UC

UNIVERSIDAD
DE CANTABRIA

PROGRAMA DE DOCTORADO DE MEDICINA Y CIENCIAS DE LA SALUD

CARACTERIZACION DE LA DISFUNCION SECRETORA
EXTRACELULAR DEPENDIENTE DE LAS MITOCONDRIAS
(MITOKINAS) EN LOS PACIENTES CON EPOC

PAULA MARTIN AUDERA

Tesis presentada para aspirar al grado de Doctor en Medicina y Ciencias de la Salud
realizada bajo la direccién de los Doctores:

Maria Teresa Garcia Unzueta

Carlos Antonio Amado Diago

Santander, mayo de 2023






UC

UNIVERSIDAD
DE CANTABRIA

DNA. MARIA TERESA GARCIA UNZUETA, DOCTORA EN MEDICINA, PROFESORA
ASOCIADA POR LA UNIVERSIDAD DE CANTABRIA Y FACULTATIVA ESPECIALISTA DE AREA
DE BIOQUIMICA CLINICA DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO MARQUES DE VALDECILLA DE
SANTANDER,

CERTIFICA que la presente TESIS DOCTORAL titulada CARACTERIZACION DE LA
DISFUNCION SECRETORA EXTRACELULAR DEPENDIENTE DE LAS MITOCONDRIAS
(MITOKINAS) EN LOS PACIENTES CON EPOC, realizada bajo mi direccién por Diia. Paula
Martin Audera, responde a las exigencias cientificas de originalidad y rigor propias de un
trabajo de esta indole y son fruto de la capacidad técnica e interpretativa de la

doctoranda.

Santander, mayo de 2023






UC

UNIVERSIDAD
DE CANTABRIA

D. CARLOS ANTONIO AMADO DIAGO, DOCTOR EN MEDICINA, PROFESOR ASOCIADO
POR LA UNIVERSIDAD DE CANTABRIA Y FACULTATIVO ESPECIALISTA DE AREA DE
NEUMOLOGIA DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO MARQUES DE VALDECILLA DE
SANTANDER,

CERTIFICA que la presente TESIS DOCTORAL titulada CARACTERIZACION DE LA
DISFUNCION SECRETORA EXTRACELULAR DEPENDIENTE DE LAS MITOCONDRIAS
(MITOKINAS) EN LOS PACIENTES CON EPOC, realizada bajo mi direccién por Diia. Paula
Martin Audera, responde a las exigencias cientificas de originalidad y rigor propias de un
trabajo de esta indole y son fruto de la capacidad técnica e interpretativa de la

doctoranda.

Santander, mayo de 2023






“Un pais sin investigacion es un pais sin desarrollo”

Margarita Salas

“El investigador sufre las decepciones, los largos meses pasados en una direccion
equivocada, los fracasos. Pero los fracasos también son utiles, porque, bien
analizados pueden conducir al éxito. Y para el investigador no existe alegria

comparable a la de un descubrimiento, por pequefio que sea...”.

Alexander Fleming






AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Maria Teresa Garcia Unzueta y al Dr. Carlos Antonio Amado Diago, mis
directores de tesis, por su intensa y constante dedicacidn, su confianza y generosidad
durante la realizacién de este proyecto, asi como por sus consejos, su apoyo continuado

y su guia. Me siento tremendamente afortunada de haber podido contar con vosotros.

Al Dr. Bernardo Alio Lavin Gdmez, quien ha sido mi tutor durante los cuatro afios de
residencia, en los que ademas de ayudarme en mi proceso de formacion y transmitirme
los valores de la profesidn, incentivd mi curiosidad investigadora y me impulsé y animé
a inscribirme como doctoranda. Gracias por tus consejos, tu tiempo, tu apoyo vy

paciencia.

A Ana Berja Miguel, Técnica de laboratorio, por su ayuda en este proyecto. Gracias
por tu profesionalidad, tu colaboracién desinteresada y por tu asistencia vy

acompafiamiento en las largas mafanas de laboratorio durante tantos meses.

A la Dra. Elena Urrestarazu Bolumburu, mi tutora en la Facultad de Medicina y mi
primer referente, por haberme apoyado en cada uno de mis pasos. Gracias por tus

siempre acertados consejos y por tu carifio.

A mis padres, Inma y Luis, y a mi hermano Miguel (quien inspiré mi vocacion de ser
médico), increibles ejemplos de trabajo duro, esfuerzo, constancia y sacrificio, asi como

de amor y apoyo incondicional.

A Eneko, a quien le he hurtado tanto tiempo por la realizacién de esta tesis. Gracias
por estar a mi lado dia a dia, por ser mi apoyo en los momentos de flaqueza y por tu

confianza eterna.

Y por ultimo a todos mis amigos y compafieros del Hospital Universitario Marqués
de Valdecilla de Santander que, de una forma u otra me ayudaron, me escucharon

siempre que lo necesitaba y contribuyeron a que este proyecto saliera adelante.

MUCHISIMAS GRACIAS a todos.






INDICE

1. INTRODUCCION .....ccueererrietenreneetessesesssessessesssessessessessessesssessessesssessessesssassessanns 1
1.1. ETIOLOGIA DE LA EPOC.......ccteeeeeueeeeseeeeeseesseesessssssessssssessessssssesssssssssessessens 4
0 O R - ol o ] T o [N =T = T 4

1.1.2. Cambios fisiopatolOGICOS ......ccuvveeeeeiieeeeciee e e 5

1.1.3. Cambios estructurales a [argo plazo......ccccceevvviveeeiniiieee e 6

1.2. PROCESOS FISIOPATOLOGICOS CLAVE EN NUESTRO ESTUDIO.........cccceevenee 8
1.2.1. Disfuncion muscular en 1a EPOC ........ccoociiiiiiiiiieiinieeeiee e 8

1.2.1.1 Fisiopatologia de la disfuncién muscular en la EPOC ... 10

1.2.1.2 Etiologia de la disfuncién muscular en la EPOC............ 11

1.2.2. Senescencia celular acelerada ......ccocccevvieiiniieiiieiinieeeiee e 13

1.3. DIAGNOSTICO ....eouverrerereressessessessessessssesssessssessesssssessessensensesssssssessessesaes 15
1 o 1 OO 17
1.4.1. ESCAla MIMRC ...ttt 17

1.4.2. Calidad de Vida......coociiiiiiiiiiiiiieee e 18

1.4.3. Bronquitis CroNiCa .....ccccuvreeeeeeeeieiiirereee et e eenrreree e 20

1.4.4. ASUAIZACIONES...ccieii ittt e e e nraar e e e 20

1.4.4.1 Biomarcadores de las agudizaciones.........cccccceeeeunnnnee. 21

1.4.4.2 Implicaciones para la EPOC.......ccccccccoevvvvvereeeeeeeenecnnnnen. 25

1.5. CLASIFICACION DE LOS PACIENTES CON EPOC......cccceeereuererreecnesnesnssnessennns 26
I 0 [ 1 oo T 29
1.6.1. ESPIrOMEtIia..ueeeeeee it 29

1.6.2. Testde la marcha de 6 MiNULOS.........cceeueeiiiiiiiiiiiiieeeiec e 29

1.6.3. [ndice BODE € iNdice BODEX ........cceumerereuerieiereenesensensensenenees 29

