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1.1 SITUACION ACTUAL DEL PROBLEMA

La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica (EPOC) constituye una causa destacada
de morbilidad y mortalidad con un importante impacto econdémico. Actualmente
representa la cuarta causa de muerte y se estima que en el afio 2020 ocupara el tercer

puesto®?,

Su prevalencia se ha incrementado notablemente en los dltimos afios. Seglin la
actualizacion de la Global Burden of Disease (GBD) del afio 2010 existe un incremento
del nimero de personas con EPOC: desde la anterior cifra de 210 millones de personas
con EPOC en todo el mundo en 1990, a la de 328 millones (168 millones en varones y
160 millones en mujeres) en 2010 3. En Espafia el estudio EPI-SCAN publicado en 2007,
revel6 que entre los 21,4 millones de espafioles con una edad situada entre 40 y 80 afios
hay 2.185.764 que presentan EPOC: 1.571.868 varones y 628.102 mujeres*. Dado que
segun el mismo estudio se estima que el 73% esta sin diagnosticar, puede afirmarse que
mas de 1.595.000 espafioles aln desconocen que padecen EPOC y, por tanto, no reciben
ningUn tratamiento para su enfermedad®. Actualmente se encuentra en marcha en nuestro
pais un nuevo estudio EPI-SCAN, en el que participa nuestro equipo de trabajo, que

permitira actualizar estas cifras.

La EPOC es una enfermedad cronica y progresiva, que supone un coste social e individual
elevado, tanto en consumo de recursos sanitarios, como en pérdida de calidad de vida
relacionada con la salud (CVRS) de los pacientes. La estimacion de los costes de la EPOC
en Esparia, revisados en el documento Estrategia en EPOC del Sistema Nacional de Salud
del Ministerio de Sanidad y Consumo del afio 2009, fue de 750-1.000 millones de
euros/afo. El coste medio directo por paciente con EPOC se encuentra entre 1.712 'y 3.238

euros/afio®, segun el grado evolutivo de la enfermedad.

1.2 DEFINICION

La actualizacion de la Guia Espafiola de la EPOC (GesEPOC) de 2017, recientemente
publicada en Archivos de Bronconeumologia’, define la EPOC como “una enfermedad
respiratoria caracterizada por sintomas persistentes y limitacion cronica al flujo aéreo,
causada principalmente por el tabaco. La limitacion al flujo aéreo se suele manifestar en

forma de disneay, por lo general, es progresiva. La EPOC suele presentarse con otros

15



Estudio de polimorfismos genéticos y susceptibilidad a desarrollar Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica
INTRODUCCION

sintomas respiratorios como la tos cronica acompafiada o no de expectoracion. La EPOC
se caracteriza también por la presencia de agudizaciones y por la frecuente presencia de
comorbilidades que pueden contribuir a la gravedad en algunos pacientes ”. The Global
Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD) en su revision de 2017 la define
como a “‘common, preventable and treatable disease that is characterized by persistent
respiratory symptoms and airflow limitation that is due to airway and/or alveolar

abnormalities usually caused by significant exposure to noxious particles or gases” ..

Esta constante revision de la definicion de la enfermedad dificulta en numerosas
ocasiones la comparacion de resultados entre estudios realizados en paciente con EPOC

en diferentes periodos de tiempo.

1.3 FACTORES DE RIESGO

Aunque en su definicion incluye la exposicion a diversas particulas y gases nocivos, el
consumo de tabaco sigue siendo el principal factor de riesgo para el desarrollo de EPOC.
Ya en los afios 50 del pasado siglo comenzaron a publicarse distintos trabajos que
exponian la posible relacion causal entre el tabaco y las enfermedades respiratorias®1°.
Su relacion de causalidad ha sido establecida a través de numerosos estudios prospectivos
de cohortes y entre ellos merecen destacarse el publicado por la British Medical Research
Council (1977)%, el del Doll et al (1994)*? y el Framingham Heart Study Offspring
(2009)™3.

Se estima que el riesgo absoluto de desarrollar EPOC entre fumadores esta entre el 25y
el 30% y que el riesgo es proporcional al consumo acumulado de tabaco®*. Otras causas
de desarrollo de la EPOC son la exposicion involuntaria al humo de tabaco®, el contacto
con combustion de biomasas!®, la contaminacion atmosférical’, la exposicion
ocupacional®, la tuberculosis pulmonar'® y factores genéticos, todas ellas bien
establecidas, excepto los determinantes genéticos que son objeto de investigacion en los
ultimos afios y constituyen una recomendacion para la investigacion en la EPOC de la
American Thoracic Society y la European Respiratory Society en su documento “An
oficial American Thoracic Society/ European Respiratory Society statement: research

questions in COPD” 2y que son objeto también de esta tesis doctoral.

16



Estudio de polimorfismos genéticos y susceptibilidad a desarrollar Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica
INTRODUCCION

1.4 DIAGNOSTICO

El diagnostico clinico de sospecha ha de considerarse en todas las personas adultas con
exposicion a factores de riesgo, basicamente el consumo regular de tabaco (con una
exposicion de al menos 10 paquetes/afio) que presentan tos cronica, con o sin produccion
de esputo, o disnea. La disnea es el sintoma principal de la enfermedad y el que mayor
pérdida de calidad de vida produce. Habitualmente el paciente con EPOC es, o ha sido
fumador, durante un tiempo prolongado y refiere el comienzo de sus sintomas a partir de

los 35 afos.

La espirometria constituye un elemento basico para su diagnostico, ya que permite
confirmar la presencia de limitacién al flujo aéreo. Es una prueba no invasiva, sencilla,
barata, estandarizada, reproducible y objetiva. Su técnica requiere unas condiciones que

garanticen su calidad para que los resultados tengan valor clinico.

El diagndstico de la EPOC se basa en la disminucion del flujo espiratorio, medido a través
del volumen espirado en el primer segundo (FEV1) y su cociente con la capacidad vital
forzada (FVC) (FEV1/FVC). Se considera que hay obstruccion al flujo aéreo si el cociente
FEV1/FVC postbroncodilatacion es inferior a 0.7. Los objetivos de la espirometria en la
evaluacion inicial del paciente son la confirmacion del diagnostico de sospecha y evaluar
la gravedad de la obstruccién al flujo aéreo. En la figura 1 se muestra el algoritmo
diagndstico de la EPOC’. El resto de pruebas diagndsticas necesarias para completar el

estudio del paciente EPOC se detalla en la tabla 1.

Tabaquismo +
(= 10 paquetes/ario)

!

Sospecha
clinica

l

Espirometria
+ PBD
|
FEV./FVC post-BD < 0,7

Edad = 35 afios  + Sintomas

Diagnéstico [,
diferencial

EPOC

Figura 1.- Algoritmo de sospecha diagndstica en
EPOC (Tomada de GesEPOC 20177). PBD: prueba
broncodilatadora.
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Tabla 1.- Pruebas complementarias en el estudio de la EPOC (Tomada

de GesEPOC 20177).
Nivel de riesgo Pruebas diagndsticas
N1: bajo riesgo Espirometria forzada

Pruebas complementarias basicas:

* Radiografia de torax

* Analitica basica con alfa-1 antitripsina
* Saturacion arterial de axigeno

NZ2: alto riesgo Anadir las siguientes pruebas:
* Volimenes pulmonares, DLCO
* Prueba de esfuerzo: 6MWT
* TC roracica
Caracterizacion fenotipica:
» |[dentificar fenotipo clinico
Precisar riesgo prondstico:
+ [ndices multidimensionales: BODE o BODEx

DLCO: capacidad de difusién de monéxido de carbono; 6MWT: prueba de marcha de 6
minutos; TC: tomografia computerizada.

Para la evaluacion de la disnea se recomienda la escala modificada del Medical Research

Council (MMRC) que clasifica la disnea en 5 grados (tabla 2).

Tabla 2.- Escala de disnea mMRCZ,

0 Ausencia de disnea excepto al realizar ejercicio intenso.

1 Disnea al andar deprisa en llano, o al andar subiendo una pendiente poco
pronunciada.

2 La disnea le produce una incapacidad de mantener el paso de otras

personas de la misma edad caminando en llano o tener que parar a
descansar al andar en llano al propio paso.

3 La disnea hace que tenga que parar a descansar al andar unos 100 metros
0 pocos minutos después de andar en Ilano.
4 La disnea le impide al paciente salir de casa o aparece con actividades

como vestirse o desvestirse.

1.5 FENOTIPOS

Durante muchos afios el FEV1 ha constituido la piedra angular en la caracterizacion de
esta enfermedad, pero la EPOC es una enfermedad muy heterogénea, por lo que no es
posible describirla utilizando exclusivamente el FEV1. En los ultimos afios ha adquirido
cada vez mas importancia la denominacién de fenotipo para referirse a distintas formas

clinicas de los pacientes con EPOC.

La importancia de establecer estos fenotipos es que el tratamiento se dirigira segun las
caracteristicas propias de cada paciente permitiendo un enfoque mas personalizado del

tratamiento. GesEPOC, publicada en 2012, reconoce cuatro fenotipos clinicos en funcion

18

—
| —



Estudio de polimorfismos genéticos y susceptibilidad a desarrollar Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica

INTRODUCCION

principalmente de la sintomatologia y de las exacerbaciones??, aspectos que conserva en

su nueva actualizacion de 20177 (figura 2):

EPOC no agudizador con enfisema o bronquitis cronica: se caracteriza por
presentar como maximo un episodio de agudizacion moderada (que ha requerido
tratamiento con corticoides sistémicos y/o antibioticos) al afio. Es un paciente de
menor riesgo de deterioro de su calidad de vida, de perdida de funcién pulmonar
y de mortalidad que el fenotipo agudizador.

Solapamiento asma-EPOC (ACO: Asthma-COPD Overlap): en la practica clinica
es relativamente frecuente encontrar pacientes con caracteristicas comunes a
ambas enfermedades. Este grupo de pacientes presentan mas sintomas, peor
calidad de vida y mayor riesgo de exacerbaciones aungque mejor supervivencia (en
los pacientes tratados con glucocorticoides inhalados)?. El algoritmo diagndstico
se detalla en figura 3.

EPOC agudizador con enfisema: ha presentado 2 o méas agudizaciones al menos
de moderada gravedad el afio previo, separadas al menos por un mes o un ingreso
hospitalario. Son pacientes con escasa (0 sin) expectoracion cronica, con disnea
de esfuerzo y con tendencia a presentar un indice de masa corporal reducido.
EPOC agudizador con bronquitis crénica: presencia de tos con expectoracion al
menos 3 meses al afio durante 2 afios consecutivos. Al igual que el fenotipo previo
presentaria 2 0 mas agudizaciones al menos de moderada gravedad, o un ingreso

hospitalario. Se debe descartar la presencia de bronquiectasias.

Fenotipo Fenotipo
agudizador Fenotipo agudizador
(2 o mas agudizador con

agudizaciones/afio con enfisema
o 1 ingresao)

bronquitis

cronica Fenotipo
------------------------------ mixto
(ACO)

Fenotipo
no agudizador
(0-1agudizacion/afio
sin ingresao)

Fenotipo no agudizador

Fenotipo Fenotipo
enfisema bronquitis
cronica

Figura 2.- Fenotipo clinicos de la EPOC (Tomada de GesEPOC 20177)

Estos criterios diagndsticos, aceptados en las dos principales Guias de Practica Clinica:

GOLD y GesePOC, aunque con algunas particularidades en cada una de ellas, estan
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permanentemente en revision y se comienza a plantear la existencia de otros fenotipos
que pudieran individualizar aun més el diagndstico y tratamiento de la EPOC, aungque sin
perder de vista el impacto que pudiera tener el conocer inequivocamente el papel de la
genética y la epigenética en el desarrollo de la EPOC vy, por tanto, en la prevencion y
tratamiento de la misma. No obstante, como hemos sefialado con anterioridad, en el

momento actual ambas disciplinas son objeto de investigacion.

= 35 anos
Tabaquismo (o ex) = 10 pag/ano
FEV1/FVC post PBD < 70%*

!

Diagnéstico actual de asma

a” S

No Si

!

PBD = 15% y 400 ml, y/o
Eosinofilia sangre = 300 céls/ulL

d v

Figura 3.- Confirmacion diagndéstica de ACO (Tomada de GesEPOC
20177).

1.6 TRATAMIENTO

Los objetivos generales del tratamiento de la EPOC consisten en reducir los sintomas
cronicos de la enfermedad, disminuir la frecuencia y la gravedad de las agudizaciones y
mejorar el pronostico. El tratamiento integral de la EPOC debe contemplar la intervencion
terapéutica sobre el tabaquismo como medida prioritaria, tanto medidas psicoldgicas

como farmacolégicas, es decir el denominado tratamiento multicomponente.

El importante desarrollo farmacolégico en los Gltimos afios, junto con la caracterizacion
de los distintos fenotipos clinicos, ha permitido disponer de diferentes opciones de
tratamiento y una mayor personalizacion de los mismos. La base del tratamiento de la
EPOC estable son los broncodilatadores (agentes antimuscarinicos de accion larga-

LAMA o agonistas beta-2 adrenérgicos de accion prolongada-LABA) vy el

—
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broncodilatador de accion corta de rescate, y en funcion del fenotipo, se afiadirdn otro
tipo de farmacos: doble broncodilatacion, corticoides inhalados, teofilinas y/o

roflumilast’.

1.7 ETIOPATOGENIA

El estudio de esta enfermedad no es algo reciente, ya en 1821 Laénnec (inventor del
estetoscopio) describio el enfisema en su libro “Treatise of disease of the chest” (figura
4). Realizo cuidadosas disecciones de pacientes a los que habia estudiado a lo largo de su
vida, observando que los pulmones enfisematosos estaban hiperinsuflados y no se
vaciaban adecuadamente. Aunque en esta época el tabaco no era muy frecuente, Laénnec
comprobo que en pacientes no fumadores, el enfisema se podia encontrar en individuos
con predisposicion familiar y con factores ambientales de riesgo; ademas, describio la

combinacion de enfisema y bronquitis crénica.

Durante los siguientes afios predominaron las teorias mecanicas. Entre algunos autores
cabe destacar a Hutchinson (1846), inventor de la espirometria, que media
exclusivamente la capacidad vital (figura 5), Osler (1916) con su teoria de la excesiva
presion dentro del alveolo y Tiffeneau y Pinelli (1947), que afiadieron el concepto de
maniobra espiratoria forzada y el volumen maximo exhalado en un segundo tras una

inspiracion profunda.

A
TREATISE
= ON THE
DISEASES OF THE CHEST,

IN WHICH THEY ARE DESCRIBED
ACCORDING TO THEIR

ANATOMICAL €HARACTERS,
AND THEIR

DIAGNOSIS

ESTABLISHED ON A NEW PRINCIPLE
BY MEANS OF

ACOUSTICK INSTRUMENTS.
ith Plates.

TRANSLATED FROM THE FRENCH OF
R. T. H. LAENNEC, M. D.
wirn

A PREFACE AND NOTES

BY JOHN FORBES, M. D.
s

rcaan T

ARY, SECRETARY OF THE

FLonbon :
PRINTED FOR T. AND G. UNDERWOOD,
32, FLEET STREET:
1821.

Figura 4.-“Treatise of disease of the
chest”
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=

Figura 5.- John Hutchinson y su espirémetro.

