfermedades pulmonares, con la finalidad de obtener conocimiento en relacion
a los biomarcadores inflamatorios, se ha centrado en la determinacion de sus niveles tanto
locales como sistémicos, asi como de polimorfismos en los genes que los codifican.

En relacion a TNF-a, es una molécula ampliamente investigada en EPOC; en 2010 Tanni y
cols. Encontraron correlacion en el status de tabaquismo y los niveles séricos de TNF-a,
siendo el grupo de pacientes con EPOC, lo que tuvieron los valores mas altos (141). En otro
estudio, Gan y colaboradores encontraron concentraciones elevadas de TNF en esputo
inducido y lavado bronquioalveolar de pacientes con EPOC en comparacion a su grupo
control (142). En estudios de asociacion genética con EPOC, existen estudios que muestran
cierta relevancia para el rs1800629 (posicion -308 G—A) de TNF en poblaciones asiaticas,
pero no en poblaciones caucdsicas (143). En 2012 se realizdé un estudio en poblacion
taiwanesa, en el cual se identifico al TNF rs1800630 (-863 C—A) con una mejora en el
cociente FEV1/FVC y con el incremento del indice de masa corporal (144).

Respecto a IL-6 y su asociacion con enfermedades respiratorias, en asma se han encontrado
niveles séricos elevados de IL-6 (145), asi como en lavado bronquioalveolar, comparandolos
con individuos no fumadores, tanto con asma estable como no asmaticos (146).
Adicionalmente en un estudio realizado por Neveu y cols., en 2010, se demostré un

incremento en los niveles de IL-6 e IL-13 en esputo de pacientes con asma alérgica,
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interesantemente IL-1B y TNF-a no resultaron incrementados (147), lo cual propone un
incremento de IL-6, independiente del grado de inflamacion. 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 funcién pulmonar en
pacientes con EPOC secundaria a tabaquismo, pero sin correlacion con los niveles séricos de
la proteina, en poblacion caucésica (153).

En el caso de IL-8 y su asociacion con enfermedades inflamatorias pulmonares, en un estudio
prospectivo realizado por Tadaki y cols. en Japdn, encontraron niveles séricos elevados en
cordon umbilical que correlacionan con el desarrollo de sibilancias en el primer afio de vida
(154), en cuanto a asma, su participacion no ha sido confirmada, ya que en otros estudios no
se han encontrado asociaciones con sus niveles o polimorfismos. Con respecto a EPOC, su
funcion aln es incierta, aunque hay estudios de asociacion tanto genética como con niveles
séricos y/o plasmaticos con esta enfermedad. Por ejemplo, Yamamoto y su grupo de trabajo
reportaron valores elevados en esputo en pacientes con EPOC en comparacion a diferentes
grupos control (155). Consistente con este hallazgo Keatings y cols, describieron valores
elevados en esputo inducido de pacientes con EPOC en comparacion a diferentes grupos
control (156). En cuanto a asociaciones de polimorfismos con la enfermedad, Jeremy Hull y
cols. (2001), encontraron asociado al polimorfismo /L8 -251 A con bronquiolitis en un estudio
de familias realizado en el Reino Unido (125). Aun asi, no existen estudios que propongan
el papel que desempenan 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-q, lo cual
sugiere que estas moléculas pueden incrementarse en la EPOC, en respuesta al estimulo 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
Proteina/gen Poblacion Hallazgo en EPOC p, OR Autor
CCLI Japon Frecuencia 11 del rs2282691 (p=0.004, OR=2.70) Takabatake N 2006 .
CSF2 China -351 se encontrd 11 en pacientes con EPOC (p=0.029, OR=2.44) Shen M 2008.
Corea del . (p=0.002 OR= 2.80, p=0.01
IL1b Sur -511 T y -31C Asociados con EPOC grave OR=2.33) Lee JM 2008.
CRP EUA. China Niveles séricos 11 en EPOC y fumadores sin (p=0.00012 OR=9.51, Pinto-Plata M 2006.
’ enf. pulmonar, rs1205 asociado con EPOC. p=0.037 OR=1.48) Guo Y 2011.
TNF Espana, Niveles 171 en esputo y LBA, rs1800630 (p:%(ﬁ):loos%:&jozbrgg 001 Gan WQ 2001,
Taiwan (proteccion), rs1800629 (susceptibilidad). OR;g 02') ’ Cordoba-Lants 2011
11 en esputo, LBA y plasma en exacerbaciones (p=0.0021 OR=2.81, Bhowmik 2000, Song
IL6 Inglaterra de EPOC. p=0.0141, OR=1.83) W 2001
Altas concentraciones en esputo de pacientes (p=0.01 OR=1.82, .
IL8 Inglaterra con EPOC. p=0.0276, OR=1.67) Keatings 1996

11=Incremento, LBA=Lavado bronquioalveolar.
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5.0 Hipotesis
Existen polimorfismos en los promotores de TNF, IL6 e ILS, que se encuentran relacionados
con los niveles de expresion en esputo inducido con el desarrollo de la EPOC y su gravedad

clinica.

6.0 Objetivo General
Identificar si existen polimorfismos en los promotores de 7NF, IL6 e IL8 que se encuentran
relacionados con los niveles de expresion en esputo inducido de pacientes con EPOC

secundaria a tabaquismo, asi como con la gravedad clinica de la enfermedad.

6.1 Objetivos Particulares
6.1.1 Secuenciar la region promotora de interés de TNF, IL6 e ILS.
6.1.2 Correlacionar los polimorfismos encontrados con los niveles de expresion en

esputo inducido, asi como con la gravedad clinica de la enfermedad.
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7.0 Disefo del estudio

7.1 Poblacion de estudio

Se realizd un estudio de casos y controles en dos etapas; se incluyeron 1,096 participantes,
todos fueron evaluados por medio de pruebas de funciéon pulmonar considerando como
EPOC un cociente FEV1/FVC <70%; el principal criterio de diagnostico es la espirometria,
la cual es la prueba que ayuda a diagnosticar y estadificar la enfermedad, los pardmetros de
funcién 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 espiracion.

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

FEVI1/FVC (relacion FEV1/FVC): Es el porcentaje de la capacidad vital forzada que se espira
en el primer segundo.

Las mediciones fueron estandarizadas con base en edad, género, poblacion y sus medidas
antropométricas, se emplearon los predichos del Dr. Pérez-Padilla (157), los cuales estan
estandarizados para poblacion mexicana y precargados en los espirdmetros comerciales en
México.

Se incluyeron individuos mayores de 50 afios e indice tabaquico >5 paquetes/aiio; se les
realizd un cuestionario de antecedentes heredo-patologicos, mediante el cual se excluyeron
a sujetos que refirieran padecer alguna enfermedad pulmonar y/o crénico-inflamatoria, no
fueron incluidos sujetos con ancestria diferente a la mexicana. Todos los participantes fueron
reclutados de las clinicas de EPOC y de ayuda para dejar de fumar, ambas pertenecientes al
Departamento de Investigacion en Tabaquismo y EPOC, del Instituto Nacional de

Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas. Fueron previamente invitados a
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participar, firmaron una carta de consentimiento informado y se les proporcion6 un
documento de aseguramiento de privacidad de datos personales, ambos aprobados por el

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

7.2 Etapas

En la primera se incluyeron 165 pacientes con diagnostico de EPOC secundaria a tabaquismo
(EPT) y 165 fumadores sin la enfermedad (FSE); se realiza la secuenciacion directa de la
region del promotor de TNF, IL6 e ILS. En la segunda se realiza la validacion de la asociacion
de los polimorfismos identificados en la primera etapa, empleando discriminacion alélica por
PCR en tiempo real, se incluyeron 766 fumadores; de los cuales 260 son COPD y 506 SNC.
Finalmente, para realizar el andlisis de expresion de mRNA, Se incluyeron 15 sujetos con
EPOC por tabaquismo y 38 fumadores sin la enfermedad a los cuales se les realizaron la

induccién de esputo por nebulizacion con solucion salina al 7%.