1.6.4. Disfuncion muscular medida por FFMI.......cccvvveveeeieiicieeee. 32



1.7. TRATAMIENTO ....tiuuiiiiiiinnniiiiiinniiiinieniiintinniinieesssiiniessssisiesssinnesssssssensses 32

1.8. MOLECULAS ASOCIADAS CON LAS MITOCONDRIAS ........ccceeereueeerreereeenennns 35
1.8.1. HUMANING ...iiiiiiiiiiriicc e 37

1.8.2. GDF-15. ettt e re e 39

1.8.3. FGF-21 ..ot 41

1.8.4. IMOTS C ittt se e s sne e 42

1.8.5. ROMOL ..ottt 43

2. HIPOTESIS ....cuiuineniiincitnneitssetsssesss sttt ses st sas st sse et sassestssensssasnas 45
3. OBJETIVOS ...cuiiiiiiiiiiiuiiuiriiiesiaesisesimsssrsssrsssrassrasssasssessssssssssssssssasssassssssssssssnssns 49
3.1. OBJETIVO PRINCIPAL.....cccuuuumumnnnnnnnnnnnnnnnnnennnennnsnsasasasasssnsssssssssmsssssssssssssases 51
3.2. OBJETIVOS CONCRETOS........cuuummmmmumnmnnnnnmnnnnnnnnmsnsnsnssssssssssssssssssssssssssssssssnes 51

4, MATERIALY IMETODOS ......ccveereerreeieesresseesssesssessssssssssssssssssesssesssessssssssssssssseses 53
4.1. DISENO DEL ESTUDIO ....cucicteruirireeeesesesssessessesssessesssssessessssssessssssssessesnes 55
4.2. SELECCION DE LOS CASOS A ESTUDIO Y GRUPO CONTROL ......cccevvereuernenen. 55
4.2.1. Ambito de eStUdiO......ccevueviuerereeiieciere e, 55

4.2.2. Criterios de inclusidn y exclusion........ccccooeeciiiveeeeee e, 55

4.3. VARIABLES RECOGIDAS .......cciiiiiiiiiiiiiiiiniininninississsssssssssssssssssssssssssssssssssanes 56
4.4, DETERMINACIONES ANALITICAS ......ccceetreererrererressessessesseseessesssssssessessens 60
4.4.1. Determinaciones basiCas ......cccccceevvieiriieiiiiieinie e 60

4.4.1.1 Creatinina....cccccovviiiiiiiiiiiciii 60

8.8.1.2 ACIHO UFICO eeuvuvieiiieieiriete e 60

4.4.1.3 AIBUMING c.coiiiiiieeeeeeeeee e 61

4.4.1.4 Creatina CiNasa......cccccovvuviiiiiiiiiiiiiinicc e 61

4.4.1.5 Proteina Creactiva....cccccceeceeeriieeniieceiieeseeeciee e 61

4.4.2. Determinaciones especifiCas.....cccovvveveieeeiiiciirreeeeeeeeeeeicnrreeeeeen 62

L/ Ny R o (VT 0 V=1 o 1 o = T 62



4.4.2.2 GDF-15 ..ottt 63

8.4.2.3 FGF-21 ...t 64

B.4.2.4 MOTSCoirneeiiieeieeiie ettt 65

4.4.2.5 ROMOTL ..ottt 66

4.5. PROCESAMIENTO DE DATOS Y ANALISIS ESTADISTICO .....ccceeereererierrereennens 66

5. RESULTADOS.....ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiisisisieissssesssssssssssssssesesssssesssssesesssssssssesssensnens 69
5.1. POBLACION INCLUIDA EN EL ESTUDIO .....ccceeereeereenereneeseenesssessssssssessesnnns 71
5.1.1. ESEUAIO Luueiiiiiiiieiiieeeeee et 73

5.1.2. ESEUAIO 2.eeeiiiiieeee ettt 77

5.2. CORRELACIONES ENTRE LAS MOLECULAS RELACIONADAS CON LA
MITOCONDRIA EN PACIENTES CON EPOC......ccccituiiimuirimnnireninienininencneanins 80

5.3. ASOCIACION DE LOS NIVELES CIRCULANTES DE LAS MOLECULAS
RELACIONADAS CON LA MITOCONDRIA Y LAS CARACTERISTICAS BASALES DE

7 =30 L U 81
5.3.1. HUMANING cciiiiiiiiiiiiiiccee e 82
5.3.2. GDF-15. e e 84
5.3.30 FGF-21 ..o 86
5.3.4. IMOTSC ittt e 88
5.3.5. ROMOL ...ciiiiiiiiiiii 90

CAPACIDAD DE EJERCICIO .....cccciuiimiienineiinniaiieeiiesionisiescsssiasioscssssassassasssnssassas 92
5.4.1. Como predictores del TM6M ..........ccccvvieieeieiicciiiiieeee e, 92
5.4.2. Como predictores de desaturacion de oxigeno............ccceeuuuneee. 93

5.5. MOLECULAS RELACIONADAS CON LA MITOCONDRIA COMO PREDICTORES DE
AGUDIZACIONES......ccccottimmnniirimnnniiniinnniiiimnnmiiiimssiiniismssemsssiessseassse 94

5.5.1. Como predictores de agudizaciones moderadas...........ccccuu..... 94

5.5.2. Como predictores de hospitalizaciones..........ccccovvveeeeeiieiccnnnnen. 97



6. DISCUSION.....eeeeeeeieieeeeeeerssseeesssesssesssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssnnnsns 101

6.1. NIVELES DE MOLECULAS RELACIONADAS CON LA MITOCONDRIA EN LOS

PACIENTES CON EPOC.......ccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieneeeeeseeeessesesesseesesesseesessseeeeenens 103
6.1.1. HUMANING .o 103
B.1.2. GDF-15. et 105
6.1.3. FGF-21 .ot 106
B.1.4. IMOTS Curiiieiiiieeiee ettt ettt et e e 108
6.1.5. ROMOD ..ottt e s 109

6.2. RELACION DE LAS MOLECULAS RELACIONADAS CON LA MITOCONDRIA ENTRE
SI EN EL CONTEXTO DE LA EPOC......ccceecerererreraesaessessessesessesssssssssessessessens 110

6.3. ASOCIACION DE LAS MOLECULAS RELACIONADAS CON LA MITOCONDRIA

CON CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA EPOC ......cceeueeeeererereressessessenaens 110
6.3. 1. HUMANING .. oo 111
6.3.2. GDF-15. i 111
6.3.3. FGF-21 ..ot e 112
6.3.4. IMOTSCurerieiieeieeee e 113
6.3.5. ROMOT ..ot e 114

6.4. MOLECULAS RELACIONADAS CON LA MITOCONDRIA COMO PREDICTORES
DEL TM6M Y DE LA DESATURACION DE OXIGENO ........cceevureeecerernerneraeraenns 114

