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INDICE DE ABREVIATURAS:

Aa: Aminodacido.

ACO: Asthma-COPD Overlap (Solapamiento de ASMA y EPOC).

ATP: Adenosine triphosphate (Trifosfato de adenosina).

AUC: Area Under the Curve (Area bajo la curva)

BODE: Body mass index, airflow Obstruction, Dysnea and Excercise capacity index.
BODEX: Body mass index, airflow Obstruction, Dysnea and Exacerbations.
CAT: COPD Assessment Test.

COR: Caracteristica Operativa del Receptor.

DAMPs: Damage associated molecular patterns.

EPISCAN-II: Epidemiologic Study of COPD in Spain.

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica.

FEV:: Volumen espiratorio forzado en el primer segundo.

FFMI: indice de masa corporal libre de grasa.

FGF21: Factor de crecimiento fibrobldastico 21.

FVC: Capacidad vital forzada.

GDF15: Factor de crecimiento y desarrollo 15.

GesEPOC: Guia espafiola de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica.
GOLD: Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease.

HN: Humanina.

HUMV: Hospital Universitario Marqués de Valdecilla.

IGF1: Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1.

IGFBP3: Proteina transportadora 3 del factor de crecimiento similar a la insulina.
IMC: indice de masa corporal.

IMM: indice de masa magra.

IPA: indice paquetes-afio.

mMRC: modified Medical Research Council.

MOTS-c: Mitochondrial ORF of the Twelve S-c.

mtDNA: Acido desoxirribonucleico mitocondrial.

nDNA: Acido desoxirribonucleico del nucleo.

ROS: Especies reactivas de oxigeno.

TAC: Tomografia axial computarizada.

TM6M: test de marcha de 6 minutos.



1. RESUMEN

Introduccidon: La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) es una de las
enfermedades mas prevalentes en nuestro medio. Las exacerbaciones de esta
enfermedad presentan una importante morbi-mortalidad. Hasta el momento, no existe
ningun biomarcador analitico que permita diagnosticar una agudizacién de la EPOC.

Objetivo: Estudiar las alteraciones que se producen en las mitoquinas en una cohorte
que incluye EPOC estables, EPOC agudizados y un grupo control de fumadores sanos.
Evaluar la posible utilidad diagndstica de las mitoquinas en pacientes agudizados y la
correlacién de las mitoquinas con distintas variables clinicas de la EPOC.

Metodologia: Estudio transversal en el que se midieron los niveles séricos de FGF-21,
GDF-15, MOTS-c, Humanina y variables clinicas relevantes de la EPOC en 166
participantes (40 controles, 95 EPOC estable y 31 agudizados).

Resultados: Los niveles de FGF-21 (pg/ml), Humanina (pg/ml) y MOTS-c (ng/ml) fueron
menores en los pacientes agudizados que en los EPOC estables (p=0,01; p=0,002 y
p<0,001 respectivamente). Mientras que los niveles séricos de GDF-15 (pg/ml) estaban
mas altos en los pacientes agudizados que en los pacientes con EPOC estable (p<0,001).

Al estudiar las correlaciones entre las mitoquinas y distintas variables clinicas de la EPOC
comprobamos que los niveles de FGF-21 (pg/ml) correlacionaban negativamente con la
puntuacion en el CAT (r=-0,240 p=0,031) y positivamente con FEV1 medido en
porcentaje (r=0,246 p=0,021) y en mililitros (r=0,253 p=0,017). Por su parte, GDF-15
(pg/ml) correlacioné negativamente con el T6BMM (r=-0,363 p=0,001) y positivamente
con la edad (r=0,464 p=0,000).

También observamos la potencial utilidad diagndstica de los niveles de GDF-15 (pg/ml)
(AUC=0,707) y de MOTS-c (ng/ml) (AUC=0,806) para diagnosticar una agudizacion.

Conclusion: Los niveles de FGF-21, GDF15, MOTS-c y Humanina estan alterados durante
las agudizaciones de la EPOC. Algunas de estas mitoquinas correlacionan con ciertas
variables clinicas. GDF-15 y MOTS-c podrian ser dutiles para diagnosticar las
agudizaciones de la EPOC.



ABSTRACT:

Introduction: Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is one of the most
prevalent diseases in our environment. Exacerbations of this disease present significant
morbidity and mortality. To date, there is no analytical biomarker that allows the
diagnosis of an exacerbation of COPD

Objective: To study the alterations in mitokines in a cohort that includes stable COPD,
exacerbated COPD and a control group of healthy smokers. To evaluate the possible
diagnostic utility of mitokines in exacerbated patients and the correlation of mitokines
with different clinical variables of COPD.

Methods: Cross-sectional study in which serum levels of FGF-21, GDF-15, MOTS-c,
Humanin and relevant clinical variables of COPD were measured in 166 subjects (40
controls, 95 stable COPD and 31 exacerbated).

Results: The levels of FGF-21 (pg/ml), Humanin (pg/ml) and MOTS-c (ng/ml) were lower
in exacerbated patients than in stable COPD (p=0,01; p=0,002 and p<0,001 respectively).
While the serum levels of GDF-15 (pg/ml) were higher in exacerbated patients than in
patients with stable COPD (p<0,001).

When studying the correlations between mitokines and different clinical variables of
COPD, we verified that the levels of FGF-21 (pg/ml) correlated negatively with the CAT
score (r=-0,240 p=0,031) and positively with FEV1 measured in percentage (r=0,246
p=0,021) and in milliliters (r=0,253 p=0,017). On the other hand, GDF-15 (pg/ml)
correlated negatively with T6BMM (r=-0,363 p=0,001) and positively with age (r=0,464
p=0,000).

We also observed the potential diagnostic utility of GDF-15 (pg/ml) (AUC=0,707) and
MOTS-c (ng/ml) (AUC=0,806) levels to diagnose exacerbation.

Conclusion: The levels of FGF-21, GDF15, MOTS-c and Humanin are altered during
exacerbations of COPD. Some of these mitokines correlate with certain clinical variables.
GDF-15 and MOTS-c could be useful in to diagnose exacerbations of COPD.



2. INTRODUCCION

2.1. Definicion

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) es una enfermedad heterogénea
caracterizada por una inflamacién crénica que reduce el calibre de las vias aéreas
pequefias y destruye el parénquima pulmonar disminuyendo la habilidad de la via aérea
para mantenerse abierta durante la espiracidn. Esto origina una obstruccidn crénica no
reversible al flujo aéreo y asocia sintomas respiratorios (disnea, tos y/o expectoracion)
que pueden preceder al desarrollo de la obstruccion. ¥ 2

2.2. Epidemiologia

Constituye un problema de salud publica de alta morbimortalidad e infradiagndstico. La
prevalencia de la EPOC esta estrechamente relacionada con la prevalencia del tabaco,
especialmente en los paises desarrollados. En los préximos afios se espera que la
prevalencia y el coste sanitario de esta patologia aumente debido al mantenimiento de
la exposicidn a factores de riesgo y al envejecimiento de la poblaciéon mundial. !

Existe evidencia de una mayor prevalencia de EPOC en fumadores y exfumadores que
en no fumadores, en mayores de 40 afios y en hombres mas que en mujeres. 3

Segun el estudio EPISCAN-II (Epidemiologic Study of COPD in Spain) la prevalencia de
esta enfermedad ha aumentado hasta el 12% en los ultimos 10 afios. También en este
estudio se ha observado un importante infradiagndstico en mujeres. *

2.3. Etiologia

El principal agente etioldgico es el consumo de tabaco. No obstante, existen otros
agentes que pueden intervenir en el desarrollo de la enfermedad como la exposicién al
humo de la biomasa, particularmente relevante en paises de bajos ingresos. °

¢ Consumo de tabaco

La asociacion causal entre el humo del tabaco y la EPOC esta muy descrita a través de
numerosos estudios cientificos como: "The natural history of chronic airflow
obstruction" ® o "The natural history of chronic airflow obstruction: An analysis of the
Framingham Offspring Cohort" 7. Algunos autores lo consideran el Unico agente causal
en el primer mundo. 8

e Tabaquismo pasivo

El "humo ambiental del tabaco" ha demostrado estar implicado en la patogenia de la
EPOC y supone un mayor riesgo de desarrollar esta patologia en pacientes no
fumadores. °

¢ Quema de combustible biomasa

La exposicidon al humo de la biomasa esta considerada como una de las principales
causas de EPOC, especialmente en no fumadores.!® Es importante interrogar los



antecedentes de exposicidon al humo de carbdn o lefia, sobre todo en no fumadores o
con escasa exposicion al tabaco. En un estudio reciente realizado en Galicia se observé
que la exposicidn al humo de biomasa era el factor etiolégico del 24% de los pacientes
con EPOC. ! Asimismo, las mujeres expuestas durante la infancia o juventud al humo de
lefia y carbon han mostrado un aumento del riesgo de ingreso por la EPOC.12

2.4. Sintomatologia

Los sintomas mas frecuentes son: disnea, tos y/o expectoracion. La posibilidad de tener
EPOC debe considerarse en todo paciente que presente estos sintomas y tenga
antecedente de exposicion a factores de riesgo.