Ya a finales de los afios cuarenta del pasado siglo comienzan a tomar forma otras teorias
acerca de los posibles mecanismos etiopatogénicos de la EPOC. Geever (1947) habl6 de
los cambios en la vasculatura pulmonar en pacientes con silicosis, afirmando que el lecho
capilar se encontraba reducido por la fibrosis, la arteria pulmonar adelgazada por la
proliferacion de tejido conectivo y que algunas de esas arterias, como en el caso de la
tuberculosis, estaban trombosadas y recanalizadas. En 1950 Liebow propuso un modelo
de atrofia vascular en el enfisema y ya en esa década comenzaron a publicarse distintos
trabajos que exponian la posible relacion causal entre el tabaco y las enfermedades
respiratorias®*°. En 1968 Hogg fue el primero en establecer que la limitacion al flujo

aéreo en la EPOC es debida a un proceso inflamatorio de las vias aéreas periféricas®*.

Como ya se ha expuesto con anterioridad, entre el 20-25% de los fumadores desarrollaran
la enfermedad, lo que nos hace suponer la existencia de un componente multifactorial que
incluye tanto elementos ambientales como una susceptibilidad individual; de ahi el interés
creciente en conocer los mecanismos celulares y moleculares que permitan abordarla

desde una perspectiva etiopatogénica.

En el desarrollo y progresion de la EPOC intervienen toda una serie de procesos
interrelacionados que pueden sintetizarse en los siguientes puntos: a) la exposicion
cronica al humo del tabaco recluta células inflamatorias a los espacios aéreos del pulmén;
b) las células inflamatorias liberan mediadores inflamatorios con capacidad elastolitica
que degradan la matriz extracelular, y ¢) los mecanismos de reparacion alveolar estan
alterados, lo que da lugar a la destruccién de los espacios alveolares caracteristica del

enfisema pulmonar.
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La integracion de estos hallazgos, junto con el papel del estrés oxidativo y el desequilibrio
entre proteasas y antiproteasas, dentro de un sistema en movimiento activado por las
fuerzas mecanicas que expanden el pulmon durante el ciclo respiratorio, que podrian
colaborar en la destruccion del parénquima pulmonar, es la base actual que sustenta el

conocimiento actual de la etiopatogenia de la EPOC? (figura 6).

/ Noxa _-H\

{ inflamatoria )

‘\_ 0 gases /

Factores dependientes
de huésped

Antioxidantes Antiproteasas

y Inflamacion o
S pulmonar LS
Estrés < -~ . =

oxidativo Proteasas

Mecanismos
de reparacion

Apoptosis

Histopatologia
de la
EPOC

Figura 6.- Etiopatogenia de la EPOC (tomada de Cosio®®)

El humo del tabaco contiene miles de sustancias quimicas que incluyen altas
concentraciones de oxidantes y de radicales libres. A pesar que en el organismo hay una
bateria de sistemas antioxidantes, que controlan la produccién de oxidantes y sus
potenciales efectos negativos, el humo del cigarro provoca un desequilibrio entre

oxidantes y antioxidantes y conduce al sistema a una situacion de estrés oxidativo?®?’.

La primera linea de defensa contra los oxidantes inhalados la conforma el fluido de
revestimiento del tracto respiratorio. Este fluido contiene agentes antioxidantes, como el
acido ascorbico, el glutation o el acido Grico?®. Sin embargo, la exposicion al humo del
tabaco produce cambios importantes en la homeostasis del glutation provocando un
aumento de la permeabilidad de la barrera, lo que favorece el paso de los productos

toxicos derivados del tabaco al intersticio pulmonar?.
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La lesion que produce la inhalacion del humo del tabaco desarrolla una respuesta rapida
e inespecifica inflamatoria inicial, que se desencadena de manera innata, pero que no
desarrollara inmunidad ni proteccion a largo plazo. En esta respuesta los macrofagos
seran la primera linea de defensa. Fagocitan y destruyen las noxas diversas y se eliminan
por el arrastre ciliar del epitelio respiratorio. En este punto también intervienen neutréfilos
y células epiteliales. En los fumadores se ha observado un incremento de la poblacion de
macrofagos y neutrofilos en las vias respiratorias como respuesta a las toxinas del humo
del tabaco. Esta acumulacién de macréfagos se correlaciona con la gravedad y la
progresion de la enfermedad, lo que indica un papel importante de estas células en la
patogenia de la EPOC30-32,

Los macrofagos y los neutrdfilos son la fuente principal de secrecion de diversas
sustancias que, en conjunto, tienen capacidad para degradar la matriz extracelular. Entre
los productos liberados por los macréfagos y neutrdfilos se encuentran especies de
oxigeno reactivo, factores quimiotacticos, citocinas inflamatorias, proteasas,
constrictores del masculo liso, activadores de las glandulas mucosas y metaloproteasas,
que facilitan la migracion de otros leucocitos a los tejidos dafiados y amplifican la

respuesta inflamatoria, favoreciendo la activacion del sistema inmune adaptativo333°

(figuras 7'y 8).
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Figura 8.- Papel del macrdfago en la EPOC (tomada de Barnes®).

Durante mucho tiempo se ha considerado que la respuesta inmunitaria innata era la
dominante en la patogenia de la EPOC, principalmente gracias al conocimiento obtenido
sobre la biologia de los macréfagos y los neutrofilos, y su capacidad para segregar
enzimas que digieren componentes intersticiales del parénquima pulmonar. Esto
fortalecio la teoria clasica sobre la etiopatogenia de la EPOC basada en el desequilibrio
“proteasa-antiproteasa”, segln la cual el enfisema pulmonar es resultado de la digestion
elastolitica de la matriz extracelular debido a las proteasas, cuya accion puede no ser
debidamente contrarrestada, ya sea por déficit genético de antiproteasas, por liberacion
excesiva de proteasas por células inflamatorias, o bien por una combinacion de ambos;
pero ya existe mas que evidencia suficiente de la participacion de una respuesta

inmunoldgica adquirida implicada también en este proceso inflamatorio.

Este proceso se inicia cuando las células dendriticas inmaduras alertan al sistema inmune
adquirido de la presencia de estos productos de lesion tisular. Estas células se dirigen a
los ganglios linfaticos locales donde presentan los antigenos a los linfocitos T los cuales
se diferencian a linfocitos T cooperadores CD4+ tipo 1 (Thl, T helper-1), que a su vez

producen Interferén-y (IFN-y )37,

Por otro lado, es probable que las células lesionadas, necroticas y apoptéticas de los
pulmones de los fumadores, sean absorbidas por las células dendriticas y presentadas por
éstas a las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase | y a
los linfocitos T citotoxicos CD8+, linfocitos abundantes en los pulmones de pacientes con

EPOC. Los linfocitos T CD8+ pueden dafiar el tejido mediante una accién citolitica
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directa o a través de la secrecion de citocinas proinflamatorias, entre las que se encuentran

el IFN-y, IP-10 (interferon-inducible protein-10) y MIG (monokine induced by IFN-y).

Los linfocitos T CD4+ también aparecen en la EPOC, centrando su accidn sobre todo en
amplificar la sefial inflamatoria. Los linfocitos T citotoxicos CD8+ son las células
predominantes de la EPOC, presentes en las vias respiratorias grandes y pequefias, en las
arterias pulmonares y en el parénquima pulmonar. EI nimero de linfocitos T CD8+y T
CD4+ que expresan IFN-y en el pulmén se correlaciona con el grado de obstrucciéon al
flujo aéreo y enfisema, lo que sugiere que estas células causan lesiones tisulares en la
EPOC.

El reclutamiento y la activacion de las celulas inflamatorias, macréfagos, neutrofilos,
eosinofilos, linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+ y linfocitos B progresa a medida que
empeora la EPOC. Como resultado de todos estos procesos inflamatorios, el tejido sufre
una remodelacion en las vias respiratorias pequefias y alvéolos que engrosa la pared de
dichas vias, lo que reduce su didmetro, aumenta su resistencia al flujo, destruye los

alvéolos y agranda los espacios aéreos®4?,
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Figura 9.- Esquema mediadores inflamatorios (adaptada de Barnes®).
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Del mismo modo, se ha observado que en la circulacion sistémica también tiene lugar un
incremento de células inflamatorias, citocinas y un aumento del estrés oxidativo. De esta
manera, queda patente que el desarrollo de la EPOC tiene mucho que ver con los efectos
sistémicos que se manifiestan posteriormente en pacientes con esta enfermedad*® (figura
9).

Los mediadores que orquestan todo el fenébmeno inflamatorio se dividen en: citocinas,

quimocinas, factores de crecimiento, proteasas y antiproteasas (tabla 3).

Tabla 3.- Principales mediadores inflamatorios en la EPOC (adaptado de Del Puerto y

cols*?).
CITOCINAS
TNF-a Central en el desencadenamiento de respuesta inflamatoria
I1L-18 Favorece secrecién de quimocinas
INF-y Activa vias de protedlisis
IL-4 Regula respuesta inmunolégica. Inductor secreciéon mucosa
IL-6 Regula la respuesta inmunolégica. Actividad pro y
antiinflamatoria
IL-9 Potente inductor de secreciéon mucosa
GM-CSF Inflamacién neutrofilica
I1L-10 Potente antiinflamatorio
I1L-13 Potente inductor de secrecién mucosa
QUIMOCINAS
IL-8 Potente factor quimiotéctico neutrofilos
GRO-o Factor quimiotactico neutréfilos
MCP-1 Factor quimiotactico de monocitos y macrdfagos
CXC3 Favorece respuesta inmune
Quimocina selectiva de eosinéfilos Reclutar eosindfilos
ENA 78 Aumenta la adhesion de neutréfilos a la superficie endotelial
FACTORES DE CRECIMIENTO
TGF-31 Interviene en la fibrogénesis
EGF Regulacion secrecién mucosa
VEGF y Factor de crecimiento fibroblastico Remodelado vascular

PROTEASAS/ANTIPROTEASAS

1.7.1 CITOCINAS

Las citocinas son un grupo de proteinas de bajo peso molecular, con concentraciones de
nano o picomoles y de vida media muy corta. Son producidas por diversos tipos celulares
que acttan, fundamentalmente, como reguladores de las respuestas inmunitaria e
inflamatoria, principalmente los macrofagos y los linfocitos T colaboradores (Tw).
Asimismo, intervienen como factores de crecimiento de distintas células, entre las cuéles
y de forma destacada, estan las células hematopoyéticas. Las citocinas actian como
reguladores sistémicos mediante la union a receptores de alta afinidad presentes en la
superficie de la propia celula productora (efecto autocrino), en otros tipos celulares que

se encuentran en su vecindad (efecto paracrino) y en algunos casos pueden liberarse a la
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circulacion sanguinea o linfatica, ejerciendo su efecto en otros drganos y tejidos, actuando
asi como las hormonas (efecto endocrino) (Figura 10).

Estimule inductor

:.' « Accidn Autocrina
a

Céula productora
.-- w Citokina @ :.. @
L

Accion Paracrina

Gaula diana

E os bioldgicos Accion Endocrina

Figura 10.- Efecto autocrino, paracrino y endocrino de las citocinas.
Las citocinas poseen importantes caracteristicas funcionales:

e Pleiotropismo: una misma citocina es capaz de ejercer efectos bioldgicos
diferentes al actuar sobre distintos tipos celulares.

¢ Redundancia: varias citocinas pueden contribuir al desarrollo de la misma
funcién en un determinado tipo celular.

e Sinergismo: dos o mas citoquinas producen un efecto que se potencia
mutuamente.

e Antagonismo: inhibicion o bloqueo mutuo de sus efectos.

En cualquier caso, la actuacién bioldgica de las citocinas se produce a través de su
interaccidn con receptores de membrana especificos, que desencadenan una cascada de

reacciones bioquimicas en el interior de la célula diana, determinando su accion bioldgica.

Su importancia es crucial para que las respuestas inmunitarias, innata y adaptativa se
desarrollen con normalidad. Ademas, algunas de ellas estan también implicadas en la
embriogénesis, el desarrollo de 6rganos y muchas son importantes reguladores, tanto
positivos como negativos, de acontecimientos celulares como la mitosis, la
diferenciacion, la migracion, la supervivencia, la muerte celular o apoptosis e, incluso, de
su transformacion maligna®. Las citocinas mas destacadas relacionadas con la EPOC son

las siguientes:
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Interleucina (IL) 4: esta citocina fue clonada por primera vez en 1986 en células
T murinas y fue conocida inicialmente como factor de induccién Ig G1%°. Tiene su
origen principalmente en linfocitos T activados, pero también puede ser producida
por mastocitos, baséfilos y eosin6filos*. Interviene de forma decisiva en la
induccion de las células Th2 que regulan la inmunidad humoral. También se ha

comprobado que IL-4 induce secrecién mucosa®’.

La susceptibilidad genética a la hiperreactividad bronquial se relaciona con el
cromosoma 5g31-g33. Los genes que codifican la IL-4, entre otras interleuquinas,
estan localizados en este cromosoma, demostrando su relacion con la hiperrespuesta

bronquial*®4°.

Ya en 1996 se demostré que la reactividad a la metacolina es un importante
predictor de progresion de obstruccion en fumadores con EPOC®. Estudios
posteriores demostraron que la hiperrespuesta de la via aérea constituia un predictor
de mortalidad®. Los eosinofilos constituyen una fuente de produccion de IL-4 y

han demostrado su implicacion terapéutica y prondstica en la EPOC®2-,

Un correcto balance entre las citocinas pro y antiinflamatorias es importante para
la adaptacion y la rehabilitacion en los pacientes con EPOC. El establecimiento de
un patrén proinflamatorio puede agravar las condiciones del paciente y/o reducir la

adaptacion fisica al entrenamiento.

Basado en estas consideraciones, el estudio de Dorneles et al midié los niveles de
esta interleuquina antes y después de la realizacion de test de marcha de seis
minutos en pacientes con EPOC con diferentes niveles de gravedad segin los
criterios GOLD de 2007, evidenciando un incremento significativo en los niveles
de esta interleucina respecto al test de la marcha inicial en EPOC graves y muy

graves®®.

Factor de necrosis tumoral o (TNF-a): el TNF-a se produce fundamentalmente por

monocitos, macrdfagos y linfocitos. Conocido por su efecto antitumoral a través de
un doble mecanismo, que incluye la inhibicion de la angiogénesis y el aumento de la

respuesta inmunitaria antitumoral®’, accion en la que actla sinérgicamente con el

IFN-y. Es bien conocido el papel que desemperia en la etiopatogenia de la EPOC
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mediante su actividad proinflamatoria, promoviendo, manteniendo y liberando mas
mediadores celulares®®. Por otro lado, el TNF-a acttia como mediador en el desarrollo

de la caquexia en EPOC®.

La relacion entre esta enfermedad y la pérdida de funcién muscular es bien conocida.
El TNF-a juega un papel importante en este aspecto, ya que elevadas concentraciones

han demostrado asociarse a una pérdida de fuerza en triceps y cuadriceps®.

Varios polimorfismos de esta citoquina se han relacionado con la patogénesis de la
EPOC, principalmente el polimorfismo -308 G>A. En diferentes estudios este
polimorfismo se ha asociado con una mayor susceptibilidad para desarrollar EPOC

y una afectacion mas grave®.,

IL-1R: la IL-1 es un polipéptido de unos 15-20 kDa del que existen dos formas,
denominadas IL-1a e IL-1R, con una homologia de apenas el 26%. IL-1 es el
principal pirégeno enddgeno, induciendo fiebre a través de la produccion de
prostaglandinas. IL-1R presenta una accion similar al TNF-a, es un potente activador
de macrofagos alveolares y se ha asociado con mayor frecuencia de exacerbaciones

fomentando el circulo vicioso entre previas y futuras agudizaciones®?.