6.5. MOLECULAS RELACIONADAS CON LA MITOCONDRIA COMO PREDICTORES DE

AGUDIZACIONES E INGRESOS HOSPITALARIOS ......cceceeeeeeeneeeeeseeeeesneeeesneeses 116
7. CONCLUSIONES......oeeeeeseeeeeseeeesessessesesssesessssssesssssssssssssssessesssssssnsesssssessssnessann 121
8. BIBLIOGRAFIA .....ceeeeeeeeeeeeeeeeeeesseesesesssssssesesssssssssssssessssssssessessssssssssssssssssssssnsess 125

9. ANEXOS Y PUBLICACIONES.....cccottuirimiiiiniriniininiiieiiiniiieainisnesiseinenses 149



ABREVIATURAS

A1AT
ADN
AMPK
ATF
ATS
Bak
BD
BCG
CAT
cca
CEIm
Cls

CK
CRQ
DM
DS
ECLIPSE

EIA
ELISA
EPISCAN
EPOC
ESPEN
EGR-1
FEV1
FFM
FFMI
FGF-21
FVC
GDF-15

Déficit de alfa-1-antitripsina

Acido desoxirribonucleico

Proteina cinasa activada por monofosfato de adenina
Activating transcription factor

American Thoracic Society

Bcl-2-antagonist/killer

Broncodilatador

Verde de bromocresol

COPD Assessment Test

COPD Control Questionnaire

Comité de Etica de la investigacién con medicamentos
Corticoides inhalados

Creatina cinasa

Chronic Respiratory Disease Questionnaire

Diabetes mellitus

Desviacion estandar

Evaluation of COPD Longitudinally to Identify Predictive Surrogate
Endpoints

Enzimoinmunoensayo competitivo de alta sensibilidad
Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay

Epidemiologic Study of COPD in Spain

Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crdnica

European Society for Clinical Nutrition and Metabolism
Early growth response 1

Volumen espiratorio forzado en el primer segundo

Fat free mass (masa libre de grasa)

Fat free mass index (indice de masa corporal libre de grasa)
Factor de crecimiento fibroblastico 21

Capacidad vital forzada

Factor de crecimiento y desarrollo 15



GesEPOC
GFRAL
GMCSF
GOLD
GPCR
HN

HR
HRP
HUMV
IC

IFCC

IGF1
IGFBP3
IL

IMC
IPA
IMM
LABA

LAMA

LTB4
MAFBx
MCP-1
MMA
MMPs
mMRC
MT-RNR2
MOTS-c
MPO
MRC
MR-proADM

Guia espaiola de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica
Receptor alfa-like del factor neurotréfico derivado de la glia
Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease

G protein-coupled receptor

Humanina

Hazard ratio

Horseradish Peroxidase

Hospital Universitario Marqués de Valdecilla

Intervalo de confianza

The International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine

Factor de crecimiento similar a la insulina 1
Insulin-like growth factor binding protein 3
Interleucina

indice de masa corporal

indice paquetes-afio

indice de masa magra

Long acting beta 2 agonists (agonistas beta 2 adrenérgicos de
accion larga)

Long acting muscarinic antagonist (anticolinérgicos de accién
larga)

Leucotrieno-B4

Muscle atrophy F-box

Proteina quimiotdctica de monocitos 1
Indice de masa magra apendicular
Metaloproteinasas de matriz

modified Medical Research Council
Humanina

Mitochondrial ORF of the Twelve S-c
Mieloperoxidasa

Medical Research Council

Proadrenomedulina



mtDNA
mTOR
MuRF1
NADPH
nDNA
NF-Kb
nm
NRF2
OR

PBS
PCR
PCT
PI3K
RNA
RNS
Romol
ROS
rRNA
SABA

SAMA
SASP
SatO;
SHLPs 1-6
SMADs
SORFs
TM6M
TNF-a
tRNA
UDESTA
VEGF

Acido desoxirribonucleico mitocondrial
Mammalian Target of Rapamycin
Muscle RING finger 1

Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducida
Acido desoxirribonucleico del nicleo
Factor nuclear kappa B

nanometros

Factor nuclear derivado del eritroide 2
Odds ratio

Phosphate Buffered Saline

Proteina C reactiva

Procalcitonina
Fosfatidilinositol-3-cinasa

Acido ribonucléico

Especies reactivas de nitrégeno
Reactive oxygen species modulator 1
Especies reactivas de oxigeno

RNA ribosémicos

Short-acting beta 2 agonists (beta 2 adrenérgicos de corta
duracion)

Short-acting antimuscarinics (antimuscarinicos de corta duracién)
Secretor asociado a la senescencia

Saturacién de oxigeno

Seis péptidos pequefios similares a la Humanina

Mothers against decapentaplegic homologs

Short open reading frames

Test de la marcha de 6 minutos

Factor de necrosis tumoral alfa

RNA de transferencia

Unidad de deshabituacion tabaquica

Vascular endotelial growth factor






INTRODUCCION






1. INTRODUCCION

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) es una enfermedad pulmonar
inflamatoria crénica caracterizada por una obstruccion de las vias aéreas, poco
reversible, que afecta fundamentalmente a las vias de pequefio tamafio y se asocia a la
destruccion del parénquima pulmonar (Barnes PJ 2017). Es una patologia muy frecuente
entre la poblacién adulta, siendo ademas una patologia prevenible ya que es causada
principalmente por una exposicién crénica y significativa a particulas o gases nocivos,

fundamentalmente al humo del tabaco (GOLD 2022).

La EPOC es una de las tres principales causas de muerte en todo el mundo y el 90%
de estas muertes ocurren en paises de ingresos bajos y medios (Halpin DMG et al 2019).
Es una patologia que, aunque tradicionalmente se asociaba al género masculino, en los
ultimos afios esta tendencia se ha equilibrado y es igualmente comidn en mujeres y
hombres, lo que refleja la prevalencia del tabaquismo en la poblacidn,

fundamentalmente en los paises desarrollados (Barnes PJ 2017).

Concretamente en Espafa, segun el estudio EPISCAN-II (Epidemiologic Study of
COPD in Spain, 2021) la prevalencia de esta enfermedad ha aumentado hasta casi el 12%
en los ultimos 10 afios (14,6% en hombres y un 9,4% en mujeres). También en este
estudio se ha observado un importante infradiagndstico de la EPOC, con un 74,7%,
todavia mayor en mujeres (80,6% versus un 70,4% en varones), datos que no han
mejorado en los ultimos afnos (Soriano JB et al 2021). Ademas, esta patologia se ha
relacionado con la edad, existiendo evidencias de una relacién con los procesos de

envejecimiento acelerado (Soriano JB et al 2021).

A nivel mundial se prevé que la carga asistencial de la EPOC aumente en las
préximas décadas, fundamentalmente a causa del envejecimiento de la poblaciény ala
continua exposicion de los factores de riesgo de la EPOC (principalmente debido al
perpetuamiento del habito tabaquico) (Mathers CD et a/ 2006). Este aumento de la carga
asistencial supondra que en los préximos afos el coste sanitario de esta patologia

aumente considerablemente (Mannino DM et al 2007).



Si bien es cierto que existen estudios que dicen que solamente el 15-20% de los
fumadores desarrollaran EPOC, lo que podria sugerir una predisposiciéon genética y la
posible implicacidn de otros factores ambientales en la patogénesis de la EPOC (Rovina
N et al 2013), hay que tener en cuenta que existe un importante infradiagndstico de esta

enfermedad (Soriano JB et al 2021).