Disnea: caracteristicamente progresiva y persistente que empeora con el ejercicio. Es
un sintoma cardinal de la EPOC que acarrea bastante discapacidad y ansiedad con la
enfermedad.!?

Tos crénica: frecuentemente es el primer sintoma de la EPOC, aunque puede existir una
limitacion significativa al flujo aéreo sin que esté presente. La tos puede ser o no
productiva. Al principio suele tener un caracter intermitente y posteriormente aparece
durante todo el dia, todos los dias.?

Expectoracion: es habitual que los pacientes con EPOC expectoren al toser. Algunos
cumplen criterios de bronquitis crénica * (expectoracion la mayoria de los dias de la
semana durante 3 o mds meses consecutivos por aifo al menos durante 2 afos
consecutivos sin relacionarse con otra enfermedad pulmonar o cardiaca). No obstante,
en esta enfermedad la produccidn de esputo es variable con periodos de exacerbaciones
intercalando periodos de remision. La aparicion de un esputo purulento traduce un
aumento de mediadores inflamatorios!® que podrian significar el inicio de una
exacerbacidén bacteriana.!®

Sibilancias y opresidn en el pecho: son sintomas que varian a lo largo del dia y entre un
dia y otro. Las sibilancias se pueden oir a nivel laringeo o pueden ser generalizadas en la
auscultacion pulmonar. Por su parte la opresién en el pecho suele seguir a un esfuerzo,
estd mal localizada, es de caracter muscular y puede ser consecuencia de una
contraccion isométrica de los musculos intercostales.

Sintomas adicionales en la enfermedad grave: en pacientes con EPOC severo es comun
encontrar fatiga, pérdida de peso, pérdida de masa muscular y anorexia. Estos sintomas
tienen importancia en el prondstico de la enfermedad ademas de ser datos de alarma
para sospechar otra patologia como la tuberculosis o el cancer de pulmén.'”*8 Durante
la anamnesis es aconsejable valorar signos de depresion y/o ansiedad en estos pacientes
ya que se ha relacionado con peor estado de salud, aumento del riesgo de
exacerbaciones y de ingresos hospitalarios. *°

2.4.1. Agudizaciones de la EPOC

La agudizacion de la EPOC se define como un episodio agudo de inestabilidad clinica
donde existe un empeoramiento mantenido de los sintomas respiratorios que



sobrepasa los cambios diarios que sufre el paciente en su situacion estable y que
requiere la modificacién del tratamiento habitual. 2°

Existe una gran variabilidad interpersonal, habrd pacientes que apenas tengan
agudizaciones y otros que agudicen muy a menudo. De media, los pacientes con EPOC
presentan 1-4 exacerbaciones/afio.?!

Las infecciones bacterianas, viricas o la combinacion de estas, son la etiologia principal
de las agudizaciones de la EPOC. 22 El 50% son bacterianas por Haemophilus Influenzae,
Streptococcus pneumoniae y Moraxella Catharralis 2. El 30% son infecciones virales,
principalmente por Rhinovirus. El 20% se produce por bacterias atipicas (Chlamydia
pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae y Legionella pneumophila)®*.

El diagndstico de las agudizaciones es clinico salvo casos graves donde estaria indicado
el analisis de esputo. Los criterios de Anthonisen se utilizan como aproximacion de las
agudizaciones que precisan antibioterapia. De este modo, debera emplearse
antibioterapia cuando se cumplan dos de los siguientes criterios: aumento de disnea,
esputo purulento y aumento del volumen del esputo; siendo la purulencia del esputo el
mejor predictor de infeccién bacteriana.?

El tratamiento serd ambulatorio en el 80% de los casos.! En todos los pacientes se
emplearan broncodilatadores asociados a otras terapias (antibioterapia, corticoides
sistémicos, oxigenoterapia, ventilacién asistida, rehabilitacion pulmonar...etc.) segun las
caracteristicas propias de cada paciente.?®

2.4.2. Importancia de las agudizaciones en la EPOC

Los pacientes que agudizan suelen tener un deterioro mds rapido de la funcion
pulmonar y una mayor mortalidad.! Las agudizaciones tienen repercusién a largo plazo
en varios aspectos del paciente:

En los sintomas respiratorios: Se ha visto que en pacientes agudizadores existe un
empeoramiento de la disnea basal segun la escala mMRC y de la actividad fisica segun
el test de marcha de 6 minutos. Este deterioro puede revertir parcialmente con
rehabilitacion pulmonar.?”- 28

En la funcién pulmonar: Tanto en el episodio agudo como a largo plazo puede
objetivarse una caia de la FEV1, consecuencia del deterioro de la obstruccién producida
por el cuadro inflamatorio de la agudizacién.?® Asimismo, los pacientes mads
agudizadores presentan mayor colonizacidon bacteriana de la via aérea suponiendo
mayor inflamacién crénica y, por consiguiente, mayor descenso de FEV1. 3°

En la morbimortalidad: Las agudizaciones son la principal causa de mortalidad en los
pacientes con EPOC grave o muy grave.3! Segun el indice prondstico BODEXx, los
pacientes con bajo IMC, mayor disnea, menor FEV1y 2 o mas agudizaciones presentan
mayor mortalidad y deberia valorarse incluirlos en programas de trasplante pulmonar.3?



En la calidad de vida: La confluencia de la limitacion de la actividad fisica, la disnea, la
tos y la propension a la ansiedad y/o depresién influye negativamente en la calidad de
vida del paciente.®?

Econdmica: El gasto econdmico es directamente proporcional a la gravedad de la
enfermedad, la edad y el nivel asistencial.>* Por un lado estd el gasto directo del
consumo de recursos sanitarios (medicacion, oxigenoterapia, ingreso...etc.) y por otro
el indirecto derivado de la abstinencia laboral, la pérdida de productividad y el coste de
cuidadores.?®

2.4.3. Importancia de los ingresos en la EPOC.

Ante agudizaciones graves de la EPOC puede ser necesario el ingreso hospitalario. Las
guias internacionales establecen una serie de factores a tener en cuenta a la hora de
decidir ingresar o no a un paciente con una agudizacion de la EPOC *:

e Sintomas graves como el empeoramiento subito de la disnea en reposo,
frecuencia respiratoria elevada, disminucidn de la saturacion de oxigeno,
confusién, somnolencia.

e Insuficiencia respiratoria aguda.

e Aparicion de nuevos signos fisicos (por ejemplo, cianosis, edema periférico).

o Falta de respuesta de una exacerbacion al tratamiento médico inicial.

e Presencia de comorbilidades graves (por ejemplo, insuficiencia cardiaca,
arritmias de nueva aparicion, etc.).

e Apoyo domiciliario insuficiente.

La hospitalizacién de estos pacientes implica mayor tasa de mortalidad por el deterioro
de todas las variables clinicas y prondsticas de la EPOC (necesidad de oxigenoterapia
domiciliaria, peor funcién pulmonar, menor capacidad para el ejercicio, agravamiento
de la disnea, peor calidad de vida...etc.). 362

A pesar de tratarse de unos eventos clave en la EPOC, no existe ningun biomarcador
bioquimico que permita establecer un diagndstico definitivo de agudizacién de EPOC o
gue permita clasificar la gravedad de las agudizaciones de la EPOC.