INF-y: los interferones son un amplio grupo de proteinas caracterizadas por tener
una potente accion antiviral y antineoplasica, asi como por su efecto regulador de las
células del sistema inmunitario. El IFN-y inhibe la proliferacion de células de tipo
Th2, induce la expresion de los antigenos leucitarios humanos (HLA) de clase 1 y 11
y aumenta la actividad citolitica de células T citotoxicas. Su sobreexpresion en
pulmones de ratones provocan enfisema®® y su expresion esta aumentada en biopsias

bronquiales de pacientes EPOC®,

IL-6: tiene su origen en diversos tipos celulares, entre los que destacan macrofagos,
monocitos, fibroblastos y células endoteliales. Interviene regulando la respuesta
inmunoldgica, hematopoyesis y en las reacciones de fase aguda. Tiene, a la vez,
efectos proinflamatorios y antiinflamatorios. Sus concentraciones estan elevadas en
el esputo, lavado broncoalveolar (LBA) y en el condensado del aire exhalado,

principalmente en las exacerbaciones®.

30



Estudio de polimorfismos genéticos y susceptibilidad a desarrollar Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica
INTRODUCCION

IL-9: potente inductor de la secrecion mucosa mediante el aumento de la expresion

del gen MUC5AC® y relacionado con la respuesta inmune®’.

e Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF): en
LBA de pacientes EPOC estable estan elevados los niveles pero ain méas durante las

exacerbaciones®®. Juegan un papel importante en la inflamacion neutrofilica.

e IL-10: importante citoquina antiinflamatoria. Bloquea la expresién y produccion de
numerosas citoquinas proinflamatorias. Su concentracion esté reducida en el esputo
de pacientes EPOC®®. Posee un potencial terapéutico en EPOC por su efecto

antiinflamatorio’®7%,

e IL-13: su expresion esta aumentada en biopsias bronquiales de fumadores con
hipersecrecion mucosa comparada con los no fumadores, lo que podria deberse a que
IL-13 es un potente estimulador de la secrecion mucosa’®. Recientes estudios

plantean que puede ser una posible diana terapéutica’™.

1.7.2 QUIMOCINAS

Las quimocinas son un conjunto de proteinas de muy bajo peso molecular (de 8-10 kDa),
con una homologia de entre el 20 y el 50% en su secuencia de aminoacidos y
pertenecientes a la familia de las citoquinas. Su principal funcion es la quimiotactica.
Existen familias diferentes basadas en la posicion de cuatro residuos de la cisteina.

e IL-8: es un potente factor quimiotactico para los neutrofilos, favoreciendo su
degranulacion y estimulando la fagocitosis. Sus niveles estan marcadamente
elevados en el esputo inducido’, en el LBA y en exacerbaciones en pacientes con
EPOC™7, y se correlaciona con el aumento de proporcion de neutrofilos,
incrementandose en pacientes con enfisema debido a déficit de alfa 1 antitripsina
(ALAT)".

Niveles elevados de IL-8 se relacionan con una disminucion de niveles de FEV1y
un incremento de los niveles de disnea’®® y también se ha encontrado elevadas

concentraciones en pacientes EPOC hospitalizados con debilidad muscular®®.
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Las células epiteliales y los macréfagos alveolares de los pacientes con EPOC
producen mas IL-8 que los fumadores sin EPOC. Esta estrecha relacion entre 1L-8,
neutrofilos y EPOC ha sugerido que puede ser una posible diana terapéutica. Ya en
2004 Mahler et al publicaron un ensayo clinico consistente en la administracion de
un anticuerpo monoclonal frente a IL-8, donde se evidencié una mejoria de la disnea
en pacientes EPOC, aunque no se encontraron diferencias en cuanto a funcién

pulmonar y test de la marcha®.

Al revisar la literatura no son muchos los estudios que han analizado el rol de
distintos polimorfismos en la IL-8 y EPOC, ademas en la mayoria no se han

detectado hallazgos significativos®®8°,

e Growth-Related Oncogene o (GRO-a): secretado por macrofagos alveolares y
las células epiteliales en respuesta a la estimulacion con TNF-a y IL-178. En
pacientes con EPOC se segregan mayores cantidades de esta quimocina®’, y sus
concentraciones estan elevadas en esputo inducido y LBA respecto a fumadores no

EPOC y no fumadores®,

e Proteina quimiotactica de monocitos (MCP-1): es un potente agente
quimiotactico de monocitos y macréfagos en la EPOC. Sus concentraciones estan

elevadas en el esputo y el LBA de los pacientes con EPOC®,

e (CXC3 quimocina: las células T en vias aéreas periféricas de pacientes EPOC
muestran un aumento de expresion de CXC3, un receptor activado por la proteina
inducible por INF y, monoquina inducida por INF-y y el interferon inducible de
células T o quimioatrayente. Estas tres quimocinas activan CXC3 pero el tltimo lo
hace con una mayor afinidad®. Los macréfagos alveolares tienen la capacidad de

producir las tres®?.

e Quimocina selectiva de eosinofilos: los eosinéfilos no son las células
predominantes en la EPOC, aungque han tomado un papel fundamental en el
fenotipo ACO?. Se ha observado un aumento de éstos en el esputo, LBA y en
exacerbaciones de pacientes con EPOC®,
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Péptido 78 activador de neutrofilos derivado de células endoteliales (ENA 78):
agente quimiotactico de neutrofilos. Sus niveles no se han visto elevados en

fumadores ni en enfisema®.

1.7.3 FACTORES DE CRECIMIENTO

Son un conjunto de sustancias, la mayoria proteinas, que desempefian un papel importante

en la comunicacion intercelular, principalmente actuando sobre el ciclo celular:

Factor de crecimiento transformante B (TGF 31): su expresion esta aumentada
en las células epiteliales de las vias aéreas pequefias de pacientes con EPOC y juega
un papel importante en la fibrosis de estas vias®. Induce la liberacion del factor de
crecimiento del colageno (CTGF), quien media la respuesta fibrotica®. TGF R1
regula receptores R adrenérgicos reduciendo una marcada respuesta a
broncodilatadores en células musculares in vitro®. EIl polimorfismo en la region
coddn del promotor T869C se ha asociado con un efecto protector para desarrollar
EPOCY".

Factor de crecimiento epidérmico (EGF): participa en la regulacion de la
secrecion mucosa®. La inhibicion de su receptor podria ser una potencial diana para

el tratamiento de la hipersecrecion mucosa en pacientes con EPOC.

Factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF): regulador del crecimiento
vascular y, por tanto, implicado en el remodelado de la vasculatura pulmonar y en
la vasoconstriccion hipoxica en la EPOC®. Su concentracion se encuentra
aumentada en el esputo de pacientes con bronquitis cronica, pero significativamente

disminuida en pacientes con enfisemal®,

Factor de crecimiento fibroblastico: el aumento de su expresion esta relacionado

con el remodelado vascular'®?,
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1.7.4 PROTEASAS

Son enzimas que rompen los enlaces peptidicos de las proteinas. En el caso del pulmén
principalmente de la elastina, favoreciendo la formacion de enfisema. Paralelamente
puede existir un disbalance con antiproteasas enddgenas favoreciendo ain mas la

agresion pulmonar.

e Elastasa del neutrdfilo (NE): la instilacion traqueal en animales de NE induce
enfisema e infiltracion neutrofilical®2. Existe aumento del cociente NE/A1AT en el
LBA de pacientes EPOC!%, y se ha relacionado con el declive de FEV1!%. La NE

es un importante secretagogo mucoso de glandulas submucosas'®.

e Cisteina proteasas: estan involucradas en la aparicion de enfisemal®.

e Metaloproteinasas de matriz (MMP): han despertado gran interés en los Gltimos
afios. Han sido clasificadas en subclases segun la especificidad del sustrato o
componente de la matriz extracelular que degradan. Las principales MMPs que
participan en el proceso inflamatorio y en la destruccion del parénquima pulmonar
son MMP1, MMP2 y MMP9 197,

1.7.5 ANTIPROTEASAS

Generalmente las proteasas son contrarrestadas por un aumento en la produccion de
antiproteasas enddgenas. La mayor antiproteasa es la A1AT. Laurell y Erikson en 1963
descubrieran la asociacion entre la carencia de ALAT y el enfisemal%, convirtiéndose asi
en el primer factor genético relacionado con el desarrollo de enfisema, y que a dia de hoy,
continua siendo la mutacion mas estudiada y conocida, con aplicacion clinica en el
tratamiento de estos pacientes. En torno al 1% de los pacientes con EPOC presenta este
déficit. Entre otras antiproteasas nos encontramos con el inhibidor de la leucoproteasa
secretora (SLPI) y el inhibidor tisular de MMP.

Por tanto, cualquier alteracion estructural en los genes que median la etiopatogenia en la

EPOC puede alterar este proceso y producir la enfermedad. Este hecho podria explicar la
diferencia entre los fumadores que desarrollan EPOC y los que no la desarrollan.
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1.8 GENETICA

En 1953 se produjo el descubrimiento por Watson y Crick de la estructura del acido
desoxirribonucleico (ADN, DNA por sus siglas en inglés) como una doble hélice formada
por dos cadenas complementarias de nucle6tidos con bases enfrentadas entre si, de tal
modo que la Adenina (A) se encuentra unida a la timina (T) mediante dos puentes de

hidrogeno, y la guanina (G) a la citosina (C) por tres puentes de hidrégeno (figura 11)1%,

La funcién del genoma es trasmitir informacién para la sintesis de proteinas de una
generacion a otra. La informacion para la sintesis de proteinas estd contenida en unas
unidades dentro del DNA que denominamos genes. Al analizar el genoma humano se ha
comprobado que alrededor del 95% de los nucle6tidos no contiene informacion para la
sintesis de proteinas, es decir, no forman parte de los genes, o, lo que es lo mismo, que

los genes que codifican proteinas ocupan menos del 5 % del genoma humano.

Los bloques del ADN

Fosfato Cadena de ADN

Azacar

s Ll = = o 4 33
e + [E o SR BCRER

Doble hélice de ADN

Base
Nucledétido

Cadena doble de ADN

Cadena de =
fosfato y azdcar

Enlaces de hidrogeno
entre pares de bases

Figura 11.- Estructura del DNA.

Por otro lado, la secuencia de nucleotidos del DNA es dinamica y cambia de generacion
en generacion. Estos cambios se denominan mutaciones y se producen por errores de la
enzima encargada de duplicar el DNA cada vez que la célula se divide (DNA polimerasa),
0 por la accién de factores ambientales como la luz ultravioleta del sol o determinados
agentes ambientales contaminantes. La mayoria de estas mutaciones no suelen modificar
las proteinas del individuo y, por tanto, no tienen repercusién, ya que los genes

constituyen menos del 5 % del DNA. Si las mutaciones tienen lugar en genes que
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codifican proteinas imprescindibles para el correcto funcionamiento de las células,
aparecen las enfermedades hereditarias y, cuando estas mutaciones aparecen en las
células de un individuo adulto, pueden ser las responsables de enfermedades como el

cancer.

Aproximadamente el 99.9% de la secuencia del DNA de dos individuos diferentes es la
misma. Una proporcion significativa de las diferencias encontradas en los individuos, es
decir, sus diferencias fenotipicas y/o susceptibilidades a ciertas enfermedades, radica en
el 0.1% de variacion.

Se denomina polimorfismo a las variaciones en la secuencia de las bases del DNA entre
individuos de una poblacion. A diferencia de las mutaciones patogénicas, los
polimorfismos son variaciones normales en la secuencia de DNA entre unos individuos
y otros, y son mucho mas frecuentes que las mutaciones patogénicas®'®. Existen millones
de polimorfismos que mayoritariamente afectan a un nucleétido (Single Nucleotide
Polymorphism, SNP)!!, Cabe mencionar que la variabilidad fenotipica de cada
individuo, asi como la susceptibilidad o la resistencia individual a distintas enfermedades,

radican principalmente en los SNP.

Los polimorfismos, al igual que las mutaciones, pueden consistir en la sustitucion de un
nucleotido por otro, en la insercion de uno o varios nucleétidos nuevos, o en la delecion
de nucledtidos previamente existentes. Segun su localizacion los polimorfismos pueden

incumbir a regiones codificantes o no codificantes del DNA:

e Aquellos que en las regiones codificantes producen un cambio de aminoacido, se
denominan no sindnimos y son los que en mayor proporcion alteran la funcion de la
proteina y, por tanto, los mas estudiados. Si este cambio introduce un codén de parada
se denomina mutacion “nonsense”, mientras que si codifica un nuevo aminodacido sera

una mutacion de cambio de sentido, “missense”.

e Si la mutacion al traducirse no produce ningun cambio en la secuencia aminoacidica
se dice que es sindnima o “silent”. Las mutaciones de las zonas no codificantes son
también importantes, porque pueden producir una alteracion del splicing (empalme),

o impedir la unién de factores de transcripcion.
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La idea de poder conocer los patrones genéticos que se encuentran detras del desarrollo
de las enfermedades y que son compartidos por individuos, familias y/o poblaciones es
muy atractiva, ya que abre la posibilidad de identificar variaciones genéticas y procesos
biolégicos que son informacién fundamental para el avance en el conocimiento de la
fisiopatologia de las enfermedades, y la potencial aplicacion de este conocimiento en el
desarrollo de sistemas diagnosticos y posibles dianas terapéuticas.

Como es bien conocido, el consumo de tabaco sigue siendo el principal factor de riesgo
para el desarrollo de EPOC. El tabaquismo es una enfermedad compleja y multifactorial

en la que estan implicados factores ambientales y genéticos.

La incidencia del factor genético como determinante del consumo de tabaco fue evaluada
por primera vez por Fisher et al en 19582 quiénes sefialaron la posibilidad de la
existencia de una relacion entre genotipo, consumo de tabaco y cancer de pulmon,
sugiriendo la existencia de genes que durante la juventud predispondrian a las personas a
ser fumadoras y que, mas tarde, durante la edad adulta, podrian favorecer el desarrollo de
cancer de pulmon. Asi, aunque inicialmente mas ligado a la busqueda del factor genético
que relacionase tabaco y cancer de pulmon, Fisher puso en marcha también el interés por
descubrir la influencia del genotipo en el inicio, la consolidacion y el mantenimiento del

consumo de tabaco.

En este sentido se ha comprobado que la subunidad alfa 5 del receptor nicotinico
(CHRNADS) participa en la composicion de multiples receptores nicotinicos!*** que
contribuyen a la estimulacion de la liberacién de dopamina en el nucleo estriado, una
region implicada en vias de recompensa y que es crucial para el desarrollo de la
dependencia nicotinical®®. Diversos estudios ya han demostrado que los individuos con
variaciones especificas en el gen del CHRNAS5 tienen méas posibilidades de ser
dependientes de la nicotina, jugando dicho gen un papel importante en los efectos

psicoactivos de la nicotina a corto y largo plazo.