El diagndstico de la EPOC se basa en la realizacidon de una espirometria con test
broncodilatador (BD), que puede presentar varias limitaciones. Entre ellas, el limitado
acceso a este tipo de pruebas en determinadas regiones, la necesidad de un personal
formado y especializado en este procedimiento, una técnica espirométrica adecuada
por parte del paciente, etc. Ademads, existen una serie de alteraciones que pueden
generar sintomatologia pulmonar secundaria al humo del tabaco, como el enfisema, que
no son detectables con la espirometria y que no se incluyen en la definicién actual de
EPOC. Es por ello por lo que, en los uUltimos afos, ha habido varios intentos de utilizar
biomarcadores en sangre que ayuden y faciliten el diagndstico y seguimiento de esta

enfermedad.

1.1. ETIOLOGIA DE LA EPOC

1.1.1. FACTORES DE RIESGO

En los paises desarrollados el tabaquismo es la principal causa de EPOC.
Concretamente el humo del tabaco induce en nuestro organismo mas de 4000 téxicos,
como los radicales libres de oxigeno, que actuan alterando el proceso de respiracién
celular (Steffl M et al 2015) y provoca el reclutamiento de granulocitos, eosinéfilos y

otras células inflamatorias que perpettan la inflamacién pulmonar.

Aunque la mayoria de los pacientes con EPOC tienen un historial previo de
tabaquismo, solamente el 20% de los fumadores desarrollaran esta patologia. Es por
ello, por lo que se debate sobre la implicacion de otros factores involucrados en el
desarrollo de la EPOC (Rovina N et al 2013). Algunos de los factores que mds se han

relacionado han sido, el déficit de alfa-1-antitripsina (A1AT), el desarrollo anormal de los



pulmones durante el crecimiento, el asma o la bronquitis crénica, asi como la existencia

de una historia de infecciones pulmonares de repeticidon durante la nifiez (GOLD 2022).

De ellos, el mas estudiado ha sido el déficit de A1AT, una condicion genética causada
por mutaciones en el gen SERPINA1, que provoca un déficit de esta proteina con
capacidad inhibitoria, fundamentalmente contra la elastasa de neutrdfilos, y que esta

presente en un gran numero de pacientes con EPOC (Blanco | et al 2020).

El periodo comprendido desde el desarrollo embrionario dentro del utero materno
hasta la adolescencia es un momento significativo para el desarrollo normal de la
funcién pulmonar. Ciertas circunstancias, como el asma infantil, las infecciones del
tracto respiratorio inferior o la exposicidn a la contaminacién medioambiental, podrian

contribuir a una via alternativa del desarrollo de la EPOC (Lange P et a/ 2015).

1.1.2. CAMBIOS FISIOPATOLOGICOS

De modo esquematico se podria explicar la limitacién al flujo aéreo en pacientes
con EPOC por dos procesos: el remodelado y estrechamiento de las vias de pequefio
calibre y la destruccion del parénquima pulmonar, con la consecuencia de pérdida de
reclutamientos alveolares y el enfisema como ultimo punto (Barnes PJ 2016). Estos
cambios disminuyen la capacidad de las vias respiratorias para permanecer dilatadas
durante la espiraciéon, lo que puede contribuir a la limitacién del flujo de aire y a la

disfuncién mucociliar, que es un rasgo caracteristico de la enfermedad (GOLD 2022).

En condiciones normales, las células endoteliales revisten la estructura vascular
pulmonar, formando una simple capa de células que producen una delgada envoltura
extracelular de coldgeno, proteoglicanos y lamininas, denominada membrana basal

(Hallmann R et a/ 2005).

Las células epiteliales al entrar en contacto con las particulas nocivas se activan para
producir mediadores inflamatorios, incluidos el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
lainterleucina 1b (IL-1b), el factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos

(GMCSF) y la interleucina 8 (IL-8), entre otros (Rovina N et al 2013).



Centrandonos en el tabaco, que es la principal causa de EPOC en nuestro medio, se
sabe que el humo del cigarro aumenta la produccion de granulocitos, causa infiltracién
neutrofilica y eosinofilica pulmonar e inflamacién que conduce al reclutamiento de mas
neutréfilos y de otras células inflamatorias dentro del pulmén persistiendo la

inflamacién pulmonar (Aaron CP et al 2014).

Ademas, el tabaco no actua solamente a nivel pulmonar como acabamos de ver,
sino que altera también la sintesis proteica a nivel muscular y activa las vias inductoras
de atrofia muscular como la miostatina-SMADs (mothers against decapentaplegic
homologs), MAFBx (muscle atrophy F-box), NF-Kb (nuclear factor kB), ligasas musculo-
especificas ubiquitina-E3, MuRF1 (muscle RING finger 1), entre otras (Steffl M et al 2015)
(Springer J et al 2004) (Jaitovich A et al 2015). Esto cobra vital importancia cuando se

presenta de forma concomitante con la sarcopenia como veremos mads adelante.

Por ultimo, como resultado de todo este proceso de inflamacién producida por los
contaminantes inhalados, los mediadores quimiotacticos activan las células del sistema
inmune (linfocitos T CD8+, neutrdfilos, monocitos y linfocitos) que perpetian todo el
proceso. Como consecuencia de esta inflamacidn, con el tiempo se van produciendo
cambios estructurales permanentes (engrosamiento de la membrana basal, una mayor
fragmentacion...) dando lugar a obstruccién y sintomas respiratorios crdnicos en las vias

aéreas (Stockley RA et al 2009) (Rovina N et al 2013).

1.1.3. CAMBIOS ESTRUCTURALES A LARGO PLAZO

Como consecuencia indirecta del medio pulmonar alterado (hipoxia,
vasoconstriccidon y lesidon de la matriz extracelular) se producen cambios en el tejido
relacionados con el revestimiento endotelial (Szucs B et al 2019). Ademas del
estrechamiento de las vias respiratorias pequeiias, se produce una destruccion del
parénquima pulmonar que conlleva la pérdida de las uniones alveolares de estas vias,
disminuyendo el retroceso elastico pulmonar (GOLD 2022). En general, todos estos
cambios persisten al dejar de fumar (GOLD 2022) y finalmente, se acaba produciendo

una fibrosis local irreversible (Rovina N et al 2013).



Existen diversas citoquinas y quimioquinas que actian como mediadores
inflamatorios en la EPOC que facilitan los cambios estructurales a largo plazo. Entre esos
mediadores inflamatorios se encuentran las metaloproteinasas de matriz (MMPs), que
son enzimas proteoliticas que degradan los componentes de la matriz tanto en
condiciones fisioldgicas como en procesos patolédgicos (Churg A et al 2012). Las MMPs
en la EPOC aumentan la inflamacidn al generar péptidos quimiotacticos que atraen a los
neutrdfilos. Mas concretamente, las MMP-10 y MMP-12 juegan un papel importante
sobre todo en el desarrollo del enfisema pulmonar (Gharib SA et al 2018) (Churg A et al

2012) (NavratilovaZ et al 2016).