2.5. Diagnéstico

El diagndstico de sospecha se da en un paciente adulto fumador o exfumador con un
indice paquetes-afio (IPA) mayor de 10. Para confirmar la limitacién persistente al flujo
aéreo es preciso realizar una espirometria que objetive un cociente entre el volumen
espiratorio maximo en el primer segundo (FEV1) y la capacidad vital forzada
(FVC) postbroncodilatacién menor de 0,70.%’

La evaluacion de la EPOC debe tener en cuenta 4 aspectos:

e La presencia e intensidad de la obstruccién en la espirometria.
e La naturaleza y magnitud de los sintomas.
e Los antecedentes y riesgos futuros de exacerbaciones.



e La presencia de comorbilidades.

La gravedad de la obstruccién del flujo aéreo se puede clasificar segun el valor del
FEV:1 postbroncodilatador en: GOLD 1 FEV; > 80%, GOLD 2 FEV150-79%, GOLD 3 FEV;
30-49% y GOLD 4 FEV; < 30%.1

Por su parte, la evaluacién de los sintomas se realiza en la practica clinica usando el
COPD Assessment Test (CAT) y el grado de disnea segun la escala del modified Medical
Research Council (mMRC). Segun estos pardmetros dividimos a los pacientes en poco
sintomaticos y muy sintomaticos. Si a esto le afiadimos la historia de exacerbaciones ( 2
0 mas agudizaciones que precisen antibioterapia o corticoterapia en el ultimo afio o 1
hospitalizacidon por agudizacion en le ultimo afio) clasificariamos a los pacientes en 4
categorias posibles como se ilustra en la Figura 1. !

Antecedentes de
exacerbacién
moderada o grave

22 6 21 causante de
hospitalizacién
GOLD 1 280
GOLD 2 50-79 ingoreés:(la (f?c?s;?toatli;\;raio)
GOLD 3 30-49 MMRC 0-1 MMRC 2 2
CAT< 10 CAT 210
GOLD 4 <30 Sintomas

Figura 1. Clasificacién de pacientes segun grado de obstruccidn, clinica y exacerbaciones.

2.5.1. Marcadores prondstico

Existen muchas variables que ayudan a distinguir a los pacientes con mayor riesgo de
mortalidad. Entre estas variables destaca el IMC, la FEV1, la disnea segln la escala mMRC
y la distancia recorrida en el test de marcha de 6 minutos. Todos estos datos estan
recogidos en el indice BODE propuesto por Celli et al .38 Con el aumento de un punto del
indice BODE existe un aumento del 34% en la mortalidad por todas las causas y del 62%
en la mortalidad de causa respiratoria.3®

En la Tabla 1. podemos ver que la ponderacién del indice BODE va de 0 a 10 puntos,
divididos en 4 cuartiles:

e Cuartil 1: 0-2 puntos.
e Cuartil 2: 3-4 puntos.
e Cuartil 3: 5-6 puntos.
e Cuartil 4: 7-10 puntos.



Tabla 1. indice BODE

Marcadores Puntuacion
0 1 2 3
B IMC (kg/m?) >21 <21 - -
(0] FEV1 (%) > 65 50-64 36-49 <35
D Disnea (mMRC) 0-1 2 3 4
E 6MM (m) >350 250-349 150-249 <149

6MM: distancia recorrida en la prueba de los 6 minutos de marca; FEVi: volumen espiratorio
forzado en el primer segundo; IMC: indice de masa corporal; mMRC: escala modificada del Medical
Research Council.

Dado que la realizacion del test de marcha de 6 minutos requiere un tiempo disponible
gue muchas veces no es realista en la practica clinica, se ha propuesto la sustitucion de
esta prueba por el registro de las exacerbaciones graves (Ex) denominando esta
alternativa como indice BODEx.2° Ambos indices tienen una alta correlacién en la
predicciéon de mortalidad. En la Tabla 2. vemos que el BODEx va de 0 a 9 puntos y
también se divide en 4 cuartiles:

e Cuartil 1: 0-2 puntos.
e Cuartil 2: 3-4 puntos.
e Cuartil 3: 5-6 puntos.
e Cuartil 4: 7-9 puntos.

Tabla 2. indice BODEx

Marcadores Puntuacion
0 1 2 3
B IMC (kg/m?) >21 <21 - -
(0] FEV1 (%) >65 50-64 36-49 <35
D Disnea (mMMRC) 0-1 2 3 4
Ex Exacerbaciones* 0 1-2 >3 -

FEV1i: volumen espiratorio forzado en el primer segundo; IMC: indice de masa corporal; mMRC:
escala modificada del Medical Research Council.
*Se incluyen Unicamente visitas a urgencias hospitalarias o ingresos.

2.6. Fenotipos clinicos

Al tratarse de una enfermedad tan heterogénea se utilizan particularidades (sintomas,
agudizaciones, respuesta al tratamiento, velocidad de progresion...etc.) de la
enfermedad que por si solas, o combinadas son capaces de clasificar a los pacientes en
subgrupos con valor prondstico.?® Segun la guia GesEPOC se pueden diferenciar cuatro
fenotipos que determinan un enfoque terapéutico personalizado:

¢ No agudizador:

El paciente no agudizador es el que presenta como maximo una agudizacion moderada
el ano previo. Se caracterizan por tener menor riesgo de deterioro de la calidad de vida,



de pérdida de funcidon pulmonar y de mortalidad en comparacién con un paciente
agudizador.?

e EPOC-Asma (ACO):

La EPOC y el asma son enfermedades respiratorias que en la prdactica clinica se pueden
presentar con caracteristicas comunes. El ACO se define como Ila limitacién crénica
persistente al flujo aéreo en un paciente fumador o exfumador que presenta
caracteristicas propias del asma.?

e Agudizador:

Paciente con EPOC que en el afio previo ha tenido dos o mas agudizaciones que hayan
necesitado tratamiento ambulatorio con antibidticos y/o corticoides sistémicos, o una
agudizacidn grave que precisara ingreso hospitalario®. Los pacientes con este fenotipo
tienen mayor riesgo de hospitalizacién y aquellos con agudizaciones graves, tienen
mayor riesgo de mortalidad.?

Agudizador con enfisema:

El enfisema es el agradamiento de los espacios aéreos que estan distales al bronquiolo
terminal. Es un concepto anatédmico que se acompafia de destruccién de la pared
alveolar.?

Por su parte, el fenotipo enfisema engloba a pacientes con EPOC que tienen diagndstico
clinico, radiolégico y funcional de enfisema y muestran sintomas como disnea e
intolerancia al ejercicio.? Estos pacientes se caracterizan por tener datos de
hiperinsuflacidn, enfisema manifiesto en TAC y/o disminucién de la capacidad de
difusién de mondxido de carbono. 4

El fenotipo enfisema suele tener menos agudizaciones que el fenotipo bronquitis
crénica. No obstante, el enfisema grave se asocia a mayor descenso anual del FEV1y a
un mal prondstico. 42

Agudizador con bronquitis crénica:

Paciente agudizador que tiene tos con expectoraciéon al menos durante tres meses al
ano en dos afios consecutivos. En estos casos debe realizarse una TAC para valorar la

posible existencia de bronquiectasias y, cuando esté en fase estable, cultivos de esputo.
43,44

2.7. Comorbilidades en la EPOC

Las comorbilidades son mas frecuentes en los pacientes con EPOC que en la poblacion
general. La mas relevante de estas es la patologia cardiovascular (cardiopatia isquémica,
insuficiencia cardiaca o ictus), aunque también hay mayor prevalencia de hipertension,
diabetes mellitus, insuficiencia renal, osteoporosis, enfermedades psiquidtricas,
deterioro cognitivo, anemia o neoplasias (en especial el cancer de pulmdn). La presencia
de alguna de estas comorbilidades empeora el prondstico de la EPOC.%



Las enfermedades cardiovasculares junto con las neoplasias son las comorbilidades de
mayor mortalidad en estos pacientes. Se estima que el riesgo ajustado de presentar
cardiopatia isquémica en pacientes con EPOC es entre dos y cinco veces superior que en
pacientes sin EPOC, independientemente de otros factores de riesgo vascular como el
tabaco.*® Asimismo, en las semanas posteriores a una exacerbacion de la EPOC existe
un aumento del riesgo de evento isquémico debido al aumento de pardmetros
inflamatorios, de la rigidez arterial y de la agregacion plaquetaria.*’ El prondstico de la
EPOC empeora si existe un aumento de la concentracion plasmatica de marcadores de
lesion miocardica en pacientes sin cardiopatia isquémica conocida. 48

Referente a las neoplasias, los pacientes con EPOC tienen de dos a cuatro veces mas
riesgo de desarrollar cancer de pulmon, tras ajustar por variables de confusién, incluido
el historial tabdquico. Este riesgo aumenta en pacientes con enfisema, mayores de 60
afios, con un indice paquetes-afios mayor de 60 y un indice de masa corporal menor de
25kg/m? .4

2.8. Actividad Fisica y Nutricion
Actividad Fisica

Segln la GOLD, la rehabilitacidon pulmonar debe incluir un entrenamiento estructurado
y supervisado, dejar de fumar, asesoramiento nutricional y educacién para la
autogestion. !