7.3 Definicion de caso y control

Caso: Pacientes hombres y mujeres mayores de 50 anos de edad, con EPOC secundaria a
tabaquismo confirmada por diagndstico clinico y radioldgico, con antecedentes de habito
tabaquico mayor de 10 cigarros al dia por més de 10 afos, denominados en adelante con la
clave EPT.

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

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

7.4 Criterios de inclusion, no inclusion y eliminacion
7.4.1 Criterios de inclusion:

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

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

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

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

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

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

Sujetos con contraindicacion para realizar la espirometria.

7.4.3 Criterios de eliminacion:
Muestra bioldgica insuficiente o de mala calidad.
Cuestionario de datos incompleto.

Espirometria de calidad C o inferior.
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8.0 Metodologia

8.1 Obtencion de DNA gendmico

A partir de células de sangre periférica extraidas por punciéon venosa, se obtiene DNA
gendmico utilizando el estuche comercial BD tract DNA isolation kit (Maxim Biotech, San
Francisco CA, USA). El DNA Se cuantifica por espectrofotometria de absorcion de luz
ultravioleta a 260 nm de longitud de onda, empleando un equipo nanodrop (Thermo
Scientific, DE, USA). La contaminacién con compuestos organicos y proteinas se determina
al establecer la relacion de las lecturas 260/240 y 260/280 respectivamente; las muestras se
consideran libres de contaminantes cuando en ambos casos la relacion se encontré entre 1.7-

2.0.

8.2 Seleccion y disefio de regiones a secuenciar

Las regiones de interés seleccionadas se eligen con base en los reportes bibliograficos
previos, en los cuales se identifican regiones reguladoras en las que se unen diferentes
factores de transcripcion (67-69). Las regiones de interés constaron de aproximadamente 500
pb para TNF, 750 pb para IL6 y 600 para ILS; se seleccionan de la base de datos del NCBI la
secuencia que comprendiera esta region. Empleando la herramienta primer-BLAST de NCBI
se disefian los primers teniendo como valor de GC% <65%, TM <60°C y un tamafio de

primer <25pb (tabla 3).
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Tabla 3 Secuencias de los primers utilizados.

Primer Secuencia pb TM GC%

IL6 Proml F ZiTGé[géé%(]}"ACGGCCAGTGCCAACCTCCTCT 2 58 5909

IL6 Proml R iﬁggﬁéﬁiéggTATGACCGGCTAGCGCTAAG 24 591 54.17

IL8 Prom I F O IAALACOAT DOTCACTACCICCCCAATAR 27 506 4815
IL8 Proml R i?ggéﬁﬁc(?c%%TTATGACCCCGGTGGCTTTTT 26 57 46.15

TNF Proml F gi?ééééigACGGCCAGTAGGTTTTGAGGGG 2 587 5909
TNF Proml R gﬁgiééigAGCTATGACCATGTCCCTGGGGC 21 594 66.67

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

8.3 Secuenciacion bidireccional

La secuenciacion se realiza por medio del estuche comercial Bigdye Direct cycle sequencing
(Applied Biosystem, Foster City, CA.), para lo cual se ajusta la concentracion de DNA a
4ng/uL y se verifica la integridad del DNA mediante corrimiento electroforético en gel de
agarosa al 2%. La amplificacion por PCR se lleva a cabo con el siguiente programa de
amplificacion: 95°C 10 min 1 ciclo; 96°C 3 seg, 62°C 15 seg, 68°C 30 seg por 35 ciclos; 72
°C 2min, 4°C hasta el siguiente paso. La reaccion de secuenciacion se realiza con los
siguientes ciclos: 37°C 15min, 80°C 2min, 96°C 1min por 1 ciclo; 96 °C 10 seg, 50 °C 5 seg,
60 °C 75 seg por 25 ciclos; 4°C hasta purificacion, el producto obtenido se purifica mediante
precipitacion con etanol/EDTA. La inyeccion 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 modulo de anélisis 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 Analisis v5.4.
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8.4 Alineacion de secuencias

Para identificar los conjuntos de alineacion, 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 compartian una secuencia consenso se les
define como “contig”. Se determinan los polimorfismos y su posicion dentro de la secuencia,

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

8.5 Discriminacion alélica para genotipificacion de SNP

Se genotipificaron 5 SNP en TNF'y 6 en IL6; los polimorfismos incluidos fueron rs1800629,
156036015, rs4987027, rs673, rs361525 y rs41297589 en TNF, rs140838807, rs186909159,
rs1800797, rs1800796 y rs192273987 en IL6). La discriminacion 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
50°C 2 min 1
Cuantificacion Absoluta 95" C 10 min !
95°C 15 seg 40
60° C 1 min
Post-Read 60° C 1 min 1

Se incluyen 4 controles de contaminacion por cada placa, denominados como No Template
Controls (NTC). El software que se utiliza es el Sequence Detection Software version 1.4.

Se crean 2 archivos, uno para discriminacion alélica (extension .AD) y uno para
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cuantificacion absoluta (extension .AQ). Los detectores de senal de fluorescencia son VIC el
cual se asignd para alelo B y FAM que asigno alelo A en todos los casos.

La mezcla maestra de reaccion se prepara con los siguientes volimenes calculados para 96
muestras:

Tabla 5. Componentes de la reaccion de PCR en tiempo real para genotipificacion.

Componentes Volimenes
TagMan Genotyping Master Mix* 200 pL
SNP Genotyping Assay (especificos de cada SNP) 6.5 uL
H>O libre de DNAsas y RNAnas 220 puL
DNA ajustado a 10ng/uL 3uL

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

8.6 Induccion de esputo

El esputo se obtiene al nebulizar a los participantes con solucion salina al 7%, la nebulizacion
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
recoleccion 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 volimenes de buffer salino de fosfatos (PBS) al 1% y se disgrega
mecanicamente, 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 boton 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 pL de medio de cultivo Red Phenol Medium Indicator (RPMI), se trasvasa
a criotubos donde se le agrega 400 uL. medio RPMI con 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO)

y se conserva -20 °C.
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8.7 Expresion de mRNA por sondas Tagman

El mRNA se extrae a partir de células pulmonares obtenidas de esputo inducido, mediante el
método Trizol/cloroformo, posteriormente se hidrata en 30uL. 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

especificos para B-Globina (One Lambda Inc. Canoga Park, CA, USA).