El enfisema se desarrolla en alrededor del 20% de los fumadores y es el
agrandamiento permanente de los espacios aéreos distales a los bronquiolos terminales
(es decir, los alvéolos) (Gharib SA et al 2018). Algunos estudios han observado que la
edad y el historial de tabaquismo acumulado, expresado como paquetes-aio (que es el
calculo de multiplicar el nUmero de paquetes de cigarrillos que una persona fuma cada
dia, por el nimero de afios que ha estado fumando) se asociaron con mas enfisema de
base, desarrollandose lentamente después de fumar de 20 a 30 paquetes-afio (Coxson

HO et al 2013) (Gharib SA et al 2018).

En el estudio ECLIPSE (Evaluation of COPD Longitudinally to Identify Predictive
Surrogate Endpoints), también se demostré que, a mayor severidad en el grado de
obstruccion al flujo aéreo también habia mayor enfisema. Ademas, aunque las mujeres
tenian menos destruccién pulmonar al inicio del estudio, durante el seguimiento

mostraron una progresion mas rapida (Coxson HO et al 2013).

Lo que parece evidente es que la respuesta inflamatoria crénica caracteristica de la
EPOC puede inducir la destruccién del tejido parenquimatoso (lo que resulta en
enfisema) y la interrupcion de los mecanismos normales de reparacién y defensa (lo que

conduce a una fibrosis de las vias respiratorias pequefias) (GOLD 2022).

La inflamacién sistémica puede estar presente y podria desempeiar un papel
anadido en las multiples condiciones comodrbidas que se encuentran en los pacientes
con EPOC (Barnes PJ 2016). Por ejemplo, el proceso finalmente promueve la alteracién

del endotelio vascular pulmonar que conlleva a enfermedades cardiovasculares, tales



como la disfuncién ventricular derecha, la hipertension pulmonar, la enfermedad

coronaria y la aterosclerosis (Falk JA et al 2008).

Varios estudios han mostrado un aumento de la prevalencia de las comorbilidades
en pacientes con EPOC comparandolos con fumadores sin EPOC y con no fumadores.
Teniendo en cuenta estos estudios, se plantea la cuestiéon de si las alteraciones
pulmonares sistémicas y la EPOC se relacionan mediante un mecanismo patogénico
comun o si las manifestaciones sistémicas estan directamente impulsadas y/o

empeoradas por las alteraciones pulmonares (Boyer et al 2018).

Los ultimos estudios publicados en este ambito han propuesto que en el desarrollo
y la progresion de la enfermedad intervienen procesos que van mads alld de la
inflamacidn crdénica, como son la senescencia celular, la apoptosis y el estrés oxidativo,

mecanismos que trataremos mads adelante (Szucs B et a/ 2019) (Barnes PJ 2017).

1.2. PROCESOS FISIOPATOLOGICOS CLAVE EN NUESTRO ESTUDIO

1.2.1. DISFUNCION MUSCULAR EN LA EPOC

La masa muscular tiene un papel fundamental en la EPOC, cobrando cada vez mas
importancia clinica, ya que ha demostrado ser un factor prondstico independiente de
mala evolucidén de la enfermedad, ademas de un importante factor a tener en cuenta en

la calidad de vida de estos pacientes (Swallow EB et al 2007).

La nutricidon es también de gran relevancia en los pacientes con EPOC, ya que el
grado de malnutricién se asocia con una mayor probabilidad de resultados adversos,
entre los que se incluyen caidas, fracturas, discapacidad fisica y mortalidad (Cruz-Jentoft

Al et al 2019).

Segun la ERS (European Respiratory Society) existen varios fenotipos metabdlicos
en la EPOC (Schols AM et al 2014) (Tabla 1) que tienen en cuenta el indice de masa
muscular corporal (IMC), el indice de masa magra apendicular (MMA) o el indice de

masa libre de grasa llamado por sus siglas en inglés FFMI (fat free mass index).



Tabla 1. Fenotipos metabdlicos. Tabla adaptada de Schols AM et al 2014.

Fenotipos
metabdlicos

Definicién Riesgo clinico

Obesidad IMC 30-35 kg/m? Riesgo cardiovascular

aumentado
Riesgo cardiovascular
Obesidad morbida IMC >35 kg/m? aumentado
Deterioro del rendimiento fisico
IMC 30-35 k 2y MMA<2D Ri i |
Obesidad 30 35 g/m?y . S iesgo cardiovascular
sarcobénica por debajo de la media de los aumentado
P valores de referencia. Deterioro del rendimiento fisico

MMA <2 DS por debajo de la
Sarcopenia media de los valores de
referencia

Mayor riesgo de mortalidad
Deterioro del rendimiento fisico

Pérdida de peso involuntaria

>0,5% en 6 meses y FFMI <17 Mayor riesgo de mortalidad

kg/m? en varones y <15 kg/m? | Deterioro del rendimiento fisico
en mujeres

Caquexia

Pérdida de peso >5% en 6

Precaquexia
meses

Mayor riesgo de mortalidad

IMC: indice de masa corporal, MMA: indice de masa magra apendicular, DS: desviaciones
estandar, FFMI: fat free mass index o indice de masa libre de grasa.

Existen otras formas de medir el grado de malnutricién, por ejemplo, segin el
consenso ESPEN (Early Career Faculty The European Society for Clinical Nutrition and
Metabolism), el diagndstico de desnutricion asociada a la enfermedad se determina con
un IMC <18,5 kg/m? o 18,5-22 kg/m?, combinado con FFMI bajo (<17 kg/m? para

hombres y <15 kg/m? para mujeres) (Cederholm T et al 2015).

La compleja interaccién entre los pacientes con EPOC, el estilo de vida y las
comorbilidades producidas por los desencadenantes en musculo, hueso y tejido adiposo
(Schols AM et al 2014), hacen que sea la malnutricién un problema complejo, cada vez

mas comun, cuya prevalencia estd aumentando a nivel mundial (Shafiee G et al 2017).



1.2.1.1 Fisiopatologia de la disfuncién muscular en la EPOC

El musculo estd compuesto por distintos tipos de fibras musculares: las fibras tipo |,
también llamadas fibras rojas o lentas y las tipo Il (que a su vez se subdividen en tipo lla

y lIb) llamadas blancas o rapidas (Maltais F et al 2014).

Las fibras tipo | se caracterizan por tener una gran concentracién de mitocondrias y
mas reservas de oxigeno. Ademas, se encuentran enervadas por unidades motoras
“lentas” y se caracterizan por poseer una potente vascularizacién, haciéndolas ideales
para realizar procesos aerdbicos y resistir a la fatiga, aunque tarden tiempo en
responder a los estimulos. En cambio, las fibras tipo Il se contraen mds rdpidamente,
estdn menos vascularizadas y contienen menos mitocondrias, haciéndolas perfectas
para procesos anaerdbicos, generando contracciones fuertes, pero poco resistentes

(Barreiro E et al 2016).