En 2007, Saccone et al, demostraron que el polimorfismo rs16969968 ocasionaba una
mayor dependencia a la nicotina®. Posteriormente distintos articulos han confirmado la
asociacion de rs16969968 con la condicion de fumador*'’'8 la dependencia a la

nicotina®'®1? y con la cantidad de cigarros fumados por dia*?!,
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Young y colaboradores en 2008 reclutaron sujetos caucasicos: 454 sujetos con cancer
pulmonar, 458 con EPOC y 488 controles fumadores con una historia tabaquica de al
menos 15 paquetes/afio. Demostro la asociacion con la EPOC y, ademas, que el genotipo
AA en este polimorfismo era mas frecuente en pacientes con cancer de pulmény EPOC
respecto a los controles (16%,14% y 9% respectivamente)?2, Estudios mas recientes han
corroborado la asociacién con EPOC!?3124,

Otros polimorfismos de este gen han sido relacionados con el riesgo para desarrollar
EPOC. Pillai et al en 2009 demostraron que el alelo C del polimorfismo rs8034191 tenia
un riesgo atribuible de 12,2% para el desarrollo de EPOC respecto a la poblacion
general?® y Wang et al, en 2010, relacionaron el polimorfismo rs1051730 con el hébito

tabaquico, la EPOC y también el cancer de pulmon*?®,

Como ya se ha expuesto anteriormente, el humo del tabaco contiene miles de sustancias
quimicas que incluyen altas concentraciones de oxidantes y radicales libre y, al menos,
70 son carcindgenas. En la metabolizacion de toxinas intervienen las glutation-S-
transferasas (GST) que constituyen una familia de enzimas que intervienen en la
detoxificacion celular y en la neutralizacién de carcinégenos. Ya en 1990, Seidegard et
al, comunicaron una relacion entre alteraciones en el gen de la Glutatién Transferasa
mu 1 (GSTM1) con un mayor riesgo para desarrollar cancer de pulmoén entre
fumadores'?’, lo cual se siguié constatando en estudios posteriores afios después'® y

continta siendo foco de estudio actualmente!2%-131,

No sélo se ha demostrado la asociacion con el cancer pulmonar y otros tipos de
neoplasias, sino que también se ha demostrado la asociacion con la EPOC. En 1997
Harrison et al estudiaron la frecuencia de la delecion en la GSTM1 en fumadores con
enfisema y cancer de pulmén, comprobando que en el 65% de los pacientes con ambas

patologias presentaban una mayor frecuencia de la delecion®®?,

El estudio de Jian-Qing et al analiz6 polimorfismos en diferentes agentes antioxidantes
y su asociacion con la pérdida de funcion pulmonar. Cuando se estudiaron por separado,
ninguno de los genotipos de las GST tuvieron relacion estadisticamente significativa; sin
embargo, cuando se analizaron las combinaciones genotipicas se observd que deleciones
concurrentes de GSTT1 y GSTM1, con la presencia de genotipo GSTP1 AA,

incrementaba el riesgo de presentar una pérdida acelerada de la funcion pulmonar en
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fumadores, ademas que la homocigosis en GSTP1 AA y una historia familiar de EPOC,
estaban asociadas también con un empeoramiento en la funcion pulmonar®3. Kant Shukla
etal lo relacionaron con la presencia de EPOC en la edad media de la vida (45-65 afios)***.
Un articulo publicado recientemente incluso plantea su determinacion para el diagnostico

y como biomarcador de la enfermedad®*®.

Un gran avance en los ultimos afios en el estudio de la genética lo ha constituido el estudio
de asociacion del genoma completo (en inglés, GWAS (Genome-wide association study)
0 WGAS (Whole genome association study). Es un andlisis de una variacion genética a lo
largo de todo el genoma humano con el objetivo de identificar su asociacion a un rasgo
observable. Los GWAS suelen centrarse en asociaciones entre los polimorfismos de SNPs

y rasgos como las principales enfermedades.

El primer estudio realizado sobre GWAS sobre funcion pulmonar fue publicado en el afio
2007 sobre la cohorte de Framingham. Se identificaron dos SNPs asociados con las
medidas de funcién pulmonar, el receptor de IL-6 localizado en el cromosoma 1y en el
coddn no sinénimo de la glutation transferasa S omega 2 (GSTO2) localizado en el

cromosoma 1013,

Desde entonces, son cada vez mas numerosos los estudios que se han realizado sobre
GWAS y EPOC, los cuales apoyan la teoria de la susceptibilidad genética en esta

enfermedad cronical® 43y estimulan la investigacion al respecto.
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2.1 HIPOTESIS

Los polimorfismos de los genes de las citocinas IL-4 e IL-8 y de los genes CHRNAS y
GSTM1 pueden modificar la susceptibilidad a desarrollar EPOC.

2.2 OBJETIVO PRINCIPAL

Analizar la relacion entre la EPOC y los polimorfismos en los genes que codifican las
citocinas IL-4 e IL-8 y los genes CHRNAS y GSTML1.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Describir las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas generales de los pacientes
diagnosticados de EPOC en el Servicio de Neumologia del Hospital Universitario

de Salamanca en el afio 2010.

2. Estudiar la posible relacion existente entre el tabaco y las variantes polimorficas

en los genes de las citocinas y los genes analizados.

3. A la vista de los resultados obtenidos, proponer medidas de intervencion, en
primer lugar, para la prevencion de la EPOC en individuos genéticamente

susceptibles.
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3.1 DISENO Y AMBITO DE ESTUDIO

Para alcanzar los objetivos planteados en este trabajo, se disefid un estudio analitico,
longitudinal, prospectivo de casos y controles. En un estudio de este tipo se identifica a
un grupo de personas con una enfermedad (casos) y se les compara con un grupo
apropiado que no tenga la enfermedad (controles). La relacidn entre uno o varios factores
y la presencia de la enfermedad debera estudiarse comparando la frecuencia de exposicién
entre los casos y los controles; si la frecuencia es mayor o menor en el grupo de casos que
en los controles, podremos decir que hay una asociacion entre la causa y el efecto.

3.2 POBLACION DE ESTUDIO Y SELECCION DE PACIENTES

La poblacion del estudio esta constituida por el conjunto de individuos que cumplen los
criterios predeterminados y que es accesible al investigador como el conjunto de sujetos
a estudiar. Esta integrada por los pacientes fumadores mayores de 35 afios que acudieron
a la consulta externa de Neumologia y que accedieron participar en el estudio. Finalmente

quedd integrada por 234 pacientes.

e Criterios de inclusion: para nuestro estudio, todo paciente fumador activo mayor
de 35 afios que hubiera acudido a la consulta externa de Neumologia era
subsidiario de entrar en el estudio. Era indispensable la firma del consentimiento
informado (anexo 1) siguiendo las normas legales para Estudios Clinicos en
Espafia y las del Comité de Etica del Hospital Universitario de Salamanca. El

periodo de inclusion abarcé desde el 1 de enero hasta el 31 de diciembre de 2010.

e Criterios de exclusion: todos aquellos pacientes que cumpliendo los criterios de

inclusion no firmasen el consentimiento informado.

La seleccidn de los individuos, tanto de casos como de controles, se ha llevado a cabo en
las consultas externas del Servicio de Neumologia, del Hospital Universitario de
Salamanca, desde el 1 de enero de 2010 hasta el 31 de diciembre de 2010.

A todos los pacientes incluidos en el estudio se les realizo una anamnesis detallada y las

siguientes determinaciones:
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Datos demograficos: edad y género.
Antecedentes familiares de EPOC.
Infecciones respiratorias frecuentes en la infancia.

Profesion de riesgo.

o B~ W D

Consumo de tabaco cuantificado mediante el indice de paquetes/afio (IPA), que
se determina con la siguiente formula: nimero de cigarros dia X afios fumados /
20.

6. Prueba funcional respiratoria mediante espirometria con test broncodilatador: se
ha analizado el cociente postbroncodilatador (postBD) FEV1/FVC, el FEV1iprey
postBD. Con este valor se determind el grado de obstruccion segin la American
Thoracic Society/ European Respiratory Society**4.

7. Medicion del grado de disnea mediante la escala MRC.

8. Datos analiticos: ALAT.

3.3 PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

Se extrajo una muestra de 10 ml de sangre periférica mediante venopuncion. Las células
nucleadas se aislaron mediante centrifugacion repetida y lisis eritrocitaria con solucion
hipotonica (centrifugacion de la sangre total en 50 ml de agua bidestilada-ddH20- durante
30 minutos, a 4°C y a 1500 rpm). Tras la recuperacion de la interfase y lisis de los globulos
rojos con agua destilada, se lavaron las células mononucleadas en tampon Fornace
(0.25M Sacarosa, 50mM Tris-HCI (pH: 7.5, 25mM KCI, 5mM MgCI2) y se precipitaron

mediante centrifugacion a 580 g durante 20 minutos.

El botdn de células nucleadas se resuspendié en tampdn Fornace a una concentracion
estimada de 5x10° células/mL, tras lo cual se afiadi6 EDTA (4cido etilendiamino-
tetracético, concentracion final 10mM), SDS (dodecil-sulfato sédico, concentracion final
1%) y Proteinasa K (Boehringer Mannheim, concentracion final 50pg/mL). La mezcla
se incubo a 55°C durante 8-16 horas, tras la cual se procedi6 a purificar el ADN con fenol
y cloroformo. La concentracion y el grado de contaminacion proteica del DNA asi
obtenido se calcul6 tras medir la absorbancia a 260 y 280nm, respectivamente, en un

espectrofotometro (GeneQuant, Pharmacia) por medio de la siguiente formula:
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pg de ADN/ml = (D.O. 260) x (factor de dilucién) x (50)

D.O: desviacién dptica. 50: factor de correccion incluido ya que la
unidad de densidad 6ptica con una luz incidente de 260nm es el valor
de absorbancia que tienen 50pug de DNA /mL.

El cociente D.0.260/D.0.280 se utiliza para determinar el grado de contaminacion
proteica, considerando como valores adecuados un cociente entre 1.65 y 2.0. Valores
inferiores a los sefialados indican contaminacidn por proteinas o por solventes organicos,
realizandose en estos casos una purificacion del DNA; valores superiores parecen indicar
un exceso de RNA, el cual se elimind tratando la solucién de DNA con RNAsa y

purificando nuevamente segun el método anteriormente descrito.

La muestra de DNA, con una concentracion aproximada entre 1,000 y 1,500 pg/mL, se
almacené en tubos Eppendorf® a -20°C, con el fin de evitar tanto la degradacion

progresiva del DNA como su posible contaminacidén por microorganismos.

La amplificacion de fragmentos de DNA se realiz6 con los productos comerciales de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) Supermix (Gibco-BRL) y Master Mix
(Promega) y se emplearon entre 1pul y 4ul de la mezcla de los dos oligonucleo6tidos
flanqueantes y 1uL del DNA obtenido por el método reflejado con anterioridad

(concentracion = 0,1-0,2ug/mL).

Para asegurar que no existia contaminacion y que las reacciones eran especificas para
cada muestra de partida se prepard, como control, una reaccion conteniendo todos los
reactivos antes citados excepto DNA molde. Todas las reacciones de amplificacion se
[levaron a cabo en un termociclador automatico y la manipulacion post-PCR se realiz6 en
un laboratorio distinto de donde se llevo a cabo la extraccion del DNA. La discriminacion
alélica se llevd a cabo por dos procedimientos distintos, dependiendo del tipo de

interleucina y del gen estudiado.
Discriminacién alélica mediante PCR son sondas Tagman

Mediante este procedimiento se analiz6 los polimorfismos de los genes en IL-4, IL-8 y
CHRNADS. En la PCR con sondas Tagman los procesos de amplificacién y deteccion se
producen de manera simultanea en el mismo vial cerrado, sin necesidad de ninguna accion

posterior. Ademas, mediante deteccién por fluorescencia se puede medir durante la
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amplificacion la cantidad de DNA sintetizado en cada momento, ya que la emisién de
fluorescencia producida en la reaccion es proporcional a la cantidad de DNA formado.
Esto permite conocer y registrar en todo momento la cinética de la reaccion de

amplificacion.

Los termocicladores para llevar a cabo la PCR con sondas Tagman incorporan un lector
de fluorescencia y estan disefiados para poder medir en cualquier momento la

fluorescencia emitida en cada uno de los viales donde se realice la amplificacion.

Los sistemas de deteccion por fluorescencia empleados en la PCR con este tipo de sondas
pueden ser de dos tipos: agentes intercalantes y sondas especificas marcadas con
fluorocromo; para discriminacion alélica se emplearon las segundas. Estas sondas de
hibridacion especifica son oligonucleétidos marcados con un fluorocromo donador en el
extremo 5° que emite fluorescencia al ser excitado, y un aceptor en el extremo 3°, que
absorbe la fluorescencia liberada por el donador. Para que esto ocurra, las moléculas
donadora y aceptora deben estar espacialmente préximas. Ademas, el espectro de emisién
de la primera se ha de solapar con el espectro de absorcion de la segunda. En este ensayo
los fluorocromos empleados fueron VIC y FAM.

Mientras esta sonda esta intacta, la fluorescencia emitida por el donador es absorbida por
el aceptor. Sin embargo, durante la amplificacion del DNA diana la sonda se hibrida con
su cadena complementaria. Al desplazarse a lo largo de la cadena, en su accion de sintesis,
la DNA polimerasa de Thermus aquaticus, que tiene su actividad 5 exonucleasa, hidroliza
el extremo libre 5°de la sonda, produciéndose la liberacién del fluorocromo donador.
Como donador y aceptor estan ahora espacialmente alejados, la fluorescencia emitida por
el primero es captada por el lector (figura 12).
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Figura 12.- Mecanismo de la PCR con sondas Tagman.
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El incremento de DNA en cada ciclo se corresponde con un aumento de hibridacion de
las sondas, lo que conlleva un aumento en la misma proporcion de la fluorescencia
emitida.

El empleo de estas sondas garantiza la especificidad de la deteccion y permite identificar
polimorfismos o mutaciones puntuales. Este estudio se realizé en un termociclador de
Applied Biosystems, que dispone de varios canales de lectura y permite detectar la
emision de distintos fluorocromos a la vez. De esa manera, se pueden usar varias sondas
marcadas con distintos fluorocromos, para identificar los distintos alelos descritos en cada

uno de los genes estudiados (figura 13).

Discriminacién alélica mediante digestion con nucleasas de restriccion

Mediante este procedimiento se analiz6 GSTM1. Se incubaron 15uL de producto de PCR
con 10 unidades de la endonucleasa de restriccion correspondiente y 2ul. de tampdn de
digestion a 37°C durante 6 horas. Posteriormente los alelos se identificaron mediante su
visualizacion por electroforesis en gel de agarosa al 2,5% tefiido con Sybr Safe (sustancia

fluorescente). Ver figura 14.

EXTRACCION DE ADN EXTRACCION DE ADN

[ Preparar mezela [ Preparar mezcla

de reaccion de reaccion
6 S
) P k
E mparar placa =
Placade 334 pocillos  Placa de 9 pocillos
<:y > A'/
¥ Proceso PCR = Proceso PCR V
) Instrumentos SDS Termocicladares Termocicladores
ey ] ) S

) Preparar . £ =z Gel de Agarosa
Z documento de = ‘9
9 deteccion o
: 2
E l =
E Proceso de e o Preparar

| deteccion mezcla de

i digestion
Instrumentos SDS l

[ Andlsis del = =
0 | docmennde w ::] Gel de agarosa o obal bt
0] deteccion 20 -
=) - O
Z
< < O

L Discriminacion = Discriminacion

alelica de cada alélica de cada
muestra muestra

Figura 13.- Discriminacion alélica mediante PCR  Figura 14.- Discriminacién alélica mediante digestion
con sondas Tagman. con enzimas de restriccion.
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3.3.1 ESTUDIO DEL GEN DE LA IL-4, IL-8 y CHRNA-5

Se estudiaron mediante PCR con sondas Tagman los polimorfismos de los genes que
codifican IL-4, IL-8 y CHRNA 5 (tabla 4):
IL-4: -33 C>T

IL-8: -352 A>T
CHRNADS: C.1392

Tabla 4.- SNPs objeto de estudio.