Se realiza una curva estandar de concentracion de cDNA, obtenido de sangre periférica, para
TNF e IL6 y GAPDH como control enddgeno, la curva se establece de 0.01-100 ng/uL, con
5 puntos y factor de dilucion 1:10 para TNF; para IL6 fue de 61.7-5,000 ng/uL con 5 puntos
y factor de dilucion 1:3. Las muestras se ajustan a 25 ng/ulL y se agregan los demads

componentes como se describe en la siguiente tabla:

Tabla 6 Componentes de reaccion de gPCR

Componente Volumen (uL)
20X TagqMan Gene Expression Assay* 1
2 X TagMan Gene Expression Master Mix+ 10
cDNA (25 ng/uL) 4
Agua libre de nucleasas 5

* Sonda comercial para IL6 o GAPDH como control enddgeno, ¥ La mezcla re reaccion
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 (AACr) para calcular la concentracion relativa de expresion génica.

8.8 Analisis Estadistico

Las diferencias entre los dos grupos en estudio se evalian mediante la determinacion y
comparacion de las frecuencias de perfiles, de genotipos y alelos. Se emplean tablas de

contingencia de 2x2. La significancia estadistica se establece mediante el paquete estadistico
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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 razén de momios

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

9.1 Poblacién de estudio

Las caracteristicas clinicas de los sujetos incluidos en ambas etapas se presentan en la tabla
7, la relacion 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 relacion en el grupo EPT
fue 1:2.3 y en FSE 1:2.0; en ambas etapas, estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas. El promedio de edad en los grupos EPT de ambas etapas, fue ligeramente
mayor que el grupo FSE (aproximadamente 3 afios, p=NS). El indice tabaquico fue mayor
en el grupo de pacientes en comparacion con los fumadores sin la enfermedad. En relacion
al grado GOLD, en los dos grupos de casos incluidos, la mayor cantidad de sujetos se
encontr6 en los grados II y IIT (~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
funcién pulmonar, producto de las caracteristicas propias de la seleccion de casos y controles

(tabla?7).
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Tabla 7 Datos demograficos de poblacion incluida

Variables Primera etapa Segunda etapa .
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
Indice tabaquico 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
I 47 (28.48) 71 (27.30) NS
IV~ 17(10.30) 38 (14.61) NS

Medidas de funcién pulmonar *§
FEV1 ref (%) 58.70 (14-129) 97.54 (58-140) 65 (15-78) 95 (83-160)  <0.001
FVCref (%) 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. I se
muestran valores minimos y maximos.
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9.2 Primera etapa

9.2.1 Conjuntos de alineacion en TNF

A través de la alineacién comparativa de secuencias fue posible determinar 11 diferentes
conjuntos de alineacion (contigs) y se realizo la comparacion de sus frecuencias en los grupos
de estudio; la frecuencia del contig 10 se encontr6 incrementado en el grupo EPT en relacion
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

. EPT FSE
TNF contig =165 FC (%) n=165 FC (%) p OR IC 95%
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=0dds ratio, 95% IC 95%= Intervalos de
confianza al 95%. Se muestran solo contigs con frecuencia >10%.

9.2.2 Estratificacion por grado GOLD de contigs de TNF

Se realizo la estratificacion del grupo de pacientes con base en la clasificacion de gravedad
GOLD, se denomind los grados de menor gravedad (GOLD Iy II) como “G1” y los grados
de mayor gravedad (GOLD IIl y IV) como “G2”. Cuando se compar6 G2 vs. G1, se encontrod
una diferencia estadisticamente significativa en el contig 1, el cual esta incrementado en el
grupo G2 (p=0.010, OR=3.56, 95% CI=1.30-10.33). Al realizar la comparacion 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 estratificacion por grado GOLD

INF cont Gl G2 FSE
contig T 101 CF (%) n—64 CF (%) n=165 CF% P
10 36 356 19 297 21 127 T8
1 8 792 15 234 22 133 ¥
2 13 129 8 125 23 139
3 15 149 8 125 28 169

Otros 29 <10 14 <10 71 <I0

GI1=GOLD I+II, G2=GOLD II+IV, EPT= Pacientes con EPOC secundaria a tabaquismo,
FSE= Fumadores sin la enfermedad, FC= frecuencia de “contig”, {=Asociacion entre G1
and FSE (p=1.8E-05, OR=3.82, IC 95%=1.99-7.43); §=Asociacion entre G2 y FSE (p=4.2E-
05, OR=2.92, IC 95%=1.35-6.24); T=Asociacion entre G2 and G1 (p=1.0E-02, OR=3.56, IC
95%=1.30-10.33). Se muestran solo contigs con frecuencia >10%.

9.2.3 Determinacion de SNP en TNF por secuenciacion

Se identificaron 6 polimorfismos en la region analizada, la cual incluy6 de la base -350 a -1.
En el andlisis por genotipo, se encontrd una asociacion 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 comparacion a FSE (tabla 10).

Secuenciacion de regiones promotoras de TNF, IL6, e IL8, su correlacién con los niveles de expresién y gravedad clinica de Enfermedad Pulmonar
Obstructiva Crénica (EPOC) secundaria a tabaquismo.

47



Reséndiz-Herndandez JM

Tabla 10 Frecuencias de genotipos encontradas en TNF por secuenciacion en la primera etapa (PE) y discriminacion alélica en la
segunda etapa (SE)

PE SE p OR 1C 95%
SNP EPT FSE EPT FSE
n=165 FG (%) n=165 FG (%) n=260 FG (%) n=506 FG (%) PE SE PE SE PE SE

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 2.07 226 1.04-425 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

CcC 1 0.61 0 5 1.97 6 1.2

1673

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=0dds ratio, 95% IC 95%= Intervalos de confianza al 95%.
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9.2.4 Conjuntos de alineacion en /L6

Por medio del algoritmo de alineacién de secuencias, se consiguid determinar 8 contigs
diferentes; el contig 3 se encuentra aumentado en el grupo EPT (17%) en relacion 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

EPT FSE

. 0
IL6 contig n=165 FC (%) n=165 FC (%) p OR 1C95%
1 45 27.27 53 32.12
2 41 24.85 43 26.06
3 28 16.97 13 7.88 1.94E-02 24 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=o0dds ratio, 95% IC 95%= Intervalos de
confianza al 95%. Se muestran s6lo contigs con frecuencia >10%.

9.2.5 Estratificacion por grado GOLD de contigs de IL6

Se realiz6 la comparacion de las frecuencias de contigs en los grupos G1 vs. G2 y G1 y G2
vs. FSE respectivamente; se encontrd diferencia estadisticamente significativa cuando se
compard al grupo de menor gravedad (22%) con el grupo control (8%) (p=0.0016, OR=3.39

1C95%=1.51-7.56) (Tabla 12).
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Tabla 12 Frecuencias de contigs en IL6 en estratificacion por grado GOLD
Gl G2 FSE

IL6 contig ~ 16T FC (%) n=64 FC (%) =165 FC (%) P
1 24 234 18 283 53 32.12
2 18 18.09 21 3208 43 26.06
3 23 234 7 1132 13 788 T
4 13 1277 5 755 22 1333

Otros 23 <10 14 <10 35 <10

GI1=GOLD I+II, G2=GOLD II+IV, EPT= Pacientes con EPOC secundaria a tabaquismo,
FSE= Fumadores sin la enfermedad, FC= frecuencia de “contig”, }=Asociacion entre G1 vs.
FSE (p=1.6E-03, OR=3.39 1C95%=1.51-7.56). Se muestran so6lo contigs con frecuencia

>10%.