La inactividad fisica en el paciente con EPOC acarrea menor calidad de vida y mayor tasa
de hospitalizacién y mortalidad. *° En contraposicion, la realizacién de actividad fisica
de forma regular mejora las comorbilidades de estos pacientes °?

A la hora de prescribir la actividad fisica no hay consenso sobre unas recomendaciones
especificas. No obstante, el entrenamiento siempre debe ser individualizado,
considerando la capacidad de ejercicio y las comorbilidades del paciente. °2 Es
aconsejable que realicen ejercicios de resistencia al 60-80% del trabajo o frecuencia
cardiaca maximos limitado por sintomas o hasta una sensacion de disnea o fatiga de 4
a 6 (moderada-grave) segun la escala de Borg. !

Aumentar la fuerza de los musculos inspiratorios con el entrenamiento no ha
demostrado mejorar el rendimiento, reducir la disnea o mejorar la calidad de vida de
estos pacientes cuando se afiade a un programa integral de rehabilitacion pulmonar. %

54
Nutricion
La desnutricion influye sobre el aparato respiratorio afectando a la musculatura

respiratoria, el parénquima pulmonary el sistema inmunitario.

Los pacientes con EPOC evolucionan peor si tienen un IMC bajo y una masa libre de grasa
baja. > En pacientes desnutridos con EPOC la suplementacién nutricional ha
demostrado mejoras significativas tanto en el test de marcha de 6 minutos, como en la
fuerza de los musculos respiratorios y en general en su calidad de vida. >®
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2.9. Mitoquinas

La disfuncion mitocondrial desempefia un papel central tanto en los aspectos
morfoldgicos como fisiopatoldgicos de la EPOC a nivel broncopulmonar, muscular e
inmunoldgico 78, El concepto “disfuncion mitocondrial” abarca la generacion excesiva
de ROS mitocondriales —que agrava el estrés oxidativo procedente del humo del tabaco-
, los trastornos en la generacidn de ATP con acumulo de metabolitos del ciclo de Krebs
o la pérdida del potencial de membrana mitocondrial que propicia la salida al citosol de
componentes mitocondriales (mtDNA, ATP, citocromo c, etc) que actian como DAMPs
(“damage associated molecular patterns”) y motivan la activacién de la inmunidad
innata y, por tanto, la inflamacion.

En situaciones de estrés celular el nicleo celular envia sefales a las mitocondrias para
que modifiquen su funcién y se adapten al cambio (sefializacién anterégrada del nucleo
a las mitocondrias). En cambio, si el estrés se encuentra en las propias mitocondrias (por
ejemplo un exceso de produccién de ROS o proteinas intramitocondriales mal plegadas)
estas mandan sefales al nucleo para que modifique la produccion de proteinas
encargadas de prevenir/corregir el dafio mitocondrial producido, como son las
chaperonas, antioxidantes o enzimas proteoliticas (sefializacion retrégrada auténoma
o intracelular) >

Existe una seiializacion retrégrada no auténoma o extracelular mediada por péptidos
generados por mitocondrias, que influyen sobre la propia célula y tienen también
efectos a distancia. Desde los trabajos del grupo Dillin %% 1 estos péptidos que
transmiten sefiales desde los tejidos con mitocondrias “estresadas” a todo el organismo
se denominan mitoquinas. La secrecion de estas hormonas esta elevada cuando existe
estrés mitocondrial 2.

Existen al menos dos tipos de mitoquinas:

e Mitoquinas primarias codificadas en el DNA mitocondria (mtDNA). Hasta el
momento se conocen la Humanina (HN), la MOTS-c (“Mitochondrial ORF of the
Twelve S-c”), y seis péptidos pequefios similares a la Humanina (SHLPs 1-6). No
esta aclarado el mecanismo que provoca su sintesis y liberacién, aunque
posiblemente esté relacionado con una activacion ribosomal 3.

e Mitoquinas secundarias codificadas en el DNA del ntcleo (nDNA) cuya secrecion
esta regulada a través de sefales de activacion procedentes de las mitocondrias
“estresadas” 3. Dentro de estas, se han identificado el factor de crecimiento
fibroblastico 21 (FGF21), el factor de crecimiento y desarrollo 15 (GDF15), la
folistatina y la intermedina.

Humanina: Es un péptido de 21 aa (sintesis mitocondrial) o 24 aa (sintesis citosdlica) con
multiples funciones citoprotectoras frente al dafio mitocondrial (aumenta la sintesis de
antioxidantes y de chaperonas para proteinas mal plegadas), antiinflamatorias (baja las
citoquinas inflamatorias y sube las citoquinas antiinflamatorias) y antiapoptodticas
(bloquea factores apoptéticos como Bak e IGFBP3) en todos los tejidos en los que se ha
estudiado (sistema nervioso, higado, corazén, pared vascular, musculo esquelético,
epitelio pigmentario de la retina, génadas etc) ® © 66 También tiene efectos
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metabdlicos beneficiosos (disminuye la resistencia la insulina a nivel central, protege a

la célula beta del pancreas del estrés oxidativo y tiene un feedback negativo con IGF1)
67, 68

MOTS-c: Péptido de 16 aa codificado en el mtDNA vy sintetizado exclusivamente en los
ribosomas citosélicos. Tiene efectos antioxidantes y metabdlicos similares a la
Humanina 99

Por otra parte, aumenta la resistencia frente a determinadas infecciones ’° y disminuye
la resorcidn dsea, por lo que puede tener efectos antiosteopordéticos 2.

GDF15: Los niveles elevados de GDF15 estdn relacionados con la caquexia del cancer y
con otras situaciones como la EPOC 7% 73, Esta emergiendo como una de las proteinas
con mayor potencial de biomarcador de la agudizacion de la EPOC. Todavia no se
conocen los receptores y vias a través de los cuales GDF15 ejerce sus efectos en las
células pulmonares.

FGF21: Es una hormona que aumenta en situaciones de ayuno estimulando la
cetogénesis y la beta oxidacién de los acidos grasos. 74 Este péptido se secreta
principalmente por el higado y en menor proporcion por el pancreas, el musculo y el
tejido adiposo. En el musculo esquelético la liberacion de FGF-21 depende del ayuno,
estrés del reticulo endopldsmico, disfuncién mitocondrial, obesidad, miopatias
mitocondriales y del envejecimiento ’>. Esta hormona ha sido propuesta como
biomarcador sérico de trastornos mitocondriales especificos del musculo 6. Ademas,
se considera un agente terapéutico prometedor para la diabetes tipo 2 y la obesidad. En
un estudio reciente en ratones, se observo que al inducir una sobreexpresiéon de FGF21
en el higado de ratones alimentados con dieta grasa, disminuia el peso corporal, la
adiposidad, la enfermedad hepatica no alcohdlica y la resistencia a la insulina. 77

Segln evoluciona la EPOC, los niveles en sangre de las mitoquinas probablemente se
modifiquen como expresion de un mayor deterioro de la funcidon de las mitocondrias.

3. HIPOTESIS

La EPOC produce una alteracion en las mitoquinas que se agrava durante las
agudizaciones.

4. OBIJETIVOS

1. Describir los niveles de las mitoquinas en un grupo control, un grupo de
pacientes con EPOC con distintos grados de obstruccién bronquial y en pacientes
con EPOC durante una agudizacidn respiratoria.

2. Valorar las diferencias en las mitoquinas entre los distintos grupos incluidos en
el estudio (controles vs. EPOC, EPOC con distintos grados de obstruccion

bronquial y EPOC estables vs. EPOC agudizados).

3. Estudiar la correlacidon de las distintas mitoquinas con variables clinicas de la
EPOC, (FEV1, FVC, cociente FEV1/FVC, distancia recorrida en el test de marcha
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de 6 minutos, FFMI, calidad de vida estimada por CAT, nimero de agudizaciones
y de ingresos por EPQC).

