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HLAY ENFERMEDAD PULMONAR OBSTRUCTIVA
CRONICA (EPOC)

Yeilis C. Canénico S', Nancy Elizabeth Larocca G?, Dolores Moreno?, Juan Bautista De Sanctis*

RESUMEN: La enfermedad pulmonar obstructiva cronica se caracteriza por una obstruccion al flujo aéreo a consecuencia
de un proceso inflamatorio cronico que depende de muchos factores, entre ellos, el control a nivel genético. La presencia de
polimorfismos en el sistema de antigenos leucocitarios humanos ha sido asociado con varias enfermedades. Pocos estudios
se han enfocado hacia el posible rol de las variaciones en el locus antigenos leucocitarios humanos humano y el desarrollo
de la enfermedad pulmonar obstructiva cronica.
Se realizo la tipificacion de antigenos leucocitarios humanos clase 1'y Il en 50 pacientes de raza mestiza, con diagnostico de
enfermedad pulmonar obstructiva cronica, utilizando la técnica de PCR-SSP, comparando los pacientes estudiados con 108
controles.

No se encontro diferencia estadisticamente significativa entre pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva cronica y
controles, con respecto a la frecuencia de los alelos antigenos leucocitarios humanos clase 1y I1.
No se encontré asociacion de alelos del sistema antigenos leucocitarios humanos con presencia de enfermedad pulmonar
obstructiva cronica.
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ABSTRACT: Obstructive pulmonary disease is characterized by the progressive obstruction of air flow and it is partially reversible
due to the destruction of the pulmonary parenchyma and inflammation of the air ways. The development of this inflammatory
pathology depends on several factors including the major histocompatibility complex. Few studies have dealt with the possible
role of major histocompatibility complex variations and obstructive pulmonary disease development and chronicity.

Major histocompatibility complex class I and Il genetic analysis was performed in 50 hybrid patients, with technique of
amplification of specific primers (PCR-SSP) (Genovision®). As a comparison 108 controls were used.

No significant differences were encountered in frequencies of class I and Il patients with obstructive pulmonary disease and
controls.

No association was found in major histocompatibility complex polymorphism and obstructive pulmonary disease. Further
studies should assess other genes for ascertain susceptibility to develop the disease.
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INTRODUCCION

El complejo mayor de histocompatibilidad (CMH)
estd conformado por un grupo de genes localizados
en el brazo corto del cromosoma 6 que codifican para
los receptores denominados antigenos leucocitarios
humanos (HLA) ubicados en la superficie de todas las
células del organismo. Las moléculas del HLA clase |
y II tienen como funcién la presentacién de antigenos
peptidicos a los linfocitos T. Las moléculas de HLA
claseIse unen apéptidos provenientes del procesamiento
de proteinas enddgenas y que son presentadas en
la superficie de todas las células nucleadas para su
posterior reconocimiento por parte de los linfocitos T
citotéxicos CD8+. Los antigenos que son procesados
por macréfagos, células dendriticas y otras células con
funcién de células presentadoras de antigenos se unen a
moléculas de HLA clase Il que a su vez son reconocidas
por los linfocitos T cooperadores CD4+ 2.

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC) es considerada en la actualidad como una
enfermedad de las vias aéreas caracterizada por
obstruccién del tracto respiratorio y por continuos
procesos inflamatorios crénicos ¢#. En relacién con
los elementos que determinan su aparicion, se considera
como unaenfermedad compleja, multifactorial ,derivada
delainteraccionde varios genes y de miltiples elementos
ambientales. La seleccién de genes candidatos para el
desarrollo de enfermedad se basa en el estudio de un
gran nimero de polimorfismos genéticos con aparente
rol central en la patogénesis de la enfermedad dentro
los cuales se incluyen los genes que codifican para
las moléculas del MHC. Respecto a la asociacién
de polimorfismos de los genes de HLA con EPOC,
existen muy pocos estudios, y los mismos han sido
realizados en individuos de distintas razas sin resultados
concluyentes 7.