9.2.6 Determinacion de SNP en /L6 por secuenciacion

Se logré determinar 5 polimorfismos tipo SNP diferentes en la region que comprendié de la
base -250 a -1; se encontr6 asociacion 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 relacion 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 /L6 por secuenciacion en la primera etapa (PE) y discriminacion alélica en la
segunda etapa (SE)

PE SE p OR 1C 95%
SNP 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
CcC 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=o0dds ratio, 95% IC 95%= Intervalos de confianza al 95%.
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9.2.7 Conjuntos de alineacion en /L8

Se realizo la alineacion comparativa de las secuencias obtenidas; se obtuvieron 8 contigs
diferentes, de los cuales se compar6 las frecuencias entre los grupos de estudio, asi como en
el grupo pacientes estratificado por grado GOLD, no se encontrd asociaciéon en ninguna de
estas comparaciones, por lo cual no se determind las frecuencias de los polimorfismos

comprendidos en esta regidon ni se continud con su analisis en la etapa posterior (tabla 14.)

Tabla 14 Frecuencias de contigs de /LS
EPT FSE

. 0
ILS contig n=165 FC (%) n=165 FC (%) p OR IC 95%
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=o0dds ratio, 95% IC 95%= Intervalos de
confianza al 95%. Se muestran s6lo contigs con frecuencia >10%.

9.3 Segunda etapa
9.3.1 Frecuencias de genotipos en 7NF

Los seis SNP identificados previamente por secuenciacion, fueron genotipificados por PCR
en tiempo real y los resultados de sus frecuencias de genotipos comparadas usando la prueba
de y?, el genotipo GA del rs1800629 se encontrd incrementado en el grupo de pacientes con
EPOC (10.4%) comparado con los fumadores sin la enfermedad. En el caso del rs56036015
mostrd una frecuencia incrementada en el grupo EPT (11.93%) en relacion a FSE (4.8%); en
ambos casos, las diferencias fueron estadisticamente significativas y asociadas a un riesgo

incrementado (OR>2.0) (tabla 10).

9.3.2 Frecuencias de genotipos en /L6
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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 genotipificod 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 asociacion 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 estadisticamente significativas.
9.3.3 Anélisis de haplotipos

Con las frecuencias alélicas obtenidas de la etapa de validacion por sondas Tagman, se realizd
el analisis empleando el software Haploview v4.2, para el caso de TNF no se encontr6é ningin
haplotipo con una r*>0.80, para /L6 se form¢ 1 haplotipo tomando una r>>0.80 (figura 1), el
haplotipo fue formado entre el rs140838807 y el rs1800797, los rs1800797-rs1800796
tuvieron una r’=0.79 y rs1800796-rs192273987 1?=0.76; sin embargo, no se encuentra ningiin
haplotipo asociado con la enfermedad o con la gravedad GOLD; s6lo el rs361525 de TNF no

se encontro en equilibrio de Hardy-Weinberg (tabla 15).
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Gen SNP ObsHET PredHET HWpval
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
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 genotipificacion, MAF=Frecuencia del

alelo menor.

Figura 5 Haplotipos en TNF
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Se incluyeron los 6 SNP analizados en la etapa de validacion.
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Figura 6 Haplotipos en /L6
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Se incluyeron los 6 SNP analizados en la etapa de validacion.

9.4 Determinacion de la expresion de mRNA de TNF-a e IL-6

9.4.1 Expresion de mRNA de TNF-a

La expresion de mRNA fue reportada por el método de AACT, y normalizada con el valor
del control endogeno (GAPDH), se expresan en Unidades Relativas de mRNA vy ajustadas a

escala logaritmica en la grafica.

Se encontrd que la expresion en pacientes con EPOC fue mayor en comparacion con los
fumadores sin la enfermedad, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p <0.05);

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

9.4.2 Expresion de mRNA de IL-6

El analisis de expresion de IL-6 fue realizado siguiendo el mismo método descrito para TNF-

a; los niveles de expresion encontrados no fueron detectables en ninguno de las muestras
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incluidas, por lo cual se decidi6 realizar la determinacion 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 Expresion de TNF-a
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La expresion de TNF-o aument6 2.56 veces, al dividir el valor normalizado de EPT entre FSE.
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10.0 Discusion

La EPOC es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad a lo largo del mundo,
particularmente entre fumadores mayores de 40 afios de edad. A pesar de la investigacion
biomédica, esfuerzos en los cuidados de salud y los altos costos de atencidn, las estadisticas revelan
un aumento en la mortalidad (158). Se estima que globalmente, cerca de 6 millones de muertes
cada afio son atribuibles a fumar, y se prospecta que para 2030 incrementara esta cifra a 8.3
millones, en respuesta a este fendmeno 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 dafios y las campaiias 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 vias
inmunologicas involucradas en su patogénesis (160), también se han reportado diferentes
biomarcadores alterados, en particular los relacionados a inflamacion, entre estos se encuentra el
TNF-a, el cual tiene funciones como mediador en la respuesta inmune frente a bacterias Gram
positivas, amplifica la inflamacion por medio de la regulacion de diferentes genes y se relaciona
con efectos sistémicos de la EPOC; existen estudios que han demostrado relacion entre trastornos
metabolicos y niveles elevados de TNF-a (161), se asocia con metabolismo acelerado, asi como
con enfermedades cronico debilitantes, resultando en pérdida de peso, de proteinas de musculo
esquelético y tejido adiposo (152, 141). El incremento en su produccion conduce a aumento de la
inflamacion y respuesta pro-oxidativa, ademas se piensa que desempefia un papel importante en
las caracteristicas 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 disminucion del indice 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 contribucién de polimorfismos tipo SNP en la region promotora, dada su
participacion en la regulacion transcripcional. En el presente trabajo se caracterizaron conjuntos de
alineacion (contigs) en la regioén promotora de TNF, asociados con la susceptibilidad y con la
gravedad GOLD en EPOC; ademdas 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 validacion en una segunda poblacion
con las mismas caracteristicas clinicas y poblacionales.

Este es el primer trabajo empleando esta metodologia que reporta conjuntos de alineacion, 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 caucasicos de CO, USA., en donde analizaron 5 SNP en
el promotor de TNF, encontraron que el alelo A en la posicion -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 mas 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 poblacion de Grecia se analiz6 un microarreglo con 5 SNP en el promotor de
TNF en pacientes con EPOC secundaria a tabaquismo y bronquiectasias; no se encontraron
asociacion con los polimorfismos de manera individual; mientras que con el haplotipo TCCGG
(—1013T/C, —863C/A, —857C/T, —308G/A, —238G/A) se observd una asociacion discreta al
compararlo con un grupo poblacional incluido en el estudio (166). En poblacion caucésica de USA,
se realizé un andlisis de 10 SNP etiqueta en TNF'y LTA, en el que no encontraron asociacion ni de
manera individual, ni con algin haplotipo (167), existe evidencia en relacion del componente
hereditario, a través de diferentes estudios de asociacidon genética, no obstante, estas asociaciones
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se observan de manera diferente en funcion de la poblacion; en un meta analisis realizado para el