4. Valorar las diferencias entre pacientes con EPOC con distintas caracteristicas
clinicas categorizados por grado de obstruccion y por grupo clinico GOLD.

5. Establecer la utilidad diagndstica de las mitoquinas mediante Curvas Operativas
de Receptor (curva ROC).

5. METODOLOGIA

Estudio transversal llevado a cabo entre Octubre de 2018 y Diciembre de 2020 en el
Hospital Universitario Marqués de Valdecilla en Santander tras obtener la aprobacion
del Comité Etico de Investigaciéon de Cantabria (CEIC) y el consentimiento informado y
por escrito de todos los participantes.

5.1. Diseiio del estudio

Con el fin de alcanzar los objetivos anteriormente comentados, se ha optado por un
disefio de estudio transversal. Este tipo de estudio sirve para evaluar la posible
asociacion entre datos clinicos y analiticos de los pacientes de la muestra.

Los participantes del estudio son pacientes con EPOC diagnosticado segun criterios
GesEPOC mayores de 40 afios reclutados a través de las consultas externas de EPOC de
Neumologia y del servicio de Urgencias del HUMV previo consentimiento informado
escrito.

Por su parte, los controles son voluntarios emparejados por edad y sexo con EPOC
descartada mediante espirometria. Estos participantes se seleccionaron desde la
consulta de deshabituacidn tabaquica, tanto de especializada como de la consulta de
deshabituacién tabaquica de primaria (UDESTA).

5.2. Seleccion de pacientes

Los pacientes que han participado en el estudio estan diagnosticados de EPOC, son
mayores de 40 afios, tienen antecedentes de tabaquismo y un cociente FEV1/FVC < 0,7
tras test broncodilatador en una espirometria. El seguimiento de estos pacientes y el
analisis de las muestras de sangre extraidas durante la investigacion fue llevado a cabo
por dos facultativos especialistas del HUMV.

Criterios de exclusion:

e Pacientes con insuficiencia renal

e Pacientes sometidos a rehabilitacion pulmonar durante al menos 6 meses antes
de entrar en el estudio

e Pacientes con otras enfermedades o que reciban tratamiento con farmacos que
puedan alterar los parametros estudiados (enfermedades tumorales activas,
sepsis o situaciones criticas de otro origen).
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El total de participantes ha sido 166. De estos, 40 son controles y 126 pacientes con
EPOC (Figura 2). Dentro de los 126 pacientes, a 95 se le extrajeron las muestras de
sangre durante la fase estable de su enfermedad y a 31 de ellos durante una
agudizacién. Consideramos que los pacientes estaban agudizados cuando acudian al
Servicio de Urgencias del HUMV con un empeoramiento de los sintomas respiratorios
que requeria la modificacion del tratamiento habitual afiadiendo antibioterapia y/o
corticoterapia sistémica.

166 Participantes

126 EPOC 40 Controles
95 durante fase estable 31 durante agudizacién
de la EPOC dela EPOC

Figura 2. Diagrama de flujo de pacientes seleccionados.

Asimismo, los pacientes incluidos en el estudio fueron subdivididos en distintos grupos
clinicos en funcidn de variables dicotémicas segun criterios de las guias GOLD. !

e Pacientes con CAT mayor o igual a 10 se consideraran sintomaticos

e Pacientes con un grado de disnea de la mMRC de 2 o mas se consideraran
disneicos.

e Pacientes con 2 o0 mads agudizaciones en el afo previo o con un ingreso en el afio
previo se consideraran agudizadores.

5.3.

Recogida de datos

Las variables clinicas obtenidas de los pacientes incluidos en el estudio son las

siguientes:

e Edad

e Sexo (hombre/mujer)

e Habito tabaquico (Fuma SI/NO) (IPA)

o Variables de control clinico de la EPOC

Puntuacidn en el cuestionario CAT

Grado de disnea de la mMRC

Numero de agudizaciones en el afio previo
Numero de ingresos en el afio previo.

e Variables antropométricas:

Talla (cm)
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- Peso (kg)
- IMC (kg/m?)
- IMM (kg/m?) (determinado por bioimpedanciometria).
e Funcién pulmonar:
- Espirometria donde se valorard la FEV1, FVCy FEV1/FVC previa y posterior a
la prueba de broncodilatacion (en valores absolutos en mly %)
- T6MM con distancia caminada en metros.

Después de aceptar participar en el estudio se obtuvo una muestra de sangre que se
almacend en el Biobanco del IDIVAL a -80°C y se recogieron en la primera visita las
variables clinicas, la espirometria, laimpedanciometria y el test de marcha de 6 minutos.

Métodos:

La espirometria se ha medido siguiendo las guias de la American Thoracic
Society/European Respiratory Society (ATS/ERS) en todos los participantes. 78

La composicion corporal se estimé mediante impedanciometria (OMROM BF511,
Omrom, Japan)

El indice de Masa Magra se calculé mediante el cociente entre la Masa magra (peso —
peso de la grasa estimada mediante impedanciémetro) y el cuadrado de la altura.

El test de marcha de 6 minutos se realizd segun el protocolo de la American Thoracic
Society 7°: se pidid a los participantes que caminasen durante 6 minutos a lo largo de un
pasillo recto de 30 metros sin parar. Se recogio la SatO2 al inicio y al final de la prueba,
la distancia recorrida en metros y el grado de disnea al final del trayecto medido por la
escala de Borg.

5.4. Determinaciones analiticas

Coincidiendo con la consulta asistencial del paciente se les realizd la extraccion analitica
en condiciones estandarizadas entre las 08.00 y 12.00 de la mafiana. A los pacientes se
les extrajo 14 ml de sangre en tubo sin anticoagulante para la obtencion de suero para
la realizacidn de las determinaciones especificas en estos pacientes. Todas las muestras
fueron mantenidas antes, durante y tras la extraccidn, a una temperatura de 0-122°C.
Todas las muestras se procesaron antes de que transcurriera una hora desde la
extraccion. Los tubos para la obtencion de suero se dejaron coagular durante 20-30
minutos y posteriormente se centrifugaron a 2000 g. a temperatura ambiente. El suero
que se iba a utilizar para la realizacion de las determinaciones de parametros
hormonales especificos se repartid en criotubos debidamente identificados y se congeld
a —402C a -602C hasta su posterior procesamiento.

Los parametros especificos del estudio (Humanina, MOTS-s, FGF-21 y GDF-15) fueron
analizados mediante inmunoensayo especifico con la utilizaciéon de anticuerpos
especificos contra los parametros analizados. Estas técnicas tienen alta sensibilidad y
especificidad. A continuacidon detallamos los inmunoensayos especificos utilizados para
cada una de ellas:
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e Humanina: Inmunoensayo especifico tipo sandwich con un kit comercial de
Cusabio (Human Putative Humanin Peptide MT-RNR2 ELISA kit, Cusabio Biotech
CO, Houston, TX). Sensibilidad <7 pg/ml; Especificidad: no existe reaccion
cruzada significativa con andlogos. Precisidn intra e interensayo fue <8 y <10%
respectivamente.

e MOTS-c: Inmunoensayo de tipo competitivo con un kit comercial de Cloud-Clone
Corp. (Mitochondrial Open Reading Frame of the 12S rRNA-c (MOTS-c kit,
CEX132Hu, Katy, TX). Sensibilidad <0,96 ng/ml; Especificidad: no existe reaccion
cruzada significativa con analogos. Precisidn intra e interensayo fue <10y <12%
respectivamente.

e FGF-21: Inmunoensayo especifico tipo sandwich con un kit comercial de
RayBiotech (RayBio® Human FGF-21 ELISA kit, ELH-FGF21, RayBiotech, Norcross,
GA. Sensibilidad 8 pg/ml; Especificidad: no existe reaccién cruzada significativa
con los siguientes compuestos: Human ADAM 12y 8, B7-H3, BMPR-IB, Cadherins
13 y 4, CDs 155, 229, 48, 58, 84 y 99, CEACAM-5, CFXIV, Cystatins A, By E/M,
Desmoglein2, DR3, ErbB4, ESAM, Galectin 2 y 9, ICOS, JAM A y B, Kallicrein 5,
Mickine, Pentraxion 3, Pref-1, Siglec-10, SLAM, SP-D, Syndecan-4, Testican-2,
TIM-3, TLR4, TRAIL y ULBP-1andlogos. Precision intra e interensayo fue <10 y
<12% respectivamente.

e GDF-15: Inmunoensayo especifico tipo sandwich con un kit comercial de
ThermoFisher Scientific (ThermoFisher Scientific Huamn GDF-15 ELISA Kit
EHGDF15, Carlsbad, CA). Sensibilidad 2 pg/ml; Especificidad: no existe reaccién
cruzada significativa con: Human Angiogenin, BDNF, BLC, CNTF, ENA-78, FGFs 4,
6y 7, Interleuquins 1alfa, 1beta, 2, 3,4,5,6, 7, 8,9, 11, 12 p70, 12p40, 13 y 15,
1309, IP-10, G-CSF, GDNF, GM-CSF, IF-gamma, IGFBPs 2,3 y 4, Leptin (OB), MCP-
1, 2y 3, MDC, MIF, MIG, MIPs 1lalfa, 1beta, 1delta, PARC, PDGF, RANTES, SCF,
SDF-1alfa, TARC, TGF-beta, TIMP 1 y 2, TNF-alfa y beta, TPO y VEGF. Precisién
intra e interensayo fue <10y <12% respectivamente.