IL-4 rs2070874 C__16176215_10 -33C>T
I1L-8 rs4073 C__11748116_10 -352 A>T
CHRNAS rs16969968 C__26000428_20 1392 A>G p.D398N

Para realizar la PCR se utiliz6 una mezcla de 5uL de Master Mix (Promega), 2.5ul de
compuesto por sondas y oligonucleotidos (Primers), 42.5 uL de agua destilada (libre de
nucleasas). De esa mezcla se extrajeron 9.5 uL a los que se anadieron 2 uLL. de DNA. Las
condiciones empleadas se describen a continuacion:

- 1 ciclo: T2 60°C durante 30 segundos, para la lectura del fondo de DNA.

- 50 ciclos:

> T295°C durante 10 minutos.

» T2 92°C durante 15 segundos, desnaturalizacion del DNA (separacion de las 2
hebras).

» T292°C durante 1 minuto; temperatura de anidamiento, se produce la unién de la
enzima Tag-polimerasa.

- lciclo: T2 60°C durante 30 segundos, en el que se produce la formacién de la doble
hélice.

Tras el andlisis de la deteccion de fluorescencia se obtuvieron las representaciones

gréficas de los resultados. En las figuras 15 y 16 se detallan ejemplos gréaficos.
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Figuras 15 y 16.- Representacion grafica de la deteccion mediante
fluorescencia.

3.3.2 ESTUDIO DEL GEN DEL GSTM1

Mediante PCR multiplex se estudié la presencia o ausencia de deleciones en los genes
GSTML1. Los cebadores y condiciones necesarios para llevar a cabo la PCR vy los
amplicones resultantes se recogen en la tabla 5. Tras la PCR se obtuvieron hasta dos tipos
de amplicones diferentes: de 231 pb y de 158 pb. En funcion de las posibles
combinaciones se dedujo el genotipo de cada individuo.

Tabla 5.- Condiciones empleadas para el estudio de las deleciones de los genes GSTM1.

C(+):

SENTIDO: 5"-CGCCATCTTGTGCTACATTGCCCG-3
GSTM1:

SENTIDO: 5°-ATCTTCTCCTCTTCTGTCTC-3"

ANTI-SENTIDO: 5"-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3"
PROGRAMA DE PCR

95°C 5 MINUTOS
30 CICLOS (94°C 307/58°C 30 “/72°C 45*)

72°C 8 MINUTOS
FRAGMENTOS RESULTANTES DE PCR Y CORRESPONDENCIA CON EL GENOTIPO

231Y 158 PB: GSTML (+).

158 : GSTML (-).
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3.4 PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE RESULTADOS

Para el andlisis descriptivo se calcularon los porcentajes para las variables cualitativas.
La media, desviacion tipica, mediana y rango intercuartilico para las variables
cuantitativas. El test t (distribuciones normales) y la U de Mann Whitney (distribuciones
no normales) se han utilizado para analizar las diferencias de las variables cuantitativas

sociodemograficas y clinicas entre los casos y controles.

El test de Kolmogorov-Smirnov se ha utilizado para contrastar la normalidad de las
variables cuantitativas. Para el anélisis de asociacién entre los polimorfismos y los casos-
controles se ha utilizado el test Chi-cuadrado para tablas de contingencia. Cuando los
porcentajes de frecuencias esperadas menores de 5 era grande, se ha utilizado el test
exacto de Fisher. La regresion logistica para la estimacion de los odds-ratios en el modelo
codominante. La variable edad se ha utilizado como covariable en la regresion logistica.
Se han calculado los intervalos de confianza al 95%.

La interaccion genotipo-ambiente se ha analizado mediante los Arboles de Clasificacion
y Regresion (CART, Clasification and Regression Tree)*. Este analisis es un proceso
iterativo de particion de la muestra total en base a las asociaciones de los predictores con
la variable respuesta (casos-controles). La division se considera siempre binaria. EI mejor
predictor en cada segmentacion se elige de entre todos el que presenta mayor valor del

test de ratio de verosimilitud o p-valor asociado al mismo.

El proceso de particion finaliza cuando no se detecta asociacion entre las predictoras y la
variable de interés, o bien, el tamafio de la muestra es muy pequefio. El tamafio muestral
méaximo elegido para finalizar el proceso de segmentaciéon fue de 20 individuos. Para
evitar el incremento de error tipo | debido a la gran cantidad de comparaciones que se
realizan en este analisis, se ha utilizado la penalizacion descrita en Sall (2002)%° la cual
no es tan restrictiva como la propuesta por Bonferroni y usualmente utilizada en estos

procedimientos.

Para la valoracion del ajuste del modelo se ha utilizado el pseudo R? de McFadden y la

deviance. La validacion de los arboles de clasificacion se ha realizado mediante el 5- fold
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cross validation donde la muestra original se divide en cinco submuestras y se utiliza para

validar el ajuste del &rbol obtenido.

El software utilizado para la realizacion de los analisis descriptivos, regresion logistica y
tablas de contingencia ha sido: IBM SPSS version 23. Para el anélisis de los arboles de

clasificacion se ha utilizado el algoritmo implementado en SAS JMP version 12.
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4.1 VARIABLES SOCIODEMOGRAFICAS

Se han estudiado 234 pacientes fumadores fijando el punto de corte del 70% en el cociente
FEV1/FVC postbroncodilatador para clasificarlos como EPOC. Aquellos pacientes con
un cociente menor del 70%, de acuerdo a las normativas clinicas, fueron catalogados de
EPOC. De esta manera 124 pacientes (53%) tenian EPOC mientras que los 110 restantes
(47%) no lo tenian. La media del cociente FEV1/FVC en el conjunto de la muestra fue
de 64,95 + 15,01% con un rango entre 27 y 94 %. En el grupo EPOC de 53,16 + 10,32%

con un rango de 27 a 69%.

4.1.1 EDAD

La edad media del conjunto de pacientes estudiados fue de 60,91+12,91 afios con un
rango entre 40 y 87 afos. Se observan diferencias significativa entre los dos grupos objeto
de estudio (p-valor<0,0001). Al representar las edades se observa como las distribuciones
son asimétricas y el grupo que no presenta EPOC presenta menor edad (53,018+11,40
afios) que los que si tienen EPOC (67,91+9,78 afios). Por ello es importante considerar
esta variable en los analisis genéticos. Estos resultados pueden observarse en la tabla 6 y

gréficamente en la figura 17.

Tabla 6.- Distribucion de la poblacién con y sin EPOC en funcion de la edad.

Sl 124 67,91 9,78 0,87
NO 110 53,01 11,40 1,08

70,0

EDAD

40,0 _l_
T T
si no

EPOC

Figura 17.- Representacion gréfica de edades entre
EPOC y no EPOC.
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4.1.2 GENERO

178 pacientes (76 %) eran hombres y 56 mujeres (24 %). Al igual que sucede con la edad,
también se observaron diferencias significativas entre los dos grupos (p-valor<0,0001) ya
que de los 124 pacientes fumadores diagnosticados de EPOC, tan solo 13 (10,5%) fueron
mujeres y los otros 111 pacientes (89,5%) varones. Los resultados se exponen en la tabla
7'y de forma grafica en la figura 18.

Tabla 7.- Tabla cruzada género/EPOC.

EPOC Total
———| Sl N

Recuento 13 43 56
) Mujer % dentro de EPOC 10,50% 39,10% 24 %
GENERO Recuento 111 67 178
Hombre % dentro de EPOC 89,50% 60,90% 76 %
Recuento 124 110 234
Total % dentro de EPOC 100% 100% 100%

=2

= HOMBRES = MUIJERES
Figura 18.- Distribucion de los pacientes de la muestra por género.

4.1.3 TABAQUISMO ACUMULADO

Para medir la intensidad del consumo acumulado de tabaco se utilizé el indice paquetes-
afio (IPA), calculado como:

Paquetes/afio (IPA): nimero de cigarrillos al dia x afios fumando/20

El IPA medio fue de 55,15+32,40 con un rango de 20 a 172 paquetes/afio. Si analizamos
el IPA entre los pacientes con y sin EPOC se observan diferencias significativas (p-valor
<0,0001) de manera que los pacientes con EPOC presentaban un mayor consumo de
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tabaco con un IPA medio de 67,75+32,63 paquetes/afio y en los que no tenian EPOC fue
de 40,94+25,66 paquetes/afio. Los valores descriptivos se detallan en la tabla 8.

Tabla 8.- Valores descriptivos IPA en pacientes con y sin EPOC.

Sl 124 67,75 32,63 2,93 57,50 47
NO 110 40,94 25,66 2,44 35 25

Si se analizan las distribuciones de ambos grupos mediante los box-plot se observa que
en ambos grupos las distribuciones son asimétricas a la derecha, hay mayor concentracién
de observaciones para valores bajos pero mayor variabilidad en valores altos. En el grupo
sin EPOC hay varios donde el indice de tabaquismo es bastante mas grande que la

mayoria (figura 19).

200,0-]

1500

1000

INDICE PAQUETESIANO

50,0

il

EPOC

Figura 19.- Distribucion grafica IPA EPOC/no EPOC.

Los resultados observados relacionando el IPA con el género muestran una distribucion

del indice asimétrica, es decir, no sigue una distribucion normal (figura 20).

200,0-{
200,78

1500

1000

223

7T = T

Género

INDICE PAQUETES/ANO

Figura 20.- Distribucion gréfica del IPA por género.
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El test de Normalidad (Kolmogorov Sminorv) es estadisticamente significativo para
ambos grupos (p-valor<0,0001) tanto en mujeres como hombres.

Se ha realizado el test no paramétrico de la U de Mann-Whitney para observar si existen
diferencias en el indice de paquetes/afio entre hombre y mujeres y se ha detectado

significacion estadistica (p-valor<0,0001). Los resultados se exponen en la tabla 9.

Tabla 9.- Relacién IPA y género.

IPA | Mujer 55 34,87 16,38 30 17
Hombre | 178 61,44 33,65 50 44,30

414 VOLUMEN ESPIRADO EN EL PRIMER SEGUNDO (FEV))

El valor medio del FEV: de toda la muestra fue de 2,85+0,69 litros (I). Al analizar este
valor de manera separada entre el grupo de pacientes con y sin EPOC se han obtenido
diferencias significativas (p-valor <0,0001). El FEV1 medio para pacientes sin EPOC fue
de 1,92+0,80 I frente a los pacientes EPOC que presentaban un valor medio de 1,47+0,64
| (tabla 10). Las distribuciones son mas o menos simétricas, si bien en ambos grupos hay

valores atipicos en magnitudes altas de FEV1 (figura 21).

Tabla 10.- Valores descriptivos FEV; EPOC/no EPOC.

FEV: Sl 124 1,47 0,64 0,05 1,33 0,86
NO 110 1,92 0,80 0,07 2,84 0,95

6,00
5,00 1088

4,00 202
3,00
2,00+

1,00

FEV1

EPOC

Figura 21.- Distribucién gréfica FEV: EPOC/no
EPOC.
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El grado de obstruccion en la espirometria se clasifico de acuerdo con los criterios de la
European Respiratory Society (ERS) segin los valores porcentuales del FEV; (tabla
11) postbroncodilatador.

Tabla 11.- Clasificacion de gravedad obstruccion del flujo aéreo

segln la ERS.

INivel e gravedad FEV, (% valor de referencia)
Leve =70%

Moderada 60-69%

Moderadamente grave 50-59%

Grave 36-49%

|Muy grave < 35%

El grado de obstruccién de los pacientes con EPOC de nuestra muestra se refleja en la
tabla 12. EI grado predominante fue el leve con un 25,80% aunque esta muy equilibrado
con los grados grave y muy grave.

Tabla 12.- Grado de obstruccién de los pacientes EPOC.

LEVE 32 25,80%
MODERADO 22 17,70%
MODERADO- GRAVE 12 9,60%
GRAVE 27 21,70%
MUY GRAVE 31 25%

415 ALFA1ANTITRIPSINA

El valor medio de la determinacion analitica de ALAT fue de 134,59+26,97 mg/dl (rango
56-270) en ambos grupos entre aquellos pacientes en los que fue determinada (en 203
pacientes). No se han detectado diferencias significativas entre el grupo de EPOC y no
EPOC (p-valor=0,941). Tabla 13.

Tabla 13.- Determinacion de niveles de Alfa-1 antitripsina.

AlAT Sl 105 134,70 31,19 3,04
NO 98 134,42 21,73 2,19
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4.1.6 OTRAS VARIABLES CLINICAS

Grado de disnea en los pacientes EPOC

El grado de disnea se midi6 mediante la escala subjetiva modificada de la Medical
Research Council?!; los resultados se exponen en la tabla 14. Entre los pacientes
diagnosticados de EPOC la disnea de grandes esfuerzos, grado 1, fue mayoritaria
afectando al 63%. Hay que destacar que en la muestra ningan paciente reflejo la presencia

de una disnea de minimos esfuerzos (grado 4).

Tabla 14.- Grado de disnea en pacientes con EPOC.

0 5 4%
1 78 62,90%
GRADO DE DISNEA 2 28 22,60%
3 13 10,50%
Total 124 100%

Antecedentes familiares
No se ha observado asociacién significativa (p-valor=0,915) entre los pacientes
diagnosticados de EPOC y la existencia de antecedentes familiares de enfermedad

respiratoria en familiares de primer grado, al interrogar sobre ellos (tabla 15).

Tabla 15.- Antecedentes familiares.

SI NO
NO Recuento 86 77 163
% dentro de EPOC 69,40% 70% 69,70%
ANTECEDENTES Sl Recuento 38 33 71
% dentro de EPOC 30,60% 30% 30,30%
Recuento 124 110 234
TOTAL % dentro de EPOC 100% 100% 100%

Profesion de riesgo

Con respecto a profesiones de riesgo para el desarrollo de enfermedades respiratorias por
exposicion a inhalantes tampoco se ha detectado una asociacion significativa

(p-valor=0,221). Los resultados se exponen en la tabla 16.
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Tabla 16.- Asociacion de EPOC con profesiones de riesgo.

sl NO
NO Recuento 120 109 229
PROFESION % dentro de EPOC | 96,80% | 99,10% | 97,90%
DE Sl Recuento 4 1 5
RIESGO % dentro de EPOC | 3,20% 0,90% 2,10%
Recuento 124 110 234
TOTAL % dentro de EPOC 100% 100% 100%

4.2 ESTUDIO GENETICO

A continuacion se exponen los resultados observados tras el estudio de los distintos

polimorfismos.

421 I1L-4

El polimorfismo -33 C>T en el gen IL-4 conlleva a que en la posicion -33 en la region
promotora del gen, puede existir tanto una citosina (C) como una timina (T). La
sustitucion se realiza en una regién no codificante y por tanto no genera cambio
cualitativo en la proteina. El estudio de este polimorfismo no ha mostrado asociacion
significativa (p-valor=0,22) entre padecer o no EPOC.

Se cumple la ley de Hardy-Weinberg en ambos grupos, la cual establece que la
composicion genética de una poblacién permanece en equilibrio mientras no actie la
seleccion natural ni ningun otro factor, y no se produzca ninguna mutacién, es decir, la
herencia mendeliana, por si misma, no engendra cambio evolutivo'*’ . Para los pacientes
con EPOC (p-valor=0,16) y sin EPOC (p-valor=0,54). Si se estiman los odds-ratios se

obtiene los resultados que se muestran en la tabla 17.

Tabla 17.- Odds-ratio genotipicas en I1L-4.

cc 73(43,50)  95(56,50) 1
CT 32(56,10)  25(43,90) 0,60 (0,328;1,100) 0.09
TT 5(55,60) 4(44,40) 0,61 (0,159;2,371) 0.48
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Si se analiza la asociacion alélica se obtiene un p-valor proximo a la significacion

(p-valor=0,08). Ver tablas 18 y 19.