SNP -308 G/A en TNF, tomando en cuenta 19 estudios diferentes en poblacion asidtica, se
encuentra asociacion con riesgo incrementado y una p acumulada de 0.009, interesantemente al
comparar con los estudios en poblaciones caucdsicas, no encuentra asociacion (143); no existen
reportes estratificados por poblacion para polimorfismos en IL6 asociados con EPOC. En cuanto a
la gravedad de la enfermedad y su asociacién con variantes genéticas, los hallazgos resultan
controversiales; en poblacion caucasica de USA se realizé un estudio donde no se encontraron
asociados polimorfismos de 7NF con la tasa de decline de la funcion pulmonar (168), consistente
con este hallazgo, en poblacion caucésica de Turquia no se encontr6 asociacion del rs1800629 con
el pronostico, determinado por la caida de la FEV1 e indice de masa corporal en el seguimiento de
pacientes a un afio, sin embargo, el genotipo GA se mostrd asociado con exacerbaciones y
hospitalizacion (169). Interesantemente, en caucasicos espanoles, el alelo A de TNF-863 fue
asociado con una mejor FEV1 y un bajo indice BODE (170). Semejante con estos hallazgos en un
trabajo realizado en 10 centros diferentes de USA, tomando en cuenta 10 SNP en L74 y 4 en TNF,
no se encontrd asociacion con las variables de gravedad clinica (166). En el presente trabajo
encontramos conjuntos de alineacion, asociados con los grados de mayor gravedad GOLD, lo cual
constituye el primer reporte de este tipo en poblaciéon mestiza mexicana. En nuestra poblacion, en
cuanto al grado GOLD, la mayor prevalencia se encuentra en GOLD Il y III, mientras los de menor
frecuencia son I y IV; en este reporte, agrupamos los grados de menor gravedad (GOLD Iy II) y
los de mayor (II y IV); en los dos grupos de casos incluidos, la mayor cantidad de sujetos se
encontrd en los grados II y III, siendo el de mayor frecuencia GOLD II, lo cual es un
comportamiento reportado en nuestra poblacion (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

sinnimero de enfermedades (174). En una poblacion de Taiwéan se reportd asociacion con el
genotipo GA con bronquitis cronica y con una respuesta inflamatoria incrementada (175), los
resultados de este trabajo estan incluidos en un meta-andlisis realizado por Zang y cols. en 2010,
en el cual se mostro que el genotipo -308 GA esté asociado al riesgo en poblaciones asiaticas pero
no en caucasicas, asociacion que se conserva cuando se estratifica por tabaquismo (143), no
obstante, estos resultados no han sido replicados en otras poblaciones. En 2012 se realiz6 un estudio
en poblacion taiwanesa, donde se identifico al TNF-863 (rs1800630) asociado con incremento en
el cociente FEV1/FVC y el indice de masa corporal (144). Otro polimorfismo reportado en EPOC
es el 1361525 GA, el cual incrementa la expresion proteica en secreciones pulmonares, asi como
la bioactividad con inflamacion neutrofilica, aumentando su quimiotaxis, ademas de estar asociado
con caracteristicas clinicas de la enfermedad, incluyendo su progresion (176), este polimorfismo
no conservo la asociacion al realizar la validacion del hallazgo en la segunda etapa; en relacion al
SNP 1556036015, no existen estudios de asociacion con EPOC u otras enfermedades;
interesantemente en nuestro estudio dicha asociacion se conservd en ambas etapas.

Con respecto a IL6, se encontrd el contig 3 asociado tanto en el andlisis con el grupo de pacientes
sin estratificar, asi como estratificados por la gravedad clinica de la enfermedad, en este sentido,
no se han reportado conjuntos de polimorfismos con EPOC o con algin fenotipo clinico de la
enfermedad; Se trata de una citocina pleiotropica que juega un papel importante en la regulacion
de la respuesta inmunolodgica 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 participacion de
ciertos polimorfismos tipo SNP en el gen de IL6 implicados en el incremento de la produccion de
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la proteina, asi como su asociacion con rasgos fenotipicos, tanto de asma como de EPOC; en 2044,

se identifico que el polimorfismo 48892 A/C (D358A) en el exon 9 incrementa los niveles séricos
de IL-6R, dado que este corresponde a un sitio de ruptura proteolitica, por otro lado el SNP -183
G/A en el promotor mostroé una baja concentracion del receptor para los portadores del alelo C en
comparacion con el alelo A (177). En otro estudio, Hawker G. et al, en 2012 reportd en una cohorte
de ancestria europea del programa de investigacion en asma severa, que el alelo C del rs2228145
de IL6R se asocia con un bajo porcentaje de FEV 1, cociente FEV1/FVC y PCy (178). Con respecto
a polimorfismos en /L6 asociados con EPOC, en 2009 se reportd que el SNP -174 G/C se asocia
con el decline rdpido de la funcion 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 afio, demostraron que el haplotipo H2 en /L6 compuesto por los SNP s2069825,
rs2069827, rs1800797, 1s2069840, rs1554606, 1s2069861 y rs1818879, se asocia con un alto riesgo
a padecer EPOC y con bajos niveles de CRP (179). Con respecto a ILS8, existen diversos
polimorfismos que se han asociado con el incremento en la produccion de la proteina, asi como
con EPOC o algtin fenotipo clinico, sin embargo, en nuestro trabajo, no encontramos asociacion
de ningln contig o de polimorfismos individuales, motivo por el cual no se continu6 con su analisis
en las siguientes etapas (125, 155, 156).

En conjunto, estos polimorfismos de 7NF e IL6 no han sido descritos en ninglin trabajo previo; en
nuestros resultados fue posible reportarlos, dado que la metodologia empleada permite encontrarlos
a través de un algoritmo de alineacion, en el que se comprende a este grupo de variantes
polimérficas ubicadas en la region de union a factores de transcripcion. La union de estos factores,
depende en gran medida de las secuencias de nucledtidos y de las variaciones en las mismas, por
lo cual el andlisis de las regiones reguladoras, es importante para comprender los mecanismos

moleculares que estan relacionados en la patogénesis de la enfermedad.
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En cuanto al analisis de expresion en células pulmonares de esputo inducido, no fue posible detectar

niveles de mRNA ni de TNF-a 0 IL-6; en 2015 Silva Antunes y cols. mostraron que lineas celulares
pulmonares bronquiales y alveolares estimuladas con LTaf, 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 expresion, medidos a través de ELISA y qPCR (181), sin embargo, en
ambos reportes emplearon lineas celulares y células de sangre periférica, en contraste con las
obtenidas de esputo inducido de nuestro estudio, dado que es una metodologia no invasiva, que
permite el acceso a células epiteliales pulmonares, asi como células de la respuesta inflamatoria
local. Aun asi, cuando se realiz6 el andlisis de expresion en células de sangre periférica, se encontrd
un mayor nivel de expresion del grupo de pacientes con EPOC en comparacion con fumadores sin
la enfermedad, esto ha sido reportado por diferentes grupos de trabajo, tanto en modelos murinos

como en cé€lulas 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, asi como con la gravedad clinica en funcion del conjunto de
polimorfismos de TNF e IL6, los cuales se encuentran en la regién promotora, y que pueden influir
en la produccién proteica en este grupo de sujetos, sin embargo esta produccion, al ser local, es
dificil de cuantificar por medio de la separacion de esputo inducido, por lo cual resulta deseable el
analisis informatico ulterior que relacione las secuencias identificadas, particularmente aquellas

asociadas a mayor gravedad, con los potenciales factores de transcripcion.
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metalloproteinases in alveolar walls and airways of mice
exhibiting overexpression of THNF-o transgene in 5P-C
producing cells.®

Genetic variations in the THF promoter region have been
associated with differences in phenotypic expression and
with 8 wide mange of infectious. oncological, and autoim-
mune diseases.® " Certain studies of the genetic association
with COPD reveal some relevance of single nuclectide
polymorphizms (SNPs) o TAVF in Asian populations, but not
in Cawcasian populations_" ™ There fore, the aim of the pres-
ent investigation was to determine the set of polymorphisms
found in the TWF promoter region, its possible associations
with COPD secondary to smoking, and the clinical severity
in the Mexican Mestizo population.