En todos los ensayos se incluyeron simultdaneamente muestras de todos los grupos
analizados para evitar las variaciones interensayo.

5.5. Analisis estadistico de los datos

Los datos se presentan como media + desviacion estandar para datos con distribucion
normal o mediana (rango intercuartilico) para datos no paramétricos.

Las correlaciones entre las distintas variables se estimaran mediante el coeficiente de
correlacién de Spearman rank (rs).

Las diferencias se consideraran significativas si presentan una p<0.05.

Con el fin de evaluar la posible utilidad diagndstica de la determinacion de los niveles de
mitoquinas se ha empleado la Curva Operativa de Receptor (Curva COR) donde se
representa graficamente la sensibilidad frente a la especificidad de la prueba. Sirve para
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elegir entre dos o mas pruebas diagndsticas distintas comparando el area bajo la curva
(AUC) de estas. EI AUC abarca valores desde 0,5 a 1, donde 1 es el valor diagndstico
perfecto y 0,5 indica que no existe discriminacion diagndstica.

Para el analisis estadistico se utilizd la versién 25.00 del programa estadistico SPSS
Software (IBM) para PC.

6. RESULTADOS

6.1. Caracteristicas clinicas de los pacientes incluidos en el estudio.

Las caracteristicas demograficas y clinicas se muestran en la Tabla 3. Participaron en
total 166 sujetos. Estos fueron subdivididos en pacientes con EPOC estable, pacientes
agudizados y controles. Las principales caracteristicas fueron: edad 66 (62-70) en el
grupo EPOC estable, 70 (61,75-74,25) en los agudizados y 65 (62-67,75) en el grupo
control, 59% varones con obstruccion moderada (FEV1 54,42+21,24% en los pacientes
con EPOC estable y FEV1 51,26+17,83% en los paciente con EPOC agudizados), indice de
masa libre de grasa de 18,22 (15,63-20,37) kg/m? en el grupo de EPOC estable, 18,39
(17,45-23,64) kg/m? en el grupo de agudizados y 19,99 (17,03-21,37) kg/m? en los
controles y con una distancia recorrida en el test de marcha de 6 minutos de 445 (360-
500) m en EPOC estable, 430 (350-485) m en agudizados y 540 (450-577) m en controles.

Al comparar la distribucidn de las variables a estudio en el grupo EPOC estable con el
grupo control se han encontrado diferencias estadisticamente significativas en: la FVC
medida en mililitros y como porcentaje (p=0,001), FEV1 medido en mililitros y como
porcentaje (p<0,001), en el cociente FEV1/FVC (p<0,001), en el CAT (p<0,001), FFMI
(kg/m2) (p=0,018) y en el TEMM en metros (p<0,001). Sin embargo, estas variables no
han mostrado diferencias significativas en su distribucién en el grupo de EPOC estable y
en agudizados.

6.2. Descripcion de los niveles de mitoquinas en los grupos del estudio

Las diferencias en los niveles de las distintas mitoquinas en pacientes con EPOC estable,
agudizados y en los contrales se puede observar en la Tabla 3. Al comparar el grupo de
pacientes con EPOC estable y el grupo de agudizados existen diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de mitoquinas en ambos grupos. Los
niveles de FGF-21 (pg/ml), Humanina (pg/ml) y MOTS-c (ng/ml) son menores en los
pacientes agudizados que en los EPOC estable: p=0,01 para FGF-21, p=0,002 para
Humanina y p<0,001 para MOTS-c. Por su parte, los niveles de GDF-15 (pg/ml) se
encuentran elevados en los pacientes agudizados en comparacién con los EPOC estable
(p<0,001).

Sin embargo, al comparar el grupo de pacientes con EPOC estable con los controles no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas para ninguna de las
mitoquinas estudiadas.
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Tabla 3: Caracteristicas de los grupos del estudio.

VARIABLE ::c;g Ag‘:ii;ald” ZS(tEaFI’J(I)e(; Vs. C:::g ! Cs(E roe
Agudizados) Controles)
Edad 66 (62-70) 70 (61,75-74,25) 0,098 65 (62-67,75) 0,262
Sexo Vardn n(%) 52 (54%) 18 (58%) 0,263 28 (70%) 0,127
FGF-21 (pg/ml) 317,10 (152,70-549,23) 159,90 (100,50-284,70) 0,01 242,10 (136,50-426,30) 0,400
GDF-15 (pg/ml) 1101 (896,50-1617) 2081 (1104-3341) <0,001 1126 (736,50-1662) 0,402
MOTS-c (ng/ml) 828,60 (655,75-999,40) 530 (452-654) <0,001 745,30 (603,50-897) 0,255
Humanina (pg/ml) 495 (305,25-734) 344 (204,50-420) 0,002 362 (299,25-653) 0,412
FVC (ml) 2570 (2070-3390) 2920 (2240-3700) 0,237 3320 (2790-4040) 0,001
FVC (%) 84,35+20,37 92,30+23,25 0,105 101,18+19,85 0,001
FEV1 (ml) 1270 (830-1760) 1190 (960-1610) 0,794 2610 (2057-3190) <0,001
FEV1 (%) 54,42+21,24 51,26+17,83 0,511 98,68+19,47 <0,001
FEV1/FVC 0,4942 (0,401-0,5192) 0,4075 (0,4286-0,4351) 0,065 0,7861 (0,7375-0,7896  <0,001
CAT 13 (8-19) 12 (6,50-18,50) 0,808 3(1-5) <0,001
IMC (Kg/m2) 27,1245,15 27,75+5,34 0,603 27,63+4,75 0,553
FFMI (Kg/m2) 18,22 (15,63-20,37) 18,39 (17,45-23,64) 0,167 19,99 (17,03 -21,37) 0,018
T6MM (m) 445 (360-500) 430 (350-485) 0,678 540 (450-577) <0,001
GOLD A/B/C/D n(%) 29/27/8/31 2/11/3/15 0,057 - -
GOLD I/II/II/IV n(%) 13/44/25/13 1/15/13/2 0,155 - -
2 agudizaciones o 33 (34,7%) 8 (25%) 0,077 - -
mas en el afio
previo n(%)
lingresoomasen 21 (22,1%) 6 (19%) 0,073 - -

el afio previo n(%)

Los datos cuantitativos se expresan como media * desviacidn estandar o mediana (rango intercuartilico) segun la distribucién

de la variable.

EPOC= Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crdénica; FGF-21= Factor de crecimiento fibroblastico 21; GDF-15= Factor de
crecimiento y desarrollo 15; MOTS-c= Mitochondrial ORF of the Twelve S-c.; FVC= Capacidad Vital Forzada; FEV1= Volumen
espiratorio forzado en el primer segundo; CAT= COPD Assessment Test; IMC= indice de masa corporal; FFMI= indice de masa
corporal libre de grasa; T6MM-= Test de marcha de 6 minutos; GOLD= Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease
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6.3. Correlacion de los niveles de las mitoquinas con distintas variables clinicas
de la EPOC

La Tabla 4. muestra la correlacion entre las distintas mitoquinas, donde destaca la
correlacién negativa entre los niveles de MOTS-c y GDF-15 entre si (r=-0,232 p= 0,044).