Tabla 18.- Frecuencias alélicas en IL-4.

ALELOS NO Sl
C 178 215

T 42 33
220 248

Tabla 19.- Porcentajes alélicos en IL-4.

ALELOS NO SI
C 80,91% 86,69%
T 19,09% 13,31%
100% 100%

Al analizar los modelos dominante y recesivo se obtiene un p-valor proximo a la

significacion en el caso del modelo dominante (p-valor=0,08). Tabla 20.

Tabla 20.- Analisis modelo dominante y recesivo en IL-4.

Genotipo No evento; Evento; OR I1C del 95% p-valor
N (%0) N (%)
cC 73(66,36) 95(76,61) 1
DOMINANTE
CT+TT 37(33,64) 29(23,39) 0,60 (0,34-1,07) 0,0820
RECESIVO CC+CT 105(95,45) 120(96,77) 1
TT 5(4,55) 4(3,23) 0,70 (0,18-2,68) 0,60

A la vista de los resultados observados se puede asegurar que el genotipo CC se asocia
mas con EPOC que los genotipos CT+TT. Si se ajustan los resultados por edad e indice

de tabaquismo se obtienen los resultados mostrados en la tabla 21.

Tabla 21.- Variables edad e IPA en la ecuacién en 1L-4

95% C.I. para OR

OR

Error

estandar Inferior Superior
L4
IL-4 (CT) 0,74 0,40 0,47 0,21 1,05
Paso 1’ | |L-4(TT) -0,90 0,79 0,40 0,08 1,91
EDAD 0,10 0,01 1,10 1,07 1,14
IPA 0,01 0,00 1,01 1,00 1,03
Constante -6,92 0,97 0,001
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Los odds-ratios también modifican su magnitud en presencia de edad e indice de
tabaquismo, pero su influencia no es tan grande como en los siguientes polimorfismos.
Por tanto, se puede concluir que no existe asociacion entre el polimorfismo estudiado en

el gen IL-4 y una mayor predisposicion para desarrollar EPOC.

422 1L-8

El polimorfismo estudiado en el gen IL-8 se localiza en la posiciéon -352 A>T, lo que
significa que en dicha posicion de la secuencia de DNA puede existir una Adenina (A) o
Timina (T). Este polimorfismo no genera cambio cualitativo en la proteina ya que se
encuentra en region no codificante. En el analisis de este polimorfismo si ha detectado
una asociacion significativa con el desarrollo de EPOC con una p-valor=0,028. La tabla

de frecuencias y porcentajes la detallamos a continuacion (tabla 22).

Tabla 22.- Frecuencias y porcentajes alélicos en IL-8.

TT 28 (25,45) 39 (31,45)

AT 67 (60,91) 55 (44,35 )

AA 15 (13,64) 30 (24,19)
TOTAL 110 124

A diferencia de lo que ocurria con el gen que codifica IL-4, no se cumple la ley de Hardy-
Weinberg en el grupo de no EPOC (p-valor=0,01) pero si en los que presentan EPOC
(p-valor=0,22). Al analizar las proporciones alélicas no se ha detectado una asociacion

significativa (p-valor=0,62). Los resultados se muestran en las tablas 23 y 24.

Tabla 23.- Frecuencias alélicas en IL-8

T 123 133
A 97 115
220 248

Tabla 24.- Proporciones alélicas en IL-8.

ALELOS NO Sl
T 55,91 53,63
A 44,09 46,37
100% 100%
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Al estimar los odds-ratio con el modelo logistico se obtienen los resultados que se
exponen en la tabla 25.

Tabla 25.- Odds-ratios genotipico en IL-8.

GENOTIPO NO Si (0] 3 I1C del 95% p-valor
N (%) N (%)
TT 28(41,80) 39(58,20) 1
AT 67(54,90) 55(45,10) 0,58 (0,32;1,07) 0.08
AA 15(33,30) 30(66,70) 1,43 (0,65;3,15) 0.36

Los odds-ratios de las comparaciones TT-AA y TT-AT no son significativos, aunque en
el caso de TT-AT esta proximo a la significacion. Si se realizan los modelos dominantes

y recesivos se observan los resultados que se exponen en la tabla 26.

Tabla 26.- Odds-ratio comparaciones genotipicas en IL-8.

Genotipo  No evento; Evento; I1C del p-valor
N (%) N (%) 95%
DOMINANTE TT 28(25,45) 39(31,45)
AT+AA 82(74,55) 85(68,55) 0,74 (0,42-1,32) 0,31
RECESIVO TT+AT 95(86,36) 94(75,81) 1
AA 15(13,64) 30(24,19) 2,02 (1,02-4) 0,04

Se ha observado significacion estadistica en el modelo recesivo, con un odds-ratio de
2,02. Es decir, que los portadores de genotipos TT+AT tienen dos veces menos de riesgo
de sufrir EPOC que el genotipo AA, o lo que es lo mismo: los portadores del genotipo
AA tienen el doble de riesgo de desarrollar EPOC que los portadores de los otros

genotipos.

Igual que en el polimorfismo anterior se ha analizado el efecto de la edad y el IPA en la

asociacion encontrada (tabla 27).

Tabla 27.- Variables edad e IPA en la ecuacion en IL-8.
Error OR 95% C.I. para OR

estandar Inferior Superior
IL-8 (AT) 0,13 0,49 1,14 0,43 3,01
IL-8 (AA) -0,48 0,39 0,61 0,28 1,32
EDAD 0,10 0,01 1,10 1,07 1,14
IPA 0,01 0,00 1,01 1,00 1,03
CONSTANTE -6,72 1,00 0,00
([ 63 )
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En este caso no se detecta significacion en ninguno de los odds-ratio y hay un cambio
importante en su magnitud, por lo tanto, la edad y el indice de tabaquismo aparecen como

factores de confusion.

Para concluir, el analisis del polimorfismo -352 A>T de IL-8 y la susceptibilidad a
desarrollar EPOC en pacientes fumadores muestra la existencia de significacion
estadistica, aunque no se ha encontrado significacion entre las distintas proporciones
alélicas (TT-AA y TT-AT). El genotipo AA es dos veces mas frecuentes en pacientes
EPOC.

4.2.3 CHRNAS

El polimorfismo en posicién 1392 A>G del gen CHRNADS genera un cambio cualitativo
a nivel de la proteina, de manera que en posicion 398 se sustituye el acido aspartico por
un aminoéacido asparragina (D398N). Al analizar la presencia de este polimorfismo con
la susceptibilidad para desarrollar EPOC no se ha encontrado ninguna asociacion
estadistica (p-valor=0,357). En la tabla 28 se refleja el analisis porcentual de los distintos
alelos tanto para pacientes EPOC como sin EPOC. Se cumple la ley de Hardy-Weinberg
en cada grupo. Para los EPOC (p-valor=0,852) y los no EPOC (p-valor =0,33).

Tabla 28.- Andlisis porcentual alélico en CHRNADS.

GG 38 (34,55 ) 32 (25,81)

AG 49 (44,55 ) 63 (50,81)

AA 23 (20,91) 29 (23,39)
TOTAL 110 124

Tampoco se ha encontrado una asociacién significativa en las proporciones alélicas
(p-valor=0,2245). En las tablas 29 y 30 se muestran las frecuencias y porcentajes para

cada alelo.

Tabla 29.- Frecuencias alélicas en CHRNAS.

G 125 127
A 95 121
220 248
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Tabla 30.- Porcentajes alélicos en CHRNADS.

G 56,82 51,21
A 43,18 48,79
100% 100%

Aunque como ya hemos indicado no existe asociacion, se realizé una regresion logistica
para observar la magnitud de los odds-ratio. Si ajustamos con los factores de confusion
edad e IPA se observa una significacion en el odds-ratio de 2,789 correspondiente a los
genotipos GG y AG. Por lo tanto, se ha detectado que la edad y el IPA son factores de
confusion debido al cambio tan importante que se produce en los odds-ratios cuando estan

presentes estas variables (tabla 31).

Tabla 31.- Variables edad e IPA en la ecuacion en CHRNADS.

Inferior | Superior

CHRNAG5
CHRNA5(AA) | 0,92 0,50 2,53 0,94 6,76

Paso 1’ | CHRNA5(AG) | 1,02 0,40 2,78 1,26 6,16
EDAD 0,11 0,01 1,11 1,07 1,15
IPA 0,01 0,00 1,01 1,00 1,03
CONSTANTE | -8724 1,13 0,00

Por tanto en nuestro estudio no existe asociacion estadistica entre la presencia de este
polimorfismo en el gen CHRNAGS vy la susceptibilidad para desarrollar EPOC en pacientes

fumadores.

424 GSTM1

El polimorfismo en el gen GSTM1 esta ligado a su presencia o ausencia. En cuanto a la
relacion de polimorfismos en el gen GSTM1 y susceptibilidad para desarrollar EPOC,
tampoco se ha detectado asociacion (p-valor=0,93). Tabla 32.
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Tabla 32.- Polimorfismos genéticos en GSTML.

EPOC Total
| NO

Recuento 51 45 96
PRESENTE % dentro de 41,12% 40,90% 41,02%
GSTM1 EPOC
Recuento 73 65 138
AUSENTE % dentro de 58,87% 59,09% 58,97%
EPOC
Recuento 124 110 234
Total % dentro de 100% 100% 100%
EPOC

Si se realiza un ajuste por edad y genero la asociacion no es significativa, pero esta
proxima a la significacion (p-valor=0,079), con un odds ratio de 0,543 y un intervalo de
confianza (0,274, 1,073) (Tabla 33).

Tabla 33.- Variables edad y género en la ecuaciéon en GSTML1.

B Error estandar OR

95% C.I. para OR
Inferior | Superior

GENERO (varén) | -0,97 0,42 0,37 0,16 0,86
Paso 12 EDAD 0,11 0,01 1,11 1,08 1,15
GSTM1 -0,61 0,34 0,54 0,27 1,07

Constante -6,13 1,00 0,00

Al segmentar por edad y género, se observa que en relacion al género ni en hombres ni
en mujeres se observan diferencias significativas (mujeres: p-valor=0,831; hombres: p-
valor=0,304), por lo tanto, el género no parece que sea un efecto de confusion, pero si la
edad (tabla 34).

Tabla 34.- Tabla cruzada género GSTM1/EPOC.

GENERO EPOC Total
Sl NO
PRESENTE Recuento 6 23 29
GSTM1 % dentro de EPOC 50% 53,50% 52,70%
AUSENTE Recuento 6 20 26
MUJER % dentro de EPOC 50% | 46,50% | 47,30%
Recuento 12 43 55
Total % dentro de EPOC 100% 100% 100%
PRESENTE | Recuento 45 22 67
GSTM1 % dentro de EPOC 40,50% 32,80% 37,60%
i AUSENTE Recuento 66 45 111
VARON % dentro de EPOC 59,50% | 67,20% | 62,40%
Recuento 111 67 178
Total % dentro de EPOC 100% 100% 100%
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Para analizar el efecto de factor de confusién de la edad, la categorizaremos en menores
de 60 afios y mayores o iguales de 60. Se detecta una asociacion en los menores de 60

afios (p-valor=0,04) y no en los mayores de 60 (p-valor=0,406). Tabla 35.

El odds-ratio es de 2,11 en los menores de 60 afios, es decir, aumenta el doble el riesgo
de padecer EPOC en los que presentan el polimorfismo que entre los que no lo presentan.
El intervalo de confianza al 95% es: 1,02- 4,35.

Tabla 35.- Tabla cruzada edad GSTM1/EPOC.

Sl NO
PRESENTE Recuento 27 37 64
GSTM1 % dentro de EPOC 58,70% 40,20% 46,40%
AUSENTE Recuento 19 55 74
<60 % dentro de EPOC | 41,30% | 59,80% | 53,60%
Total Recuento 46 92 138
% dentro de EPOC 100% 100% 100%
PRESENTE Recuento 24 8 32
GSTM1 % dentro de EPOC 31,20% 44,40% 33,70%
AUSENTE Recuento 53 10 63
> 60 % dentro de EPOC | 68,80% | 55,60% | 66,30%
Total Recuento 77 18 95
% dentro de EPOC 100% 100% 100%

Debido a los factores de confusion en la asociacion entre la enfermedad y los
polimorfismos se realiz6 un estudio exploratorio de la interaccion genotipo-ambiente para
ver el impacto que tienen estos polimorfismos en presencia de factores clinicos y
sociodemograficos como son la edad, el género, el indice de tabaquismo, FEV:1 y

antecedentes familiares.

Se ha realizado el estudio exploratorio con la variable FEV1y sin la misma. El FEV;
constituye una piedra angular en el diagndstico, seguimiento y pronostico de la EPOC y

su introduccidn podria sesgarnos los resultados en el estudio exploratorio.
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1. CONSIDERANDO EL FEV1

Se realiz6 un arbol de regresion (figura 22) que es un método de clasificacion de los
valores de una variable. En nuestro trabajo la variable es la presencia o ausencia de EPOC
a partir de variables independientes como son las variables genéticas, sociodemograficas
y clinicas descritas anteriormente. EI método parte de la muestra y la divide
recurrentemente en funcion de la maxima asociacion entre las variables independientes
(edad, género, IPA, FEV1 y antecedentes familiares) y la variable dependiente (EPOC).
Las variables importantes que definen las mayores diferencias porcentuales de presencia
y ausencia de EPOC son FEV1, género e IPA.

Se parte de una muestra de 243 pacientes donde el 47% no presentan EPOC y 53% son
EPOC. La primera variable que estd mas asociada es el FEV1, recodificada en valores
menores de 1,95 | y mayores e iguales de 1,95 I. En el primer grupo el 92,4% de los

individuos presentan EPOC y en el segundo sélo el 20,9%.

Los grupos de peor pronostico son aquellos con FEV1 <1,5 1 y los que tienen un valor de
FEV1 entre 1,5 y 1,95 | de género masculino, ya que en el grupo definido por estas
caracteristicas el 84% de individuos presentan EPOC. Otro grupo de riesgo son los que
presentan un FEV; entre 1,95y 2,6 | con un IPA mayor o igual a 40, vardn e IL-8 portador
del genotipo AA.

Si con estos criterios se clasifica la muestra, los bien clasificados serian 208 de los 234
que han participado en el analisis, es decir, 88.9%. Estas variables clasifican mejor a los
que presentan EPOC (92,7%), que los que no presentan EPOC (84,5%).Tabla 36.

Tabla 36.- Reclasificacion de la muestra con FEV;.

EPOC NO Sl
NO 93 17
Sl 9 115

(7]
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2. SIN CONSIDERAR EL FEV1 (figura 23)

Al realizar el arbol de regresion sin considerar la variable FEV1 destaca el efecto protector
del genotipo GG del polimorfismo CHRNADB. Si vemos como clasifica este modelo a los

pacientes, la tabla 37 de coincidencias es:

Tabla 37.- Reclasificacién de la muestra
sin considerar FEV1.