Material and methods

Study population

A case-control study was performed in teo stages; 1,096
participants were incleded; all were evaluated via lung func-
tion tesis considering a matio of forced expimtory volume
in 1 second/forced vital capacity (FEV /FVC) <70%, as
COPD; individuals older than 30 years of age and with a
smaoking rate of =5 packs'vear were included. They under-
went a background questionnaire of inherited pathologies,
whereby subjects who reporied suffering some type of lung
and/or chronic infammatory disease were excluded, as were
subjects with non-Mexican ancestry. All participants were
recruited from COPD and smoking-cessation support clin-
ics, both belong to Department of Research in Smoking and
COPD of Instituto Macional de Enfermedades Bespiratorias
Ismael Cosio Villegas (INER) at México City. The subjecis
were first invited to participate, were asked 1o sign a let-
ter of informed consent., and then were given a document
assuring the privacy of personal data, both evaluated and
approved by the Institutional Committee on Science and
Bioethics in Research (protecol #810-12). The STREGA
{STrengthening the REporting of Genetic Association)
puidelines were taken into consideration in the design of
this genetic association study.™

Stages

In the first stage, 165 patients with a diagnoesis of COPD
secondary tosmoking (COPD group) and 165 smokers with-
out COPD (SMNC group) were included. Direct sequencing
of the promoter region of the THF gene was performed. In
the second stage, validation of the association of the poly-
marphisms identified in the Arst step was performed using
allelic discrimination via real-time polymerase chain reaction

(RT-PCRY, 763 smokers were included, of whom 260 wera
in the COPD group and 506 in the SMC group.

DA extraction

The DMA was extracted from peripheral blood cells via
venipumncture, using the commercial BIMract Genomic DN A
imolation kit {Maxim Biotech, San Francisco, CA, USA). The
DMA was then quantified by UV absorption spectrophoto-
meiry at the 260 nm wavelength using a ManoDrop system
(Thermo Scientific, Wilmington, IVE, USA)L

Selection and design of the regions

to be sequenced

The selected regions of interest were chosan basad on previ-
ous reports from the available literature, which identifies the
regulatory regions in which different transcription factors are
found. " ™ The region of interest consisted of approximately
300 bp, and the sequence that encompassed this region was
selected from the Mational Center for Biotechnology Informa-
ticm (MCHI) database. Using MCB]"s Primer-BLAST tool, the
primers were designed with GC% <63%, T_ (melting tem-
peratura) =607, and a primer size of <25 bp. The resultant
size of the sequenced region was approximately 350 bp.

Bidirectional sequencing

Sequencing was performed using the commercial BigDye
Dhrect Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA), for which the DNA concentration was
adjusted to 4 ngfu L, and the integrity of the [NA was verified
by the electrophoretic shift in a 2% gel. PCR amplification
was performed under the following amplification program:
95°C for 10 min for 1 cyele: 96°C for 3 5, 62°C for 15 5, and
68°C for 30 = for 35 cycles; and T2°C for 2 min and 4°C until
the mext step. The saquencing reaction was performed with the
following cycles: 37°C for 1.5 min, B0°C for 2 min, and 96°C
for 1 min for 1 cycle; ®6°C for 10 s, 50°C for 5 5, and 60°C
for 75 = for 25 cycles, and 4°C until purification. The product
obtained was purified via ethanol-EDTA precipitation. The
capillary injection was performed in an ABI 3130 Genetic
Analyzer { Applied Biosystems) using the DT3 130P0PT{BD}
vZ. mob mobility file, in the RapidSeq36_POPT_1 analysis
maodule, injecting 1-1.5 k'V for 5-10 =, collecting data for
1. 800 5, and reviewing them with the Sequencing Analysis
Software v5.4 (Applied Biosystems).

Sequence alignment
To identify the sets of alignment, we used the “conlig
assembly™ algorithm in the Sequencher 5.1 (Gene Codes,

1247  mnSrere——
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Ann Arbor, MI, USA) software, using “assemble auto-
matically™ with a “minimum match percentage™ of 80 and a
“manimium overlap” of 100 bp. The reference sequence was
imported from the NCBI database with data obtained from
the Ensembl database (Reference Sequence: NC_000006.12),
the full sequence is included i Supplementary material, the
saf of samples that shared a consensus sequence were defined
as “contig”. Polymorphisms and their position within the
sequence were determined, and all were assigned taking mto
account the overlap of the peaks in the electropherograms.

Genotyping of the SNPs

The allelic discrimunation of SNPs was performed using
the commeercial TaghMan probes (Applied Biosystems) at a
conceniration of 20, using the technique of RT-PCR in a
T30 Real Time PCR System kit { Applied Biosystems), and
the analysis was performed by the SDS (sequence detection
software) version 1.4 software ( Applied Biosystems).

Statistical analysis

The differences between the two groups under study were
evaluated by determining and comparing the allele, peno-
type, and haplotype frequencies. Statistical sipnificance was
assessed using the SPSS v15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
and Epi Info 7.1.4.0 (Centers for Disease Control and Pre-
vention, Atlanta, GA, USA) statistical software, taking into
account the ¥ values. The results were considered signifi-
cant when the P-value was <20.05; similarly, the odds ratios
(ORs) with 95% confidence mtervals (Cls) were estimated
o deternuine the strength of the association. Comection for

Table | Demographic and lung function variables

multiple testing was carried out using the Bonferroni (pB)
adjustment.

Results

The clinical characteristics of the subjects included in both
stages are presented in Table 1. The sex ratio {femalamale) for
the participants in the first stage was 1:2.1 in the patient group
and 1:1.8 in the SMNC group; in the second stage, the ratio in
the COPD group was 1:2.3 and in the SNC group was 1:2.0.
In both stages, these differences were not statistically signifi-
cant. The average age in the COPD groups of both stages was
shightly higher than inthe SNC group (-3 years, P=not sigmifi-
cant [M5]). The smoking rate was higher in the patient group
compared with the smokers without COPD. For both groups,
the largest number of subjects was found in GOLID grades 11
and I11 {-70%), with GOLIY 11 being the most frequent (first
slage =44 84%, second stage =41.15%, P=NS). Differences in
the measures of lung function were found due to the specific
characteristics of the case and control selection.