En la Tabla 5 se describen las correlaciones de las mitoquinas con distintas variables
clinicas de la EPOC. Las mas relevantes son la correlacién entre los niveles de FGF-21y
la puntuacién en el CAT (r= -0,240 p= 0,031), entre los niveles de FGF-21 y el FEV1
expresado en porcentaje (r= 0,246 p= 0,021) y entre los niveles de FGF-21 y el FEV1 en
mililitros (r= 0,253 p=0,017).

Por su parte, los niveles de GDF-15 han mostrado correlacionarse con los metros
andados en el test de marcha de 6 minutos (r=-0,363 p= 0,001) y con la edad (r=0,464
p=0,000). En el caso de MOTS-c y Humanina no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas con ninguna de las variables estudiadas.

Tabla 4: Correlacion entre las Mitoquinas.

FGF-21 (pg/ml) GDF-15 (pg/ml) MOTS-c (ng/ml) Humanina (pg/ml)

r p r p r P r P
FGF-21 1 . 0,152 0,156 0,057 0,634 0,570 0,668
(pg/ml)
GDF-15 0,152 0,156 1 . 0,232 0,044 0,045 0,730
(pg/ml)
MOTSC 0057 0634 -0232 0,084 1 : 0,180 0,215
(ng/ml)
Humanina 605, 0067 0045 0730 0180 0215 1
(pg/ml)

FGF-21= Factor de crecimiento fibroblastico 21, GDF-15= Factor de crecimiento y desarrollo 15, MOTS-
c= Mitochondrial ORF of the Twelve S-c.

Tabla 5: Correlacion entre las mitoquinas y caracteristicas clinicas de los EPOC.

CAT score T6MM Edad FEV1 (%) FEV1 (ml)

r p r o] r p r p r p
FGF-21 -0,240 0,031 - - - - 0,246 0,021 0,253 0,017
(pg/ml)
GDF-15 - - 0,363 0,001 0,464 0,000 - - - -
(pg/ml)

CAT= COPD Assessment Test; T6MM= Test de marcha de 6 minutos; FEV1= Volumen espiratorio
forzado en el primer segundo; FGF-21= Factor de crecimiento fibroblastico 21; GDF-15= Factor de
crecimiento y desarrollo 15.
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6.4. Diferencias entre pacientes con EPOC con distintas caracteristicas clinicas
categorizados por grado de obstruccién y por grupo clinico GOLD.
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Figura 3. FGF-21 (pg/ml) en pacientes con agudizacién por EPOC comparado con los distintos grupos
de obstruccion GOLD y un grupo de fumadores sanos.

La Figura 3. representa la distribucidn de los niveles de FGF-21 (pg/ml) en pacientes con
agudizacién por EPOC comparado con grupos de obstruccién GOLD y con un grupo
control de fumadores sanos. La mediana en los agudizados se encuentra en 159,90
pg/mlsimilar ala del grupo GOLD 4 (156,15 pg/ml). Por su parte, en pacientes con menor
obstruccion (GOLD 1, 2 y 3) y en el grupo control, la mediana de los valores de FGF-21
es mayor 387 pg/ml; 228,9 pg/ml; 277,950 pg/mly 242 pg/ml respectivamente.

Los niveles de FGF-21 son menores en los agudizados que en los EPOC estable con una
obstrucciéon GOLD 1, 2 y 3, similares a los niveles de los GOLD 4 y menores que en los
controles.
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Figura 4. GDF-15 (pg/ml) en pacientes con agudizacién por EPOC comparado con los distintos grupos
de obstruccion GOLD y un grupo de fumadores sanos.
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En la Figura 4. se puede ver la distribucion de los niveles de GDF-15(pg/ml) en pacientes
con agudizacion por EPOC comparado con grupos de obstruccion GOLD y con un grupo
control de fumadores sanos. En los agudizados la mediana de los niveles de esta
mitoquina es de 2081 pg/ml estando el 50% de la muestra entre los 1104 pg/m y los
3341 pg/ml. Los niveles de las medianas del resto de grupos son menores: 1297 pg/ml
en los GOLD 1, 1101 pg/ml en los Gold 2, 1086 pg/ml en los GOLD 3, 1262 pg/ml en los
GOLD 4y 1126 pg/ml en los controles. Una vez mas, los grupos que mas se asemejan en
cuanto a la distribucion de los niveles de la mitoquina son los pacientes agudizados y los
GOLD 4.

En los pacientes agudizados los niveles de GDF-15 son mas elevados que en los pacientes
con EPOC estable y que en los controles.
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Figura 5. MOTS-c (ng/ml) en pacientes con agudizacién por EPOC comparado con los distintos grupos
de obstruccién GOLD y un grupo de fumadores sanos.

La distribucién de los niveles de MOTS-c (ng/ml) en pacientes con agudizacion por EPOC
comparado con grupos de obstruccion GOLD y con un grupo control de fumadores sanos
se muestra en la Figura 5. La mediana de los niveles de MOTS-c en los pacientes
agudizados estd en 530 ng/ml. El 50% de los pacientes agudizados tiene valores de
MOTS-c de 452 ng/ml a 654 ng/ml. En el 50% de los pacientes con EPOC estable GOLD 1
los niveles van desde 573,2 ng/ml a 895,5 ng/ml, en los GOLD 2 de 556 ng/ml a 1016,4
ng/ml, en los GOLD 3 de 585,5 ng/ml a 937,8 ng/mly en los GOLD 4 van de 448 ng/ml
hasta 848 ng/ml. En los controles la distribucién de los niveles de MOTS-c fue de 745,3
(603,5-897) ng/ml.

Como se puede observar, los niveles de MOTS-c parecen estar disminuidos en los
pacientes agudizados en comparacion con el resto de grupos del estudio.
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Figura 6. Humanina (pg/ml) en pacientes con agudizacién por EPOC comparado con los distintos
grupos de obstruccion GOLD y un grupo de fumadores sanos.

Como muestra la Figura 6. el 50% de los agudizados tienen niveles de Humanina entre
204,5 pg/ml y 420 pg/ml siendo la mediana 344 pg/ml. Sin embargo, los niveles de
Humanina del grupo de EPOC GOLD 1, 2 y 3 varian alrededor de cifras mas elevadas:
272,5-723 pg/ml; 291,5-582 pg/ml y 273,25-688 pg/ml respectivamente. En el 50% de
los pacientes GOLD 4 los niveles de Humanina van de 322,5 pg/ml a 529,6 pg/ml. En lo
que se refiere a los controles, los niveles de Humanina se mueven entre 299,2 pg/mly
653 pg/ml.

Los niveles de esta mitoquina son menores en los pacientes agudizados en comparacion
con los pacientes EPOC con obstruccion GOLD 1, 2, 3y 4 y en comparacién con el grupo
control. No obstante, la distribucién de los niveles de Humanina en los agudizados y en
los GOLD 4 guardan cierta similitud. Esto mismo sucedia al comparar la distribucién de
los niveles de FGF-21 y GDF-15.

6.5. Utilidad diagnéstica de las mitoquinas.

Se valoraron las areas bajo la curva de las distintas mitoquinas para establecer el
diagndstico de agudizacidn por EPOC. En la Figura 7. se presentan las distintas curvas
COR. En ella se puede ver cémo los niveles de FGF-21 y Humanina estan en la linea de
no-discriminacion o diagonal, lo que significa que la estimacién seria aleatoria y, por
tanto, no son pruebas utiles para el diagndstico de una agudizacion de la EPOC. Sin
embargo, en la Tabla 7. donde se muestran los valores de las areas bajo la curva (AUC)
de las distintas mitoquinas destaca un area para GDF-15 (pg/ml) de 0,707. Esto significa
que, estando los niveles de GDF-15 (pg/ml) elevados, existe un 70,7% de probabilidad
de que el diagndstico realizado a un paciente agudizado sea mas correcto que el de una
persona no agudizada escogida al azar.

Se considera que el valor de la variable que marca diagndstico es mayor en enfermos
qgue en sanos. Si invertimos la positividad de la prueba considerando diagndsticos los
niveles bajos de mitoquinas, encontramos que MOTS-c (ng/ml) tendria un area bajo la
curva de 0,806. Existe, por tanto, un 80,6% de probabilidad de que estén mas bajos los
niveles de MOTS-c (ng/ml) en los pacientes agudizados que en personas sanas escogidas
al azar.
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Tabla 7: Area bajo la curva de las distintas mitoquinas para establecer el diagnéstico de agudizacién
por EPOC.