EPOC NO Sl
NO 83 27
Sl 16 108

De los 234 pacientes que han participado en el analisis 191 estan bien clasificados

(81,6%). De los pacientes que presentan EPOC los bien clasificados son un 87%.
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Todas las filas
Coa
Conteo G A2 Log Utilidad
234 323,55477 48,37348
FEV1<1,95 FEV1>=1,95
| L
Conteo G A2 Log Utilidad Conteo G A2 Log Utilidad
105 56,566679 4,5553823 129 13236196 6,4385653
FEV1<1,5 FEV1>=1,5 INDICEPAQUETESANO> =40 INDICEPAQUETESANO <40
B I
Conteo G "2 Conteo G A2 Log Utilidad Conteo G A2 Log Utilidad Conteo G A2
74 0 31 35,403408 1,7906602 65 86,616198 2,1016085 64 17,799782
SEXO(HOMBRE) SEXO(MUJER) FEV1<2,6 FEV1>=2,6
6] [EAON (| Fes 7 s Cowes L m1 T es s
Conteo G A2 Conteo G A2 Conteo G 22 Log Utilidad Conteo G A2
25 21,983494 6 7,63817 41 56,61836 1,1777339 24 18,084968
SEXO(HOMBRE) SEXO(MUJER)
Conteo G A2 Log Utilidad Conteo G "2
33 44,251525 1,9623934 8 89973623
IL8(AA) IL8(TT, AT)
(OO A | 00 se0n
Conteo G A2 Conteo G A2
7 0 26 36,043653

Figura 22.- Arbol de regresion considerando FEV;. Azul pacientes con EPOC; Rojo: sin EPOC.
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Todas las filas
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Figura 23.- Arbol de regresion sin considerar FEV;. Azul pacientes con EPOC; Rojo: sin EPOC
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Los factores genéticos son objeto de investigacion en los ultimos afios y constituyen una
recomendacidn para la investigacion de la EPOC en la normativa ATS/ERS?. Su estudio
podria, en un futuro, disefiar nuevas dianas terapéuticas mas individualizadas. No
obstante, no existe mucha informacion al respecto, y la que hay en numerosas ocasiones
no es concluyente, motivo por el cual hemos desarrollado esta tesis tratando de dar
respuesta a la hipotesis planteada en la misma: conocer si los polimorfismos de los genes
de las citocinas IL-4 e IL-8 y los genes CHRNA5 y GSTM1 podrian estar implicados en

el desarrollo de susceptibilidad al tabaco y como consecuencia desarrollar EPOC.

5.1 DISCUSION DEL METODO

Los sujetos que forman parte de nuestro estudio son pacientes del Servicio de Neumologia
del Hospital Universitario de Salamanca que acudian de forma consecutiva a la consulta
general y accedieron a participar en el estudio. Al tratarse de un estudio prospectivo se
incluyeron pacientes mayores de 35 afios, con un IPA>10, criterios habitualmente
utilizados en estudios de rastreo de EPOC. Para confirmar o descartar el diagnéstico se
solicitd una espirometria con test broncodilatador siguiendo las recomendaciones de
GesEPOC’y GOLDS,

Las pruebas de funcion pulmonar fueron realizadas en el Laboratorio de Funcion
Pulmonar del Servicio de Neumologia siguiendo los criterios de estandarizacion
recomendados por la Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica (SEPAR)'.
El trabajo de laboratorio fue realizado en la Unidad de Medicina Molecular del
Departamento de Medicina de la Universidad de Salamanca con ayuda de personal
cualificado y homologado del mismo. Se utilizaron los procedimientos adecuados segun
los requerimientos del gen a estudio y siguiendo estrictamente los criterios de calidad
establecidos en el laboratorio.

El tipo de estudio realizado ha sido un estudio de casos y controles, identificando personas
con la enfermedad (u otro tipo de caracteristica) y un grupo adecuado de personas de
control con el que poder comparar. En nuestro caso el estudio se ha realizado de manera
prospectiva, es decir, que se incorporan al estudio segun se valoran en la consulta y se

establece la sospecha clinica de EPOC.
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El principio de Hardy-Weinberg aplicado en este estudio para calcular las frecuencias
genotipicas, establece que la composicion genética de una poblacion permanece en
equilibrio mientras no actle la seleccion natural ni ningun otro factor, y no se produzca
ninguna mutacion'®, La comprobacion de este principio se llevo a cabo mediante la
prueba Chi-cuadrado de Pearson, utilizando las frecuencias genotipicas observadas que
se han obtenido de los datos, y las frecuencias genotipicas esperadas obtenidas mediante
este principio. Si el valor de p obtenido es mayor de 0,05 significa que la poblacidn tiene

las proporciones de Hardy-Weinberg, es decir, esta en equilibrio.

5.2 ANALISIS DE LA MUESTRA

Los 234 pacientes fumadores que participaron en el estudio eran mayoritariamente
hombres: 178 pacientes (76%), frente a 56 mujeres (24%). La edad media fue de 60,91

afios con un rango de edad entre 40 y 87 afios.

Fueron diagnosticados de EPOC 124 pacientes (53%) de acuerdo a criterios clinicos y
espirométricos, de los cuales 111 (89,5%) eran varones y 13 mujeres (10,5%). La
distribucion de la muestra por género es similar a la observada en otros estudios como
EPISCANA,

Como era previsible el IPA fue significativamente mayor en el grupo de pacientes con
EPOC frente al de sujetos sin EPOC (67,75+£32,63 vs 40,94+25,66) con una relacion
estadisticamente significativa entre hombres y mujeres, de manera que el IPA medio es

superior en hombres que en mujeres.

En cuanto al FEV1 postbroncodilatador el valor total de la muestra fue de 2,85+0,69 litros
evidenciando una diferencia estadisticamente significativa (p-valor<0,0001) entre los
valores en pacientes EPOC (1,46+0,64 litros) respecto a los no EPOC, que fue de 0.5
litros més (1,92+0,80 litros).

El grado de obstruccion predominante en funcion del FEVy, clasificado segun los criterios
de la ERS4, fue el leve (32 pacientes; 25,8%), aunque esta muy equilibrado con el
siguiente en frecuencia, que fue la obstruccion muy grave, con un FEV1 menor del 35%,
en 31 pacientes (25%).
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No se dispone de estudios similares al nuestro realizados en la clinica diaria, por lo que
hemos comparado nuestros resultados con un estudio epidemioldgico mas amplio
realizado en Espafia, a pesar del sesgo que ello puede introducir. El estudio
epidemiologico EPI-SCAN?, publicado en 2009, tuvo como objetivo principal estimar la
prevalencia de EPOC en poblacion de 40 a 80 afos residente en Espafia, e incluy6 una
serie de objetivos secundarios en relacion a tendencias, factores de riesgo, variables
diagndsticas y valores de referencia. Revel6 una prevalencia de EPOC del 10,2% que fue
casi tres veces superior en hombres que en mujeres, y aumentaba con la edad y la carga
tabaquica, con una edad media de 56 afios y un FEV1 postbroncodilatador medio de 2.94

litros. Estos datos son similares en nuestro trabajo.

El IPA medio en EPI-SCAN fue de 26 paquetes/afio, mientras que en nuestro trabajo fue
de 55. Esta diferencia se podria explicar en base a la carga tabaquica, ya que en el EPI-
SCAN también se incluyeron pacientes no fumadores mientras que en nuestra serie todos

eran fumadores.

Este estudio epidemiolégico clasifico los distintos grados de la EPOC segun la guia
GOLD publicada en 2007**° en funcion de la obstruccion al flujo aéreo en la espirometria.
De esta manera el 56,4% de los pacientes fueron clasificados como leves (estadio I; FEV1
mayor del 80%), moderados (estadio II; FEV1 entre el 50 y 80%) el 38,3%, severos
(estadio 11l; FEV1 entre el 49 y 30%) 4,6% y muy severos tan solo el 0,5% (estadio 1V;
FEV1 menor del 30%)*.

En el diagnostico y clasificacion de la EPOC se han introducido numerosos cambios en
los ultimos afios incorporando criterios diferentes al FEV; para clasificar la gravedad
multifuncional de la enfermedad, tales como los fenotipos o las agudizaciones que no se
contemplaban cuando se realiz6 este estudio. Por ese motivo no hemos podido incluir

estos aspectos en el analisis de la poblacién objeto de estudio.

Sin embargo, desde el punto de vista de los sintomas, la disnea se sigue considerando
como un sintoma primordial y la forma de valoracion sigue siendo mediante la escala
MRC?Z. La disnea es el sintoma principal de la enfermedad y el que mayor pérdida de
calidad de vida produce, aungue no es valorada de forma similar por todos los pacientes,

especialmente por los de mayor edad.
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Este sintoma aparece en fases avanzadas, es persistente, empeora con el ejercicio y se
desarrolla de forma progresiva hasta limitar las actividades de la vida diaria. Cuando se
consulta por este motivo es frecuente que la enfermedad tenga una evolucién de afios y

que el paciente haya ido adaptandose a la limitacion de sus actividades.

El grado de disnea >2 medido por la escala MRC se considera como umbral clinico de
disnea relevante!™°. En los pacientes incluidos en el estudio la disnea de grandes esfuerzos
(grado 1) fue la mayoritaria en 78 pacientes (62,9%) y disnea >2 la presentaron 41
pacientes (33,1%). Es decir, que los pacientes incluidos en el estudio eran moderadamente
sintomaticos. En un estudio de Puente-Maestu et al*>!, realizado en un grupo de 296
pacientes con EPOC y caracteristicas clinicas similares a la poblacion incluida en nuestro
estudio, el valor medio de la disnea determinado con la escala MRC fue de 1.5, y el 48%

de los pacientes referian disnea >2, valor superior al observado en nuestro estudio.

Como se ha expuesto con anterioridad, el déficit de A1AT fue el primer factor genético
conocido para la presencia de enfisema'®. A dia de hoy continda siendo la mutacion mas
estudiada y conocida. En torno al 1% de los pacientes EPOC la presentan. EXxisten
distintos estudios acerca de la asociacién de polimorfismos genéticos en pacientes con
déficit de A1AT. Se ha demostrado que polimorfismos en 1L-10%2, GSTP1!® y
CHRNAS3™ entre otros, pueden contribuir a una peor funcion pulmonar. No hemos

encontrado estudios sobre los polimorfismos objeto de este trabajo.

En aquellos pacientes en los que se determiné el nivel de ALAT no se encontrd ningin

déficit ni diferencias significativas entre ambos grupos.

Tampoco se encontrd asociacion entre antecedentes familiares de enfermedades

respiratorias ni aquellos pacientes que ejercian profesiones de riesgo.

Debido a los factores de confusién en la asociacion entre la enfermedad y los
polimorfismos genéticos, hemos realizado un estudio exploratorio de la interaccion
genotipo-ambiente para ver el impacto que tienen estos polimorfismos en presencia de
factores clinicos y sociodemograficos como son la edad, el género, IPA, FEV1y
antecedentes familiares, Para ello se utilizé el sistema del arbol de regresion. Es una
técnica de andlisis discriminante no paramétrica que permite predecir la asignacién de

muestras a grupos predefinidos en funcién de una serie de variables predictoras.
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Como es conocido el FEV: constituye un valor vital en el diagnostico, prondstico y
seguimiento del paciente EPOC. Al introducir esta variable en el sistema, el anélisis queda
muy marcado por la misma, debido a la gran asociacion con la enfermedad y con la edad,

por ello decidimos realizar dos arboles de regresion con y sin FEV 1.

Al realizar el analisis con FEV1 hemos objetivado que aquellos pacientes con un valor
menor de 1,5 | tienen un peor pronostico y los pacientes que presentaban un valor entre
1.95y 2,6 | con IPA igual o mayor a 40, varones y que eran portadores del genotipo AA
de la IL-8, interleuquina que como hemos comprobado si tenia relacion significativa con

la susceptibilidad a desarrollar EPOC, también presentan un peor prondstico.

Yaen 1977 Fletcher y Peto analizaron la funcion pulmonar en 2.700 hombres durante 25
afios. Demostraron que aquellos pacientes que tenian EPOC el riesgo de mortalidad se
relacionaba con la caida de FEV1!! Posteriormente no han hecho mas que aparecer
publicaciones que han respaldado esta teoria'>>*%8, Dado que la EPOC histéricamente ha
sido una enfermedad de varones, debido al retraso hasta hace 20 afios en la iniciacion
masiva de la mujer en el habito de fumar, es I6gico que estudios méas antiguos demuestren
una mayor mortalidad en varones. Sin embargo, de acuerdo con estudios epidemiolédgicos
recientes realizados en Estados Unidos, hay un cambio en la tendencia en el género
femenino, tanto en el incremento del nimero de casos, ingresos hospitalarios y muertes

por EPOC™. Se han observado tendencias similares en otros paises desarrollados®.

Una consideracion metodoldgica en nuestro trabajo, que podria ser mas bien una critica,
fueron los criterios de inclusion basados en sintomas clinicos. Como Unico criterio clinico
se incluyo la disnea que, aunque es el sintoma mas prevalente, no es el Unico, como es la
tos y la expectoracion. No obstante, ya hemos sefialado que de todos los criterios

utilizados fueron la edad y el IPA los que determinaron la inclusion.

Aunque por otro lado, si nos remitimos a la definicion de la EPOC por GOLD en 20074°,
no hace mencién a sintomas (“es una enfermedad prevenible y tratable con efectos
extrapulmonares significativos que contribuyen a la severidad individual de los
pacientes. Este componente pulmonar se caracteriza por una limitacion del flujo aéreo
no totalmente reversible. La limitacion al flujo generalmente es progresiva y esta
asociada con una respuesta inflamatoria anormal del pulmén a las particulas o gases

nocivos”™).
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Cabe destacar que nuestro andlisis estadistico, mediante arbol de regresion, clasifico de
manera adecuada como EPOC al 92,7% de la muestra si consideramos el FEV1y al 87%
si tener en cuenta el FEV1, por lo que creemos que la inclusidn de otros sintomas clinicos,

como es el caso de la tos y la expectoracion, no hubiese afectado a nuestros resultados.

5.3 ANALISIS GENETICO

IL-4 estd asociada con la hiperreactividad bronquial, caracteristica de enfermedades
respiratorias como el asma bronquial y también presente en algunos pacientes con EPOC.
También se ha comprobado que IL-4 induce a secrecion mucosa #’. Por otro lado, como
ya es conocido, existe una fuerte interaccién entre la hiperrespuesta bronquial y el tabaco

%0 siendo esta hiperrespuesta factor de riesgo para la mortalidad de pacientes EPOC®,

No se ha observado asociacion entre la presencia del polimorfismo -33 C>T en el gen de

la IL-4 y una mayor predisposicion para desarrollar EPOC.

Al analizar el modelo dominante y recesivo se ha obtenido un valor préximo a la
significacion estadistica (p-valor=0,08) de manera que el genotipo CC es mas frecuente
en pacientes EPOC. El estudio de Hegab et al'®!, en poblacion japonesa y egipcia, no se
pudo demostrar tampoco diferencias significativas en relacion al polimorfismo de la IL-
4 (33C>T) entre pacientes con EPOC y sanos.

Los resultados de la tesis doctoral de Jiménez A (2011), que estudio la presencia de este
polimorfismo con la predisposicién a padecer cancer de pulmén, también analiz6 la
susceptibilidad para desarrollar EPOC sin encontrar relacién estadisticamente
significativa'®. Nuestro estudio, con un nimero similar de pacientes EPOC, corrobora

estos resultados.

IL-8 es un potente factor quimiotactico para los leucocitos, fundamentalmente
neutrdfilos, favoreciendo su degranulacion y estimulando la fagocitosis, por lo que
desempefia un papel fundamental en el inicio y amplificacion de reacciones inflamatorias.
Como ya se ha expuesto anteriormente, sus niveles estan marcadamente elevados en el
esputo inducido’™ y en exacerbaciones en pacientes con EPOC™ 8. Niveles elevados de
IL-8 se relacionan con una disminucion de niveles de FEV1y un incremento de los niveles

de disnea’®®y también se han comprobado concentraciones elevadas en pacientes EPOC
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hospitalizados con debilidad muscular®. Esta estrecha relacion entre IL-8, neutréfilos y

EPOC ha sugerido que puede ser una posible diana terapéutica.