First stage analysis

Sets of alignment (contigs)

Through comparative alipnment, it was possible to deter-
mine 11 different alignment assemblies (contigs), and a
comparison of the frequencies of these assemblies betwesn
the study proups was performed; contig 10 was increasad
in the COPD group relative to the SNC group, obtaining a
statistically sigmificant difference (P=000035, OR =364, 93%
CI =2.03-6.71) (Table 2). The sequences of the different
identified contigs are found in Table S1.
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WYWariahles First stage Second stage Povalue
COPD (n=165) SHNC (n=165) COPD (n=2&0) SMC [n=508)

Sex

Male %) 112 (67.87) 107 (64.84) 181 (63.62) 340 (67.19) S

Female (%} 53 32L12) 58 35.15) 79 [30.38) l&& (32.80) M5
HApe 63762292 B0.07H4.63 66.853.21 £3.525.02 NS
Tobacco index® 55.16248 S5LETELT 52+4.1 48432 M3
GOLD grades (%)

I 27 (16.36) 44 (1652 S

] T4 [+4.84) 104 (#1.15) M3

n 47 (26.48) 71 (27.30) S

v 17 (1030} 38 [14.61) M5
Measures of lung function®™

FEV, ref (%} SE.70 [14-129) 97.54 [58—140) ES [15—TB) 95 (B3—160) 0001

FYC ref (%) 85,06 (3 1-160) F7.53 [61-140) Bl (1820} 0 (BO—158) 0001

FEV_/FVC (%) 5LE2 (22-T0) TRL.ER (7I-31) 57 (19%-&2) B4 (T3—-108) 0001

Motas: “Maan + 530y *Fostrondhodilator valuss; ‘minimum and rmaxdmum wlues are showsn.
Abbroviations: COFD, chromic obstrective pulmonary dissasec SMC, smeokers withowt COPD; M5, Mot significet; GOLD, Global Inttistive for COPD; FE\"rFDIud Sepiratory
volums In | second: FYC, fonoed vl Gpadty; S0, sandand devation
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Table I Frequencies of the TNF alignment assemblies

THF contig COFD SNC Powalue OR @5% CI
=1 63 CF (%) =165 CF (%)

1] 57 34.55 21 1265 5.0E-04 364 2034671

2 22 13.33 23 13.8&

1 Fi | 12.73 2B 1687

3 21 12.73 22 1325

] 18 10.71 2B 1687

Crthers 18 =10 43 =10

Mote: Only thoss contigs that had 2 frequemcy == 10N are shown.

Abbreviations COFD, chronic cbstrectva pulmonary dissase; SNC, smokars without COPD; CF, “contiy” frequency; OF, odds ratiec 755 CL, 955 confidenca imbarvals.

Stratification by GOLD grade

Stratification of the patient group was conducted by GOLD
grade, grouping the grades of lesser severity (Gl and GII)
under the name G1 and the grades of greater seventy (GIII
and GIV) as G2, When comparing G2 vs G, a statisti-
cally sipmificant difference in contig 1 was obtained, being
increasad in the preater severnity group (P=0.010, OR =3_56,
95% CI =1.30-10.33). When comparing the Gl and G2
groups with the SNC pgroup, the associated assembly was
10 (P=0000017, OR =3 82, 95% C1=1.99-7 43; P=0.0042,
OR =292, 95% Cl=1.35-6.24, respectively; Table 3).

Determination of SNPs by sequencing

Six SNPs were identified in the studied region, which
included the region from base —350 to —1 of the TNF
promader. In the analysis by genotype, an association with
genotype GA was found for three of the six identified
SNPs: rs] B00G29 (P=0.038, OR =207, 95% C1=1.04—4.25;
pB =0.228), rs56036015 (P=0.0082, OR =318, 95% CI
=1.32-8.46; pB=0004%}, and rs361 525 (P=0L001, OR=4.220,
95%% Cl=1.71-11.84; pB =0.006), showing increased fre-
quency in COPD compared to the SNC group. In addition,
a haplotype analysis was conducted in which all identified
polvmorphisms were included, none was found to be asso-
ciated with the disease. The P-value for Hardv—Weinberg

Table 3 Contig frequencies in the GOLD stratification

aquilibrium (HWE) for each SNP analyzed in sequencing
stage 15 rs] 800629 HWE =0.442, rs5603601 5 HWE=0.749,
54587027 HWE =0.5906, rs673 HWE =0.906, rs3al 523
HWE =0.0038, rs41297580 HWE =0.458.

Second stage analysis

Determination of the SMPs by allelic discrimination
Six SNPs, which had previously been identifiad by sequenc-
ing, were genotyped by RT-PCR; the results of the frequency
of the genotypes were compared using the 3* test and are
presented in Table 4.

The GA genotype of rslB0062% was increased in the
eroup of patients with COPD (10.4%) compared with
smokers without COPD (4.8%). Also, the GA genotype
of 156036015 had a higher frequency in the COPD group
{11.39%) comparad with the SNC group (4.8%); in both
cases, the differences were statistically significant and were
associated with increased risk (OR = 2.0). The frequencies of
the genotypes for the six SNPs in both stapes are presented
in Table 4. The characteristics of the identified SNPs are
presented in Table 5.

Discussion
COPD 15 a lung disease of multifactorial onigin, and different
immunclogical pathways mvolved in its pathopenesis have

TMF contig Gl G2 SMC Povalue
n=101 CF (%) n=6d CF (%) n=1&5 CF (%)
T 3 354 [T .7 21 127 | .BE-05, 4.2E.05°
I 8 7.5 15 134 12 133 1 DE-02*
2 13 123 8 12.5 23 135
3 15 143 & 12.5 16 165
Cthers 73 <10 14 <ID 7l <1

Motes: “Sssoctation batesan Sl and SMC, OR =382, 95% Cl =] 997 43; “sssodation batesen G2 and SMC, OR =292, 95% O = 35424 “assodation batwean G2 and
Gl, OR =356, 355% Cl =|.20-1033. Only thosa contigs that had 2 frequency = | 0% are shown.
Abbreviations= GOLD, Global Inttistive for chronk obstrecive puimonany diseass; G, GOLD 1+ I G2 GOLD W = V; SNC, smwokers without OOPD; CF, “contig”

freguancy; OR, odds ratko; Cl, confidenca intervals

1244 skl your mEsRCHEL
Dewe,

International jowmal of COFD 200510
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Table 4 Genotype fregquencies of the SMPs identified by sequencing (F5) and allelic discrimination (55)

SMHP FS 55 Povalue OR 95% C1
COPD EMC COPD SMC F5 5= F5 g5 F& g5
n=165 GF (%) n=1865 GF (%) n=260 GF (%)} n=506 GF (%)
r= | 800£29
GG 133 ED.50 143 .70 233 3.5 472 7474
GA 30 18.18 1& 970 27 .4 25 484 3.8E-D2 £ DOE-03 207 224 104425 1.23—4.15
As 2 122 1 os0 4] 2 042
rs56035015
e 142 E&.06 157 ?5.15 230 53.61 482 95.2
GA 23 13.94 a 485 30 11.3% 24 44 8.2E-03 1.10E-03 EN L] 2.54 1.32-8.46 | 40—4&1
As a a 4] a
rs4387027
Ah 162 98.16 182 .16 250 2608 434 e
CA 2 121 3 1.82 5 197 & 1.2
cC | D&l a 5 197 & 12
rs&73
GG 158 S95.7E 162 9818 243 F34E 483 95.36
GA 7 4.24 3 1.82 17 632 23 462
Al a a 0 4]
rs3&1525
e 138 B2 42 155 93.594 237 91.24 &4 91.7%
GA 26 15.7& 7 424 22 837 41 aal 1.0E-03 4220 L71-1 164
BB 3 182 3 1.82 1 04 1 ozl
rs4123758%
T 145 E7.BE 147 g9.0% 247 2495 454 9759
TA ) 10.30 18 10.91 13 505 1z 241
A 3 182 a a a