Variable de resultado de prueba Area
FGF-21 (pg/ml) 0,393

GDF-15 (pg/ml) 0,707
MOTS-c (ng/ml) 0,194
Humanina (pg/ml) 0,315

Las variables de resultado de prueba: FGF-21 (pg/ml), MOTS-c (ng/ml) tienen, como minimo, un empate
entre el grupo de estado real positivo y el grupo de estado real negativo. Las estadisticas podrian estar
sesgadas.

EPOC= Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crdonica; FGF-21= Factor de crecimiento fibroblastico 21; GDF-
15= Factor de crecimiento y desarrollo 15; MOTS-c= Mitochondrial ORF of the Twelve S-c
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7. DISCUSION

7.1.  Principales hallazgos

Durante el estudio evidenciamos que los niveles de las distintas mitoquinas estaban
alterados en los pacientes agudizados con respecto a los pacientes con EPOC estable. En
el caso de FGF-21 (pg/ml), Humanina (pg/ml) y MOTS-c (ng/ml) los niveles eran menores
en los pacientes agudizados y en el caso de GDF-15 (pg/ml) los niveles estaban mas
elevados en los pacientes agudizados. No obstante, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de las mitoquinas estudiadas al comprar
los pacientes EPOC con los controles.

Al estudiar las correlaciones entre las mitoquinas y entre estas y distintas variables
clinicas se vio que existia una correlacién negativa entre los niveles de MOTS-c (ng/ml)
y GDF-15 (pg/ml). Asimismo, los niveles de FGF-21 (pg/ml) correlacionaban
negativamente con la puntuacion en el CAT, y positivamente con el FEV1 medido tanto
en porcentaje como en mililitros. Por su parte, GDF-15 (pg/ml) mostré una correlacion
negativa con el test de marcha de 6 minutos y positiva con la edad.

Por ultimo, hemos objetivado la potencial utilidad diagndstica de los niveles de GDF-15
(pg/ml) y de MOTS-c (ng/ml) para diagnosticar una agudizacion de la EPOC.

7.2. Comparacion con otros estudios

Los mecanismos subyacentes a los efectos de estas mitoquinas en la via aérea aun no
son completamente entendidos. Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que
investiga la posible relacion entre los niveles de Humanina y la EPOC.

En el articulo de Rutten et al & se exponian varias vias de sefializacién involucradas en
el envejecimiento de los pacientes con EPOC. Observaron que los niveles de klotho
soluble (enzima que activa ciertos factores del crecimiento de fibroblastos como FGF-
21) estaban significativamente disminuidos en los pacientes con EPOC en comparacion
con los controles de fumadores o no fumadores. Esta enzima, tiene dos subunidades: a-
klotho y b-klotho que desencadenan distintas funciones fisioldgicas cuando se unen a
sus correceptores FGF-23 y FGF-21. La deficiencia de klotho no proporcionaria
suficientes lugares de unidon para FGF-23 y FGF-21 y no podrian llevarse a cabo sus
funciones fisioldgicas. En este articulo se sugeria que los niveles elevados de FGF-21 o
FGF-23 podrian estar involucrados en los mecanismos del proceso de envejecimiento
relacionado con la EPOC. En nuestro estudio los niveles de FGF-21 no han mostrado
diferencias al comparar el grupo de pacientes EPOC estable con el grupo control. Sin
embargo, si se ha podido evidenciar que los niveles de esta mitoquina se encontraban
disminuidos en los pacientes agudizados respecto a los pacientes con EPOC estable.

En lo referente a MOTS-c, en un estudio reciente se ha visto que los niveles de esta
mitoquina eran significativamente mas bajos en pacientes con apnea obstructiva del
suefio en comparacion con los controles sanos (p<0,000) y estos niveles disminuian a
medida que aumentaba la gravedad de la apnea obstructiva del suefio. 8 También en
este estudio, se encontrd una correlacion negativa entre los niveles séricos de MOTS-C
y el IMC (r=-0,382 p<0,001) que en nuestro estudio no se ha podido observar.
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La relacion entre la EPOC y los niveles de GDF15 es la mas estudiada hasta la fecha. A
pesar de no estar completamente claras las vias reguladoras de la produccién de GDF15,
su expresion esta influenciada por caracteristicas que se presentan en la EPOC, como la
hipoxia, el estrés oxidativo intracelular y el aumento de citosinas inflamatorias. &

Los niveles séricos elevados de GDF15 ya han mostrado correlacionar con las
exacerbaciones y disminucién de la funcién pulmonar en la EPOC en otros estudios. &
Los resultados que hemos obtenido se corresponden con estos hallazgos. Ademas,
hemos observado que los niveles de esta mitoquina correlacionan negativamente con
el T6BMM y positivamente con la edad. Recientemente se ha publicado un estudio que
evidencia otras correlaciones negativas de GDF15 sérico como con el ejercicio y la
versidon japonesa del Test de Evaluacion Cognitiva de Montreal. En este estudio se
demostré que los niveles altos de GDF15 en suero se relacionaban con un estilo de vida
sedentario y con riesgo cognitivo. 8

Se ha visto que en ratones transgénicos que expresan GDF15 humano la infeccién por
rinovirus humano conduce a un aumento de la inflamacion pulmonar como
consecuencia de GDF15. El humo de tabaco aumenta en humanos la expresidon de esta
mitoquina haciendo que los pacientes con EPOC estén mas predispuestos a
desencadenar una inflamacién pulmonar mayor ante el contagio por rinovirus y
desarrollar una exacerbacidon de su enfermedad. Estos hallazgos podrian justificar que
los niveles de GDF15 se encuentren mds elevados en los pacientes agudizados que en
los estables. &

Existe al menos un estudio donde concluyen que GDF15 es un nuevo biomarcador
predictor de la agudizacién de la EPOC 8. En él, los pacientes agudizados tuvieron
mayores concentraciones de GDF-15 que los pacientes con EPOC estable y que los
controles. Nuestros resultados van en consonancia con los de este estudio. En la curva

COR GDF-15 alcanzé un drea bajo la curva de 0,78, similar a la de nuestro estudio (0,707).
86

7.3. Fortalezas y limitaciones

La principal fortaleza del estudio es que fue disefiado especificamente para pacientes
con EPOC y se han medido los niveles en sangre de las mitoquinas tanto en pacientes
con EPOC estable como en pacientes agudizados y en un grupo de controles sanos.
Ademads, hemos recogido variables del control clinico de la EPOC, de la funcion pulmonar
y variables antropométricas que podrian influir en los niveles de las mitoquinas.

Nuestro estudio tiene limitaciones. En primer lugar, es un estudio en un unico centro,
esto podria conducir a resultados no extrapolables en otros entornos, dependiendo de
la raza/factores étnicos, estado nutricional o composicidn corporal. Si bien el tamafio
muestral es aceptable para el cometido de este trabajo, es necesario un estudio
multicéntrico con un mayor numero de pacientes para confirmar los resultados
obtenidos.

Ademas, no se ha tenido en cuenta la posible influencia de los tratamiento que hayan
podido recibir los pacientes agudizados antes de la extraccidon de las muestras. Las

25



mitoquinas intervienen en diversos procesos inflamatorios y en nuestro estudio no se
ha considerado la coexistencia de otras enfermedades con mecanismos inflamatorios
como las enfermedades inflamatorias intestinales o enfermedades autoinmunes. Por
ultimo, se ha visto que algunas de las mitoquinas estan intimamente relacionadas con
la resistencia a la insulina, por lo que la diabetes podria haber actuado como factor de
confusion.

8. CONCLUSION

En conclusidn, los niveles séricos de las mitoquinas FGF-21, GDF15, MOTS-c y Humanina
se encuentran alterados durante las agudizaciones de la EPOC. Asimismo, se ha
demostrado que existe una correlacidon entre los niveles de dos de ellas (FGF-21 y
GDF15) con algunas variables clinicas de la EPOC. Si bien hemos observado que la
utilidad de la determinacion de GDF-15 y MOTS-c para establecer el diagndéstico de una
agudizacioén de la EPOC es prometedora, son necesarios mas estudios para evaluar la
universalidad de estos resultados.
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