Una contribucidon mas a la caracterizacion de estas tres principales poblaciones de
fibras se basa en estudios bioquimicos. En concreto, tanto las fibras Ila como las llb
tienen niveles altos de enzimas glicoliticas, pero diferentes complementos de enzimas
oxidativas. Este hecho condujo a la clasificacion de: fibras de tipo oxidativo lento (I),
fibras glucoliticas oxidativas de contraccion rapida o fibras musculares intermedias (lla)

y fibras glucoliticas de contraccion rapida (llb) (Schiaffino S et al 2011).

Cada musculo tiene una concentracién diferente de fibras musculares dependiendo
de la funcion que deba realizar, y es esta composicidon la que se ve alterada, no
solamente con la edad, si no en otros procesos como en la EPOC (Gosker HR et al 2007).
La disponibilidad nutricional (glucdégeno almacenado en el musculo) es el principal
contribuyente a la resistencia muscular, mientras que la masa muscular y el tamafio de

las fibras musculares determinan la fuerza (Schiaffino S et a/ 2011).

La disfuncion muscular se relaciona con varios factores de riesgo, entre los que
destacan los factores hormonales, el aumento del estrés oxidativo intracelular, la
reduccion de la ingesta de alimentos, la edad avanzada, el bajo indice de masa corporal,

o la baja actividad fisica (Jo D et al 2022).
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En la EPOC, existe un elemento clave que determina la disfuncion muscular
conocido como cambio de tipo de fibra (Fibre-type switch), que ocurre
fundamentalmente por dos procesos: la atrofia selectiva de las fibras musculares y la

desregulacion de la expresion génica.

La atrofia selectiva provoca en la musculatura esquelética un aumento relativo de
las fibras blancas con respecto a las fibras rojas, mientras que en la musculatura
respiratoria ocurre lo contrario. El segundo proceso ocurre debido a que incluso en
ausencia de la atrofia, la expresidon de los genes que regulan el desarrollo de un tipo de
fibra puede desregularse y el otro realzarse, resultando en un cambio en su perfil

metabdlico (Jaitovich A et al 2018).

Todo ello se traduce en un peor manejo de la energia a nivel muscular que impacta
de forma negativa en la masa muscular, generando mayor disnea, peor calidad de vida
y peor pronéstico de estos pacientes (Gosker HR et al 2007). Hay que tener en cuenta
que es posible que otros factores también puedan contribuir al cambio del tipo de fibra

y al rendimiento del musculo en los pacientes con EPOC (Barreiro E et al 2016).

1.2.1.2 Etiologia de la disfuncién muscular en la EPOC

Muchos de los factores que estan implicados en la disfuncién muscular de la EPOC
no actuan de forma aislada, si no que varias de sus vias se cruzan o se superponen en

relacion con el estrés oxidativo (Meng SJ et al 2010).

Entre los factores de riesgo para desarrollar disfuncion muscular, se encuentra
fundamentalmente el humo del tabaco (Steffl M et al 2015), aunque la relacién causal
todavia no esta clara ya que no todos los fumadores acaban desarrollando alteraciones

musculares como ya hemos comentado (Miravitlles M et al 2014).

Otros factores identificados con un impacto negativo sobre la musculatura en
pacientes con EPOC han sido la carga genética, la inflamacidn sistémica, la inactividad o

la edad (Barreiro E et al 2016).
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En cuanto a la predisposicion genética a desarrollar atrofia muscular se explica
fundamentalmente porque pacientes con EPOC con la misma gravedad, pueden tener
distinta cantidad de masa muscular (Barreiro E 2016). Se sabe que la expresion de
determinados microRNA influyen en la pérdida de masa muscular y son, por ello,
potenciales dianas terapéuticas en la EPOC (Barreiro E 2016). Otro ejemplo conocido es
la presencia de polimorfismos genéticos como el de la enzima convertidora de
angiotensina, donde la expresién de un alelo en concreto esta asociada con una mayor

fuerza del cuadriceps independientemente de otros factores (Hopkinson NS et al 2004).

La inflamacidn de bajo grado causada, entre otros, por los efectos anoréxicos de las
citoquinas proinflamatorias como el TNF-a, es otra causa conocida de disfuncién
muscular en la EPOC (Howard C et al 2007). La nutriciéon es un factor crucial en la
prevencion de la sarcopenia, concretamente, en el musculo esquelético de un adulto la
reduccidn caldrica se asocia con una reduccion del tamafio de las fibras musculares y a

una reduccién de la masa muscular (Howard C et a/ 2007) (Lu Y et a/ 2017).

Uno de los sintomas principales de la EPOC es la disnea, que obstaculiza la
realizacidon de ejercicio y contribuye a la disfuncién muscular. La inactividad de estos
pacientes se explica por la dificultad respiratoria que genera la propia enfermedad, que
viene determinada por varios mecanismos, como el hecho de que las vias respiratorias
periféricas atrapan progresivamente el gas durante la espiracién, provocando una
hiperinsuflacion, la alteracion de la difusidn, etc. Esto genera, ademas, una limitacién de
la capacidad de ejercicio (GOLD 2022) que puede llegar a alterar la composicion corporal

e inducir el “Fibre-type switch” mencionado anteriormente.

Es por ello que el ejercicio es un tratamiento recomendado para todo paciente
(ajustado segun sus capacidades fisicas) independientemente de su estado basal (GOLD
2022), ya que incrementa la proporcion de fibras musculares tipo |, la inervacién y la
angiogénesis muscular (Troosters T et al 2010), mejorando significativamente su calidad

de vida.

En relacion a la edad, es bien conocido que existe un deterioro significativo de la
funcién pulmonar que se da con el aumento de los anos, concretamente el

envejecimiento estd asociado con una reduccion progresiva de la capacidad pulmonar
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total, la fuerza de los musculos respiratorios y el retroceso pulmonar y hay, por tanto,
una disminucion de la capacidad para eliminar didxido de carbono, caracteristicas muy

similares a los pacientes con EPOC (MacNee W 2016).

Otro importante mecanismo amplificador de la EPOC es el estrés oxidativo (Domej
W et al 2014), que esta causado por un desequilibrio en los niveles de oxidantes y
antioxidantes (Barreiro E et al 2016), o lo que es lo mismo, entre la produccién de
radicales libres y la capacidad del cuerpo para combatirlos. Los oxidantes son generados
fundamentalmente por la exposicion a factores ambientales como el humo del cigarrillo,
la contaminacion y otras particulas inhaladas (Jiang Y et al 2017), y son liberados por las

células inflamatorias activadas, como los macréfagos y los neutroéfilos (GOLD 2022).

Los radicales libres son especies quimicas altamente reactivas que pueden dafiar las
células y el ADN, y pueden contribuir a enfermedades créonicas como el cancer o las
enfermedades cardiacas (Siu PM et al 2008). Ademas de dainar directamente las células
musculares, aumentando la degradacion de las proteinas musculares y la inflamacién
del cuerpo, los radicales libres pueden afectar a la capacidad del cuerpo para
metabolizar los nutrientes necesarios para desarrollar el tejido muscular y, por tanto,
pueden contribuir a la pérdida de masa muscular y a la atrofia muscular (Meng SJ et al

2010) (Siu PM et al 2008) (Howard C et al 2007).