Abbroviations: FS, first stagec 55, sscond staps; ©OPD, chronkc cbstractive puimonary disasse: SNC, smokers withowt TOPD; GF, gemotypa frequancy: OR, odds ratio;
5% Cl, 95% confidamca intservals

bean described;"™ different altered biomarkers have also been
reported, particularly those related to inflammation. Among
these 13 THF-o, which playvs a mediator role m the immune
response o gram-positive bacteria, amphfies inflammation
via the regulation of different genes, and is related to the
systemic effects of OOPD. Several studies have demonstrated
a relationship between metabolic disorders and high levels of
THF-o;™ it is associated with accelerated metabolism and with
chronic delitating diseases, resulting in loss of weight, mus-
culoskeletal proteins, and adipose tissue ' Increased THF-o
production leads to a raise in the inflammatory and prooxi-
dative responses, and it is also thought to play an important

Table 5 Localization of SMP identified

role in respiratory and systemic disease characteristics.™
These levels have been found to be increased during infective
exacerbations, ™ and it has also been associated with systemic
manifestations such as decreased body mass index™ and
abnormal energy expenditure during rest.*

This cyvtokine is encoded by the TWF pene located on
the short amm of chromosome 6 (6p21.3); multiple poly-
morphisms throughout the gene have been described; in
this regard, varwous studies have evaluated the contnbution
of SNP-type polymorphisms in the promoter region, given
their involvement in transcriptional regulation. In the present
study, alignment assemblies (contigs) in the TWF promoter
region associated with susceptibility and with GOLD severity
in COPD were characterized; in addstion, polymorphisms
contained in these sets were individually analvzed; thres

SHF Chr F Change MNF
=1 900623 31543031 A _spa  ONPs associated with the establishment of the disease
re54034015 31543065 Gl _374 were wentified, two of which retzined the association after
re4 387027 1543094 Gil# -5  vahdation in a second population with the same chmcal and
=673 F1343093 s -4  demographic characteristics.

:i?;:::ﬂ :::jll:; i:' :::a This present study is the first to use this methodology

Abbreviations: 5NF, singla nudecods potymorpéizms; Chr F, chromcsoms position;
P, medeotids posttion

that reports alignment assemblies, which are polyvmorphisms
that are shared by a group of individuals and are associated

Intermational journal of COPD 201 5:10
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with COPD. Prnior work has been performed in which
haplotypes associated with the disease have been found;
in 2008, Gingo et al* conducted a study in Caucasians
of CO, USA, analyzing five SNPs in the TNF promoter
and finding that allele A at the —308 position and A at the
—237 position are associated with increased risk, whereas
allele T at —E57 is associated with decreased risk when
comparing the less severe grades vs the more severe ones.
Interestingly, the researchers also found the haplotype CC/
TT (—1031/-863) with a decreased OR when comparing
patients against smokers without COPD.T In contrast, in
a Greek population, a microarray was analvzed with five
SMPs in the TAF promoter in patients with COPD second-
ary to smoking and bronchiectasis; however, the research-
ers found no association with individual polyvmorphisms,
whereas with the haplotype TOCGG (—1013T/C, —B63C/A,
—85TC/T, —308G A, —2380G/A), a discrete association was
observed when compared with a population group included
in the study.® In a Caucasian population in the USA, an
analysis of 10 tag SNPs in TAF and LTA4 was performed,
and no individual association or association with a certain
haplotype was found.”® Regarding the severity of the dis-
ease and its association with genetic variants, the findings
are controversial; in a US Caucasian population, a study
was conducted in which no TWF polymorphisms were
found associated with the rate of decline in lung function.
Consistent with this finding, in a Caucasian population
in Turkey, no association was found between rsl 800629
and the prognosis, as determined by the decrease m FEV,
and body mass index in the monitornng of patients after 1
year; however, genotype GA showed an association with
exacerbations and hospitalization.®' Interestingly, in Span-
ish Caucasians, allele A of TAVF-B63 was associated with
an improved FEV, and a low-BODE {Body mass index,
Obstruction, Dvspnea, Exercise capacity) index * Similar to
these findings, m a study conducted in ten different centers
in the US, considenng ten SNPs in L T4 and four in THF, no
association was found with clinical severity variables.™ In
this paper, we found alignment assemblies associated with
the GOLD prades of the greatest severity, which is the first
report of its type in a Mexican Mestizo population. In our
population, GOLD 11 and 111 had the highest prevalence,
whereas the lower frequency grades were | and ['V. In this
report, we grouped the prades of lesser severity (GOLD 1
and 11}y and of greater severity (GOLD 11l and 1V) in the
two groups of included cases, with most subjects found in
grades 11 and 111, GOLD 11 was the most frequent, which is
a behavior reported in our population. 34

Individually, three SNPs associated with susceptibality
were dentified, of which rs1800629 and rs361525 have
already been studied in COPD, with inconclusive results. For
SNP TNF-308G/A (rs] 200629, a puanine to adenine [G — A]
change}, allele A (the minor allele) reportedly increases the
rate of gene transcription' and has been associated with
multiple diseases.* In a Taiwanese population, an associa-
tion of the G A genotype with chronic bronchitis and with an
increased inflammatory response was reported;”” the resulis
of this work were included in a meta-analysis by Zhang at al®
in which it was shown that the —308 GA genotype i85 associ-
ated with nsk in Asian but not m Caucasian populations;
this association is preserved when stratified by smoking.
However, these resulis have not been replicated in other
populations. In 201 2, a study was conducted in a Taiwanese
population, in which TANF-863 (rs] 800630) associated with
an increase in the FEV /FVC ratio and body mass index
was wentified.” Another polvmorphism reported in COPD
15 15361525 GA, which mcreases the profein expression in
lung secretions and baoactivity with neutrophilic nflamma-
tion, increasing chemotaxis as well as being associated with
clinical features of the disease, including its progression.™”
This polymorphism did not retain the association during the
validation of the findings in the second stage; our working
group previously found a relationship between the GA geno-
type of this SNP and COPD secondary to biomass-buming
smoke, an association that 15 not maintained when compar-
ing both clinical entities of COPD (Reséndiz-Hemdbndez
et al unpublizhed data, 2015). Regarding SMNP rs56036015,
there are no association studies regarding COPD or other
diseases; interestingly, in our investigation, this association
was presarved in both stapes.

Topether these polymorphizms have not been described in
any prior work; inour imvestigation, it was possible to report
them, given that the methodology used enabled finding them
using an alignment algorithm, which encompasses this group
of polymorphic varants located in the region of transcription
factor binding. The bindimng of these factors depends largely
on the nucleotide sequences and on the varations of the same;
consaquently, the analysis of regulatory regions is important
for elucidating the molecular mechanisms that are related to
the pathogenesis of the disease.

Among the principal limitations of our study is the dif-
ficulty in differentiating the maim climeal phenotypes of the
disease (chronic bronchitis and emphysema), a fact that may
baas the impact of the results, since they affected different
baological pathways and molacules involved in these. Repard-
ing our findings, we found that polymorphism rs36l 525
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shows a deviation to HWE, this may be related to the low
freguency of the minor allele homozy gote (A A and heterozy-
gous (GA) in Mestizo populations, additionally, rs180062%
does nol mantain a sigmficant P-value afier analysis by
multiple testing (pB =0.228); however, the rest of genotypes
associated conserve the association value (pB <0.05).

It would be worthwhile to perform a subsequent bioin-
formatic analysis and additional functional studies, which
relates the wentified sequences, particularly those assocuted
with greater severity, with the potentsal transcription factors,
and identifies thewr possible comelation with both local (e,
the lung microenvironment ) and systemic expression levels
to conclusively determune whether the SNPs identified are
associated with COPD development.
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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 1L6

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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