Al revisar la literatura no son muchos los estudios que han analizado el rol de distintos
polimorfismos en el gen IL-8 y EPOC ademas, en la mayoria no se han detectado
hallazgos significativos. El estudio publicado por Arinir y colaboradores en 2005 no
encontrd relacion significativa en el polimorfismo en la region promotora -251 A>T entre
sujetos EPOC y controles sanos®®; en 2006 Matheson y colaboradores tampoco
encontraron asociacion entre este polimorfismo, la funcion pulmonar y la sintomatologia
entre pacientes EPOC en Melbourne (Australia)®*; Danilko y colaboradores en 2007 no
encontraron tampoco diferencias significativas entre sujetos sanos y EPOC en el
polimorfismo -251 A>C de IL-8 en cuanto a la susceptibilidad de desarrollar EPOC®,
mientras que Shen et al demostraron que el genotipo AA del polimorfismo -351 de IL-8
si presentaba un mayor riesgo de desarrollar EPOC!®. El articulo publicado por
Cordoba-Lanus et al mas recientemente (2015) analiz6 la presencia del polimorfismo
rs4073A en pacientes EPOC. Objetivd que los pacientes que presentaban este
polimorfismo tenian una peor puntuacion en la escala BODE y una importante caida en
la funcion pulmonar durante los dos afios de seguimiento del estudio, pero no demostraron

que su presencia indujera una mayor susceptibilidad para desarrollar EPOC64,

En cambio, en nuestro estudio, el polimorfismo -352 A>T en el gen IL-8 ha demostrado
una asociacion estadisticamente significativa (p-valor=0,028) con la susceptibilidad de
desarrollar EPOC y ademas se ha detectado también que los portadores del genotipo AA

tienen el doble de riesgo para desarrollar EPOC que los portadores de otros genotipos.

CHRNAS5 participa en la composicion de mdltiples receptores nicotinicos!** que
contribuyen a la estimulacion de la liberacién de dopamina en el nucleo estriado, una
region implicada en las vias de recompensa, y que es crucial para el desarrollo de la
dependencia nicotinical'®. Diversos estudios ya han demostrado que los individuos con
variaciones especificas en el gen del CHRNAS5 tienen mas posibilidades de ser
dependientes de la nicotina, jugando dicho gen un papel importante en los efectos

psicoactivos de la nicotina a corto y largo plazo.

85



Estudio de polimorfismos genéticos y susceptibilidad a desarrollar Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica
DISCUSION

La asociacion causal entre el tabaco y el cancer de pulmén esta claramente
establecida®>1%, y como ya se ha expuesto en este trabajo también, es el factor de riesgo
mas importante para el desarrollo de la EPOC®10,

Distintos estudios han demostrado la asociacion entre el polimorfismo objeto de este
estudio rs16969968 (1392 A>G) y el cancer de pulmén. Un ejemplo es el metaanélisis
publicado por XU y colaboradores en 2015, realizado sobre 17.962 pacientes con cancer
de pulmon y 77.216 sujetos control, demostrando una asociacion estadistica,
principalmente en fumadores caucésicos; ademas, evidencio que el genotipo AA de este
polimorfismo presentaba un riesgo 1,6 veces mayor respecto a aquellos pacientes con
genotipo GG, La explicacion fundamental se basa en la interaccion con factores

ambientales, en este caso el tabaco.

Como hemos expuesto anteriormente, en 2007, Saccone et al, demostraron que el SNP
rs16969968 se asociaba con una mayor dependencia a la nicotinal'®. Posteriormente
distintos articulos han confirmado la asociacion de este SNP con la condicion de
fumador!t’18 |a dependencia a la nicotina!*®'2% y con la cantidad de cigarros fumados al

dia’?!

Dado que la prevalencia de la EPOC es mayor que la del cancer de pulmon, es posible
que esta asociacion genética, asi como otras estudiadas sobre otros polimorfismos,
puedan ser confundidas con la asociacion con EPOC. Por ello Young y colaboradores en
2008 reclutaron sujetos caucasicos: 454 sujetos con cancer pulmonar, 458 con EPOC y
488 controles fumadores con una historia tabaquica de al menos 15 paquetes/afio. Estos
autores demostraron la asociacion con la EPOC, y ademas, que el genotipo AA en este
polimorfismo era mas frecuente tanto en pacientes con cancer de pulmon y en pacientes
con EPOC, que en los controles (16%,14% y 9% respectivamente)'??, Estudios mas

recientes han corroborado dicha asociacion?3124,

En nuestro estudio no hemos encontrado relacion estadistica significativamente entre el
polimorfismo 1392 A>G del gen de CHRNAS y una mayor predisposicion para
desarrollar EPOC. Dado los hallazgos en la literatura respecto su relacion causal con el
tabaco, llama la atencion no haber encontrado una asociacion significativa con una mayor

susceptibilidad para el desarrollo de la enfermedad.
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No obstante, si incluimos la edad y el tabaquismo en el modelo, hemos observado que
cambia la asociacion, detectando una significacion en la odds-ratio, con un valor de 2,7 y
2,5 para los genotipos AA 'y AG, lo que plantea que el tabaco y la edad podrian ser factores
de confusion y que, si realizasemos la asociacion del polimorfismo y la presencia o
ausencia de EPOC en grupos de individuos con edades y consumo de tabaco similares,

posiblemente este polimorfismo mostraria una asociacion.

Al introducir en el arbol de regresion los genotipos AA, AG y GG hemos comprobado
que aquellos pacientes que tenian los dos primeros genotipos, el 100% de la muestra
presentaba EPOC, mientras que si presentaban el genotipo GG, casi la cuarta parte (23%)
no presentaba EPOC. Esto significa que el genotipo GG constituye un factor protector
para no desarrollar EPOC. En la tesis realizada por Bernabé MJ (2012) se comprobé que
el genotipo homocigoto GG del gen CHRNADS era mas frecuente en controles que en
fumadores, mientras que el genotipo AA lo era en fumadores; por tanto, se establecié la
hipotésis que el genotipo GG podria actuar como un factor protector en el tabaquismo,
mientras que aquellos pacientes con genotipo AA presentaban un factor de riesgo para el

inicio al consumo y posiblemente dificulta también el abandono del mismo?©,

La Glutation Transferasa (GST) es una familia de isoenzimas que participan en la
funcién destoxificante y en la neutralizacion de los carcindgenos. Diversos estudios han
relacionado las alteraciones genéticas en este gen con la EPOC321%, En nuestro trabajo
no hemos encontrado asociacion (p-valor=0,93). Si ajustamos los resultados con edad y
género la asociacion no es estadistica, pero esta proxima a la significacién con una p-
valor de 0,079.

Al analizar el factor de confusion de la edad lo categorizamos en dos grupos: aquellos
pacientes con una edad superior a 60 afios y otro grupo con edad menor a 60 afios. Se ha
detectado una asociacion significativa (p-valor=0,04) en los pacientes menores de 60 afios
con un odds-ratio de 2,1, de manera que, en este grupo de pacientes, es dos veces mas

favorable tener EPOC si presentan esta variante polimorfica.

No esta claro por que ocurre este evento, hipotetizamos que pueda existir un sesgo en
personas de mayor edad que fallecen antes y se pierden pacientes. Multiples estudios han
demostrado la asociacién de mutacién de GSTM1 con distintas neoplasias desde la

década de los 90. El interés sobre la relacion entre mutaciones en GSTM1 y las neoplasias
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sigue creciendo, de hecho disponemos de articulos publicados en los Gltimos meses en
carcinomas nasofaringeos'®®, de mama'’%; leucemial’* y renal'’? entre otros, y como ya se

ha expuesto anteriormente, también con el cancer de pulmént?’-13,

Esta4 demostrado que la edad es un factor de riesgo para padecer neoplasias, por tanto,
nuestra hipétesis acerca de perder pacientes con la edad pueda deberse a que fallecen
antes por una mayor predisposicion a padecer neoplasias. Seria interesante analizar si
estos pacientes mayores de 60 afios en el momento del estudio han desarrollado o no

neoplasias, ello podria abrirnos una nueva linea de investigacion.

A la vista de lo expuesto con anterioridad, podemos concluir que el polimorfismo
estudiado en IL-8 si predispone a una mayor susceptibilidad de desarrollo de EPOC.
Aquellos pacientes menores de 60 afios tienen una mayor predisposicion a padecer EPOC
en presencia del gen GSTML. Los polimorfismo en el gen IL-4 y CHRNA 5 no modifican
el riesgo de desarrollar EPOC.

Dado que no solo se espera que la EPOC constituya la tercera causa de mortalidad a nivel
mundial, sino la pérdida de calidad de vida relacionada con la salud, se deben continuar
e intensificar los esfuerzos en las investigaciones genéticas, para dilucidar posibles
factores predisponentes de esta enfermedad y descubrir posibles dianas terapéuticas que

permitan tratamientos mas individualizados.
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El polimorfismo -352 A>T en el gen de la IL-8 confiere una mayor susceptibilidad
para desarrollar EPOC en pacientes fumadores, de manera que los portadores del
genotipo AA tienen el doble de riesgo de desarrollar EPOC que los portadores de

los otros genotipos.

No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas para el desarrollo
de EPOC en el polimorfismo -33 C>T del gen de la IL-4 y el polimorfismo 1392
A>G del gen CHRNADS.

A pesar de no haber comprobado relacion estadisticamente significativa en el
polimorfismo 1392 A>G del gen CHRNAS con la susceptibilidad para desarrollar
EPOC, hemos comprobado que el genotipo GG para este polimorfismo constituye

un factor de proteccién para no desarrollar EPOC.

La presencia del gen GSTM1 aumenta el riesgo de padecer EPOC en menores de
60 afios. En el caso de pacientes mayores de 60 afios podria existir un sesgo y que
los portadores de este genotipo fallezcan antes al tener predisposicion al desarrollo

de neoplasias.
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ANEXOS

MODELO CONSENTIMIENTO INFORMADO

He sido informado por el médico responsable que va a realizarse en el Servicio de Neumologia del

Hospital Clinico Universitario de Salamanca un estudio de investigacion sobre la relacion entre

determinados genes y el desarrollo de Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) en personas

fumadoras.

La EPOC se desarrolla en aproximadamente un 20% de las personas que fuman mas de 20 cigarrillos

al dia durante 20 afios al menos, y esto implica que ademas de factores ambientales (tabaco, polucion,

etc) estén implicados factores genéticos que no estan bien estudiados.

El objetivo principal del estudio es estudiar si existe algun patron genético concreto que predisponga

al desarrollo de EPOC en personas fumadoras.

Para ello se van a comparar a 2 grupos de personas:

Personas fumadoras sin enfermedades respiratorias cronicas (Asma, Tuberculosis antigua,

Bronquiectasias) ni tumores pulmonares y sin EPOC.

Personas fumadoras sin otras enfermedades respiratorias crénicas ni tumores pulmonares que estén

diagnosticadas de EPOC.

El médico responsable me ha solicitado mi autorizacién y firma de consentimiento para que participe

en este estudio de investigacion, donde se me realizara:

e Una extraccion de sangre para estudio de algunos genes.

e Unaespirometria forzada (si no la tuviese realizada en el Gltimo afio).Esta prueba consiste en medir
la cantidad de aire que puedo meter y sacar de mis pulmones en una respiracion forzada.

Asimismo, me ha explicado que no tengo ninguna obligacion de participar, que es totalmente

voluntario y que mi participacion no afectard mi cuidado médico ni las decisiones sobre el tratamiento

de mi enfermedad (si la tuviese).

Me ha proporcionado una copia de la informacién completa acerca del estudio y me ha dado la

oportunidad de preguntar sobre cualquier duda relacionada con el estudio. He leido y comprendido

todo lo que me ha explicado, y consiento en participar en el estudio.

Identificacion del paciente

Nombre y Apellidos: Tfno:

Firma: Firma:

El paciente El Investigador
Salamanca , a de de 2.01
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ABREVIATURAS

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica.

GBD: Global Burden of Disease (carga mundial de morbilidad).
CVRS: Calidad de vida relacionada con la salud.

ATS: American Thoracic Society.

ERS: European Respiratory Society.

GesEPOC: Guia Espafiola de la EPOC.

GOLD: Global Iniciative for Chronic Obstructive Lung Disease.
FEV:1. Flujo espirado en el primer segundo.

FVC: Capacidad vital forzada.

IPA: indice paquetes/afio.

PBD: Prueba broncodilatadora.

TC: tomografia computerizada.

DLCO: capacidad de difusion de mondxido de carbono.
6WTM: prueba de marcha de seis minutos.

MRC: Medical Research Council.

ACO: Asthma-COPD Overlap (solapamiento asma-EPOC).
PostBD: Post broncodilatador.

PreBD: Pre broncodilatador.

ml: mililitros.

LAMA: Agentes muscarinicos de accion larga.

LABA: Agonistas beta-2 adrenérgicos.

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad.

HLA: Antigeno leucocitario humano

NO: Oxido nitrico.

ROS: Especies reactivas de oxigeno.

CXCR: Receptor de citoquinas.
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EGFR: Receptor de factor de crecimiento epidérmico.
TGF: Factor de crecimiento transformante.

CTGF: Factor de crecimiento de tejido conectivo.
IL-4: Interleucina 4.

TNF a: Factor de necrosis tumoral alfa.

IL-1R: Interleucina 1 beta.

INF-y: Interferon gamma.

IL-6: Interleucina 6.

IL-9: Interleucina 9.

GM-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos.
IL-10: Interleucina 10.

IL-13: Interleucina 13.

IL-8: Interlucina 8.

GRO-a: Oncogen alfa relacionado con el crecimiento.
MCP-1: Proteina quimiotéctica de monocitos 1.
ENA: Péptido activador de neutrdfilos.

TGF R1: Factor de crecimiento transformante beta 1.
EGF: Factor de crecimiento epidérmico.

VEGF: Factor de crecimiento de endotelio vascular.
NE: Elastasa del neutrofilo.

MMP: Metaloproteasa.

Al1AT: Alfa 1 antitripsina.

LBA: Lavado broncoalveolar.

KDA: kilodaltons.

ADN/DNA: Acido dexosirribonucleico.

ARN/RNA: Acido ribonucleico.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

Tri-HCI: Trihidroximetilaminometano.
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ANEXOS
EDTA: Acido etildiaminotetraacético.

SDS: Dodecil-sulfatosédico.

A: Adenina.

T: Timina.

G: Guanina.

C: Citosina.

SNP: Single Nucleétide Polymorphism (polimorfismo de nucleétido Unico).
GWAS: Genome-wide association study (estudio del genoma completo).
CHRNADB: Subunidad alfa 5 del receptor nicotinico.

GST: Glutation Transferasa.

GSTML1: Glutation Transferasa mu 1.

g: gramos.

M: Molar.

mM: mili molar.

KCI: Cloruro potasico.

MgCL.: Cloruro magnésico.

rpm: revoluciones por minuto.

°C: Grados centigrados.

H>O: agua.

nm: nanometros.

Litros: |

1g: microgramos.

ul: microlitros.

D.O: Desviacion dptica.

N: Asparragina.

D: Aspatrtico.

pb: Pares de bases.

SEPAR: Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Torécica.
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ANEXOS
BODE: Body mass index (indice de masa corporal), airflow obstruction (obstruccion de la via

aérea), dysnea (disnea) and (y) exercise (ejercicio).
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