Enel presente estudio, nos propusimos a determinar
la posible asociacién entre las moléculas del MHC y
la presencia de EPOC, determinando la frecuencia de
alelos HLA clases I y I en una poblacién de pacientes
con EPOC en Venezuela.

PACIENTES Y METODOS
Poblacion de estudio

Se realizé un estudio clinico de casos-controles,
descriptivo, transversal prospectivo en el que se
incluyeron 50 pacientes con diagnéstico de enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC) de una poblacién

de pacientes ambulatorios vistos en la Consulta de
Neumonologia del Hospital Universitario de Caracas
de la Universidad Central de Venezuela entre los meses
de mayo a octubre de 2005 y 108 individuos controles
sanos incluidos en la base de datos de la seccidn de
Inmunogenética del Instituto de Inmunologia (UCV).
Cabe destacar que dichos pacientes no fueron evaluados
clinicamente con pruebas de funcién pulmonar, y
que los mismos, por ser una representacion fidedigna
comprobada de la poblacién mestiza venezolana,
fueron utilizados sélo como patrones de referencia del
estudio.

El protocolo de investigacion fue aprobado por el
Comité de Bioética del Instituto de Inmunologia de la
Universidad Central de Venezuela.

Se realiz6 un consentimiento informado por escrito
a cada uno de los pacientes para solicitar su aprobacién
y ser incluidos en el estudio.

Una vez seleccionados los pacientes, se les realizé
unahistoria clinicacompletay unaevaluacién funcional
pulmonar a través de larealizacion de una espirometria.
(Espirémetro MedGraphics Cardiorrespiratory
Diagnostic, Medical Graphics Corporation EE.UU)
usando los valores predictivos de referencia de Crapo,
conmediciéndel volumen forzado en el primer segundo
(VEF)), capacidad vital forzada (CVF), indice de
Tiffenau (relaciéon VEF,/CVF) en condiciones basales
y posterior a la administracién de broncodilatador (200
ug de salbutamol inhalado).

Los pacientes reunieron los criterios clinicos y
espirométricos para diagndstico definitivo de EPOC
seguin la Asociacion Americana del Térax (ATS,
2004).

Aislamiento y purificacion del ADN

Se realizé el aislamiento del ADN gendmico a partir
de leucocitos de sangre periférica de los pacientes con
EPOC utilizando el estuche comercial QlAamp® DNA
Mini Kit (Laboratorios Qiagen), el cual se fundamenta
en el tratamiento de cada una de las muestras con
una solucién tampén de lisis que contiene la enzima
Proteinasa K, y la posterior purificacion del ADN
mediante columnas de silica gel.

Tipificacion de HLA clase I y clase 11

Una vez obtenida las muestras de ADN de los
pacientes con EPOC se procedi6 a la caracterizacion
genotipica de las moléculas HLA clase I y IT utilizando
latécnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
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de cebadores especificos de secuencia (PCR-SSP)
(Genovision®).

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: la
mezcladereaccion (master mix) fue suministrada porel
kit y contenia los nucleétidos (ANTP, 200 M), buffer
(50mMKCL,1,5mM MgCI2,10 mM Tris-HCIl pH 8,3,
0,001 % p/v gelatina), glicerol (5 %) y rojode cresol (100
pug/mL). La misma sélo requiri6 la preparacion de una
solucién de ADN con una concentracion final de 15a 30
pg/mL,diluido con agualibre de nucleasas (Promega®),y
laTaq polimerasa (Promega®). El kit estaba formado por
dos tipos de placas de material inerte con 96 y 32 pozos,
para HLA clase I y 1T, respectivamente, conteniendo las
secuencias iniciadoras o cebadores especificos de cada
alelo, ademas de un control positivo para cada uno de
los pozos. Los controles negativos estaban incluidos
en los pozos 24,72 y 96 de la placa para HLA clase I,y
en el pozo 32 para HLA clase II. La amplificacién por
PCR serealizé en un termociclador MJ-Research (PTC-
200®) cumpliéndose las siguientes fases: fase inicial:
94° C x 2 minutos seguido de 10 ciclos constituidos
cada uno por una fase de desnaturalizacién de 94° x 10
segundos; unafase de hibridacién de 65°C x 60 segundos
y finalmente la extensién en 20 ciclos distribuidos como
sigue: 94° C por 10 segundos, 61° C por 50 segundos y
72° C por 30 segundos. Los productos de PCR fueron
analizados mediante electroforesis en geles de agarosa
al 2 %, tincién con bromuro de etidio (10 mg/mL) y
visualizacién en el transiluminador de luz UV.