La predisposicion del envejecimiento del misculo esquelético a consecuencia de la
existencia de mayores niveles de estrés oxidativo tanto en reposo como durante la
atrofia por desuso (Siu PM et al 2008), sugiere que el estrés oxidativo tiene un papel en
la sarcopenia y en la pérdida de masa muscular, todo ello muy relacionado con la

senescencia celular.

1.2.2. SENESCENCIA CELULAR ACELERADA

Existe una nueva corriente de investigacidon que considera que lo que subyace a la
EPOC es un tipo de senescencia celular acelerada asociada a un proceso inflamatorio
cronico (“inflammaging”), que no solo afecta al aparato respiratorio, sino también a

muchas otras partes del organismo (musculo esquelético, aparato cardiovascular,
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metabolismo global, sistema inmunoldgico, etc.) todo ello relacionado con el estrés
oxidativo (Barnes PJ 2017) (Birch J et al 2018) (Campisi J 2016) (Choudhury G et al 2017)
(Habiballa L et al 2019) (Lerner CA et al 2016) (MacNee W 2016) (Salvioli S et al 2013)
(Yue L et al 2016).

El envejecimiento celular es un proceso caracterizado por la disminucién progresiva
de la homeostasis que ocurre después de la fase reproductiva de la vida, lo que resulta
en un mayor riesgo de enfermedad o muerte (Kirkwood TB 2005). En cambio, la
senescencia celular es una respuesta de estrés compleja, que ocurre en células que

tienen el potencial de sufrir division celular (Campisi J 2016).

Las células senescentes pueden ser beneficiosas o perjudiciales para el organismo,
porque, aunque el exceso de especies reactivas de oxigeno (ROS) induce la acumulacién
de moléculas dafinas, acortando la vida util celular, se requiere un nivel 6ptimo de ROS
para un envejecimiento saludable (Hekimi S et al 2011). Por ejemplo, la senescencia
celular es un potente mecanismo anticancerigeno, tanto en prevenir la transformacién
maligna como en limitar el progreso del tumor, asi como beneficioso durante el
desarrollo embrionario y la cicatrizacién de heridas de manera aguda. En la EPOC, sin

embargo, provoca un efecto perjudicial (Birch J et al 2018).

Existen una serie de factores que aceleran concretamente el envejecimiento en las
células de los pacientes con EPOC ademads de la senescencia celular ya mencionada: el
acortamiento de telédmeros, la activacidn de la sefalizacion PI3K-mTOR, la disminucion
de la autofagia, la reparacion defectuosa del ADN, la disfuncion mitocondrial, el
agotamiento de células madre, la inmunosenescencia, el patrén anormal de microARN,

cambios epigenéticos y disminucidon de moléculas antienvejecimiento (Barnes PJ 2017).

Una teoria popular del envejecimiento propone que el estrés oxidativo es un factor
clave del envejecimiento acelerado y que las ROS formadas durante el metabolismo
normal del oxigeno inducen dafio, cuya acumulacion explicaria los cambios progresivos

descritos como senescencia celular (Barnes PJ 2017).

Estos ROS, junto a diferentes oncogenes y compuestos citotdxicos, se han incluido

en una serie de factores que causan senescencia celular antes del inicio del agotamiento
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replicativo, denominados "inductores de senescencia prematura inducida por el estrés”

(“stress-induced premature senescence”) (Kuilman T et a/ 2010).

Las ROSy las especies reactivas de nitrdgeno (RNS) son el resultado tanto de fuentes
ambientes como del humo del cigarrillo. Las ROS en el humo del cigarrillo incluyen
especies no radicales, como el peréxido de hidrégeno, o radicales de oxigeno, como el
anion superdxido (0;7) y el radical hidroxilo, que son extremadamente inestables
capaces de provocar aun mas la oxidacion y acelerar la senescencia replicativa

(Choudhury G et al 2017).

Las células tienen un nimero limitado de divisiones antes de que se detengan o se
hagan senescentes. Sin embargo, estas células senescentes no son funcionalmente
inertes ya que permanecen metabdlicamente activas, por lo que ademas alteran el

medio ambiente mientras persisten (Barnes PJ 2017).

Es entonces cuando muestran un fenotipo Unico, denominado “secretor asociado a
la senescencia” (SASP), que se ha postulado como inicio de la cascada inflamatoria que
se ve en los pacientes con EPOC, con secrecidon de citocinas proinflamatorias,

guimiocinas y MMPs (Choudhury G et al 2017) (Salama R et al 2014).

El conjunto de estos tres aspectos, la acumulacién de tejido inflamatorio dafiado, la
desregulacién del sistema inmunitario y las células senescentes que siguen secretando
citocinas, es lo que se ha denominado “inflammaging” y es lo que perpetua el

envejecimiento celular de los pacientes con EPOC (MacNee W 2016).

1.3. DIAGNOSTICO

La espirometria es la principal prueba de funcién pulmonar y resulta imprescindible
para la evaluacidn y el seguimiento de las enfermedades respiratorias (Garcia-Rio F et al
2013). Segun la GesEPOC (Guia Espafiola de la EPOC), la sospecha diagndstica debe estar
presente ante un adulto fumador o exfumador de mas de 10 paquetes-afio o sometido
a una exposicidn crénica a téxicos inhalados, que presente sintomas respiratorios como

disnea o tos crénica con o sin expectoracion.
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La realizacion de una espirometria, en situacion clinica de estabilidad, permite
confirmar el diagnéstico al demostrar un cociente inferior a 0,7 entre el volumen
espiratorio maximo en el primer segundo (FEV1) y la capacidad vital forzada (FVC) tras

la prueba broncodilatadora (Miravitlles M et al 2021).

La prueba de reversibilidad de la limitacién al flujo aéreo, comuUnmente denominada
prueba de broncodilatacién, consiste en la medicién de la funcidn pulmonar antes y
después de administrar un broncodilatador de acciéon rdpida. El estudio de la
reversibilidad bronquial estd indicado ante la sospecha de distintas patologias

respiratorias, entre las que se encuentra la EPOC (Garcia-Rio F et al 2013).

Hay que tener en cuenta que, como resultado de la variacion biolégica, puede ser
necesario reevaluar al paciente y repetir la prueba en los casos en los que el valor se
encuentre entre 0,6 y 0,8 (GOLD 2022). Ademds, este criterio puede dar lugar a falsos
negativos en jovenes y falsos positivos en ancianos, ya que este cociente desciende
fisiolégicamente con el envejecimiento (Miravitlles M et al 2021) (Vollmer WM et al

2009).

En cuanto a la validez de la técnica, se debe aceptar como correcta aquella cuyo
inicio haya sido rapido, continuo y sin vacilaciones, y cuya finalizacién sea suave y no
muestre una interrupcion temprana ni abrupta de la respiracion (Garcia-Rio F et al

2013).

Las ventajas fundamentales de la espirometria en la practica clinica habitual son la
gran facilidad y reproductibilidad de los resultados, ademas de ser una prueba no
invasiva y que se encuentra disponible en muchos hospitales y centros especializados

(GOLD 2022).