Analisis estadistico

El tipaje de los alelos de HLLA de cada uno de los
pacientes se realizé mediante anélisis manual ,mediante
el contaje de las bandas que resultaron positivas para
cada uno de ellos en la corrida electroforética, y
posteriormente comparando dichos resultados con los
del inserto suministrado por el kit.

Se calculé la frecuencia y el porcentaje de edad,
sexo, raza, severidad de la enfermedad (basados en
los valores espirométricos y la clasificacién clinica de
cada paciente segun las escalas antes mencionadas) y
antecedentes patolégicos. Se calcularon las frecuencias
fenotipicas de pacientesy controles. Se utiliz6 la prueba
de Chi cuadrado de Pearson para cada uno de los alelos
HLA clase I y II, comparandolos con los controles, y
aquellos que resultaron tener diferencias significativas,
se les aplicé la correccion de Yates y la correccion de
Bonferroni.

Se consider6 un valor estadistico significativo si P

< 0,05 y altamente significativo si P < 0,01.
Los datos fueron procesados en una base electrénica
del programa Microsoft Excel para Windows XP.

RESULTADOS

De los 50 pacientes con EPOC, 27 (54 %) fueron
del sexo femenino y 23 (46 %) del sexo masculino, con
edades promedio de ambos sexos de 63,36+9,63.

Conrespectoalatipificacion de HLA ,no se encontré
incremento significativo de ningun alelo para el locus
A'y B en los pacientes con EPOC comparado con los
sujetos de referencia. En el locus C, se observé una
disminucién de la frecuencia del alelo HLA-CwO03 en
los pacientes con respecto a los controles (22 %y 50 %
respectivamente) pero no significativa al realizar la
correccion de Bonferroni (P=0,42). (Tabla 1).

Tabla 1
Tipificacion HLA clase I (Locus C) en pacientes
con EPOC
Pacientes Controles
HLA (n=50) (n=24) P Correccion
corregido de
Bonferroni
N FF*¥(%) N FF* (%)
Cw*01 6 12 2 8,33 -
Cw*02 9 18 2 8,33 -
Cw*03 11 22 12 50,00 0,03 042
Cw*04 13 26 7 29,17 -
Cw*05 5 10 3 12,50 -
Cw*06 4 8 2 8,33 -
Cw*07 24 48 8 33,33 -
Cw*08 3 6 3 12,50 -
Cw*09 0 0 1 4,17 -
Cw*12 2 4 0 0,00 -
Cw*14 0 0 0 0,00 -
Cw*15 5 10 0 0,00 -
Cw*16 5 10 2 8,33 -
Cw*17 2 4 2 8,33 -

*Frecuencias fenotipicas
-P>0,05

Para los antigenos HLA clase II encontramos
también una disminucién en la frecuencia del alelo
HLA-DRB1°07 con respecto a los controles (8 %
versus 24,3 %), pero que al igual que el anterior no
fue significativa al aplicar la correccién de Bonferroni
(P=0,30) (Tabla 2).
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Tabla 2
Tipificacion HLA clase II (Locus DR) en pacientes
con EPOC
HLA Pacientes Controles
(n=50) (n=24) P Correccion
corregido de
Bonferroni
N FF*(%) N FF*(%)
DRB1*01 6 12 19 17,76 - -
DRB1#03 9 18 13 12,15 - -
DRB1*04 19 38 38 35,51 - -
DRB1*06 0 1 0,93- -
DRB1*07 4 8 26 2430 0,02 0,30
DRB1#08 12 24 13 12,15 - -
DRB1*09 3 6 5 4,67- -
DRB1*10 2 4 4 3,74 - -
DRB1*11 7 14 17 15,89 - -
DRB1*#12 3 6 4 3,74 - -
DRB1*13 10 20 25 23,36 - -
DRB1*14 6 12 11 10,28 - -
DRBI1*15 6 12 28 26,17 - -
DRB1*16 1 2 5 4,67 - -
DRB1*18 1 2 0 0 - -

*FF: Frecuencias genotipicas.
-P>0,05

DISCUSION

LaEPOC constituye un proceso inflamatorio crénico
complejo y multifactorial del arbol respiratorio, en
dondelaasociacién con algunos alelos del sistema HLA
puede tener un rol fundamental para el desarrollo de la
patologia. Respecto a la asociacién de polimorfismos
de los genes de HLA con EPOC, existen muy pocos
estudios,y los mismos han sido realizados en individuos
de distintas razas, resultando de esta manera en falta de
reproductibilidad delos mismos. En 1983, Kauffmanny
col.®reportan el HLAB7 como alelo de susceptibilidad
para EPOC (independiente del hédbito tabaquico) en
poblacién caucasica (Franceses), encontrando una alta
frecuencia de este alelo en pacientes con EPOC no
fumadores, comparados con fumadores con criterios
espirométricos normales. Sin embargo, en el 2005,
Kasugay col.®, noencontraron diferencia significativa
entre pacientes fumadores, con signos espirométricos
de EPOC y los individuos controles, con respecto a la
presencia de HLA-B7. Cabe destacar que los pacientes
incluidos en este estudio fueron 581 individuos de origen
caucdsico, de los cuales ninguno resulté homocigoto
para el alelo Z del gen de la alfa-1 antitripsina (AAT).

Maranetra y col.!?, en 1990, demuestran un
incremento significativoen la frecuenciade HLA-Bw60
en dos grupos de pacientes con EPOC con distintos
patrones de ventilacidn, sugiriendo que este alelo puede
estar relacionado con la respuesta ventilatoria al CO,
en EPOC, aunque no relacionado con el riesgo a la
enfermedad. Este estudio no puede ser extrapolado a
otras poblaciones, debido a que el HLA-Bw60 es un
alelo cominmente encontrado en poblacién del sur
este asiatico (frecuencia alélica 8 %-16 %), mas no en
otras poblaciones, por ejemplo caucasicos (frecuencia
3 %-5 %).

La panbronquiolitis difusa es una enfermedad
pulmonar obstructiva de curso crénico de etiologia
desconocida, caracterizada por tos crénica, esputo,
disefia y limitacién del flujo de aire de curso crénico.
Aunque es prevalente en Japén, su presentacion es rara
en otros paises, y s6lo han sido reportados pocos casos
en Chinos, Italianos y Norteamericanos. Hee y col.!V,
en 1999, encontraron una fuerte asociacionde HLA-A11
en 30 individuos Koreanos y una asociacién no tan
alta con otros alelos (B55, B62 y Cw4), determinados
por métodos seroldgicos; Keicho y col.'?, en 1998,
reportaron que el 37 % de los individuos estudiados con
panbronquiolitis difusa (76 pacientes japoneses), poseen
HLA-B*5401,encomparacionconel 15 % enindividuos
sanos, ademas de encontrar un alelo (HLA-B*5504) en
4 % de los pacientes con esta patologia, que es un alelo
muy infrecuente, inico en asidticos,y que estuvo ausente
en el 100 % de los individuos controles (110).

Nuestros resultados, a diferencia de los obtenidos
por los otros investigadores, no son concluyentes
para establecer una asociacion significativa entre los
alelos de HLA clase I y II con la presencia de EPOC.
Probablemente se necesiten de estudios que consideren
otros tipos de marcadores genéticos mas especificos
para este tipo de patologia.

CONCLUSIONES

No se encontré asociacién entre ninguno de los
alelos del sistema HLA y EPOC, a pesar de que la
frecuencia de los alelos Cw*03 y DRB1*07 fue menor
en los pacientes con respecto a los controles.
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