En las ultimas guias EPOC (GOLD 2022), ya no se recomienda evaluar el grado de
reversibilidad de la limitacion del flujo aéreo para tomar las decisiones terapéuticas. En
consecuencia, no es necesario suspender la medicacién inhalada antes de las

mediciones de espirometria durante el seguimiento de los pacientes.
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1.4. CLINICA

Se debe considerar la existencia de la EPOC en cualquier paciente que tenga disnea
(que se define como la sensacién subjetiva de falta de aire o dificultad para respirar), tos
crénica o produccion de esputo, y/o antecedentes de exposicion a factores de riesgo de
la enfermedad (GOLD 2022). La disnea crénica y progresiva es el sintoma mas
caracteristico de la EPOC y es una de las principales causas de discapacidad y ansiedad
asociadas con la enfermedad (Miravitlles M et al 2014). También puede haber una
limitacidn importante del flujo de aire sin disnea crénica y/o tos y produccién de esputo

y viceversa (Montes de Oca M et al 2010).

La tos con produccion de esputo estad presente hasta en el 30% de los pacientes
(GOLD 2022). Si se produce de manera regular durante 3 meses o mas en 2 afios
consecutivos, es la definicién cldsica de bronquitis crénica (Medical Research Council by
their Committee on the Aetiology of Chronic Bronchitis, 1965), aunque no deja de ser
una definicion arbitraria que no concuerda con la totalidad de pacientes con EPOC, ya
gue muchos tienen recurrencias y periodos sin sintomatologia (Vogelmeier CF et al

2017).

1.4.1. ESCALA mMRC

La disnea es el sintoma principal y constante en los pacientes con EPOC por lo que
se han ido desarrollando diversos instrumentos de medida y valoracién, pudiendo ser

unidimensionales o multidimensionales (Casanova Macario C et al 2005).

La escala MRC (Medical Research Council) fue inicialmente propuesta por la
sociedad britdnica, y posteriormente se cred la escala mMRC (Modified British Medical
Research Council o escala modificada del Medical Research Council) (Fletcher CM et al
1959), una graduacién de 5 rangos de facil aplicacion, con el objetivo de que sea el

paciente quien gradue de manera cuantitativa su propia disnea (Tabla 2).

Por su sencillez, fiabilidad y haber demostrado predecir la calidad de vida vy la

supervivencia, ha sido esta escala la que se ha recomendado globalmente (Bestall JC et
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al 1999) (Sundh J et al 2012). Para considerar a los pacientes como sintomaticos el punto

de corte deber ser un mMMRC mayor o igual a dos (GOLD 2022).

Tabla 2. Grado de disnea seglin la mMRC. Tabla adaptada de GOLD 2022 (Global Initiative for
Chronic Obstructive Lung Disease, 2022).

mMRC Grado 0 | Solamente me quedo sin aliento cuando hago ejercicio intenso.

Me falta el aire al andar deprisa en llano o al andar subiendo una

mMRC Grado 1 . .
pendiente poco pronunciada.

No puedo mantener el paso de otras personas de mi misma edad en llano

mMRC Grado 2 . . .
o tengo que detenerme para respirar al andar en llano a mi propio paso.
mMRC Grado 3 Me detengo para !’esplrar después de andar unos 100 metros o después
de andar pocos minutos en llano.
mMRC Grado 4 Tengo demasiada dificultad respiratoria para salir de casa o me cuesta

respirar al vestirme o desvestirme.

Esta escala estd muy extendida en la practica clinica habitual debido a su
unidimensionalidad y por tanto a su simplicidad. Sin embargo, resulta poco precisa
porque impide apreciar pequefias variaciones en el grado de disnea conseguidas gracias
a las intervenciones terapéuticas. De manera que un paciente con EPOC, que ha
mejorado significativamente su sintomatologia, puede permanecer en el mismo grado

de esta escala a pesar de la mejoria (Casanova Macario C et al 2005).

1.4.2. CALIDAD DE VIDA

Existen diversos cuestionarios que intentan medir el impacto de los sintomas de la
EPOC, como el COPD Control Questionnaire (CCQ) o el Chronic Respiratory Disease
Questionnaire (CRQ), pero el que mas se ha utilizado es sin duda el COPD Assessment

Test, también llamado cuestionario CAT (GOLD 2022).

El cuestionario CAT (Tabla 3), recoge una serie de preguntas desarrolladas para ser
aplicables de manera generalizada, concretamente 8 items sobre el deterioro del estado

de salud en la EPOC (Jones PW et al 2009). Aunque esta escala categoriza el impacto
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sintomatico de la EPOC, no es util para clasificar a los pacientes en grupos de gravedad
de los sintomas con fines de tratamiento (GOLD 2022). El punto de corte para el CAT
estd establecido en 10, y por encima de él se considera a los pacientes sintomaticos

(Jones PW et al 2011).

Tabla 3. Cuestionario CAT. Tabla adaptada de GOLD 2022.

CAT (COPD Assesment Test)

Este cuestionario le ayudara a usted y al profesional sanitario encargado de tratarle a medir el impacto que la
EPOC (Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crdnica) esta teniendo en su bienestar y su vida diaria.

Puntuacion:

Ej :
jemplo ‘ 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ > ‘ 6 ‘ Estoy muy triste
Estoy muy contento
Nunca toso ‘ 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6 ‘ Siempre estoy tosiendo
No tengo flemas \ 1 \ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6 \ Tengo el pecho
(mucosidad) en el completamente cargado
pecho de flemas (mucosidad)
Cuando subo una \ 1 \ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6 \ Cuando subo una
pendiente o un tramo pendiente o un tramo de
de escaleras no me falta escaleras me falta aire
aire siempre
No me siento limitado \ 1 \ 2 \ 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6 ‘ Me siento muy limitado
para realizar actividades para realizar actividades
domeésticas domeésticas
Me siento seguro al \ 1 \ 2 \ 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6 ‘ No me siento nada seguro
salir de casa a pesar de al salir de casa debido a la
la afeccion pulmonar afeccidn pulmonar que
que padezco padezco
|1]2]3]4]5]6]|Tengo problemas para
. dormir debido a la
Duermo sin problemas L
afeccién pulmonar que
padezco
Tengo mucha energia ‘ 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6 ‘ No tengo ninguna energia

Total:
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1.4.3. BRONQUITIS CRONICA

Existen diferentes definiciones, segin la GesEPOC: “La bronquitis crénica se
define cldsicamente como la produccidon de expectoracién durante al menos tres meses
seguidos en dos afios consecutivos, aunque a efectos prdcticos se puede considerar
como la produccién habitual de expectoracién en fase estable de la EPOC” (Miratvitlles

M et al 2021).

Diferentes estudios han observado una asociacion entre la hipersecrecién de moco
y una mayor disminucién del FEV1, asi como se ha asociado con un mayor riesgo en el
numero total y en la gravedad de las exacerbaciones o agudizaciones, como veremos

mas adelante.

Los desencadenantes pueden ser varios, aunque se sabe, concretamente, que la
bronquitis créonica en pacientes con EPOC estables es un factor de riesgo de
agudizaciones frecuentes y tiene un impacto importante en la calidad de vida y en la
funcién pulmonar (Fletcher C et al 1977) (Miratvitlles M et al 2021). En adultos jévenes
fumadores, la presencia de bronquitis crénica se ha asociado también con una mayor

probabilidad de desarrollar EPOC (Guerra S et al 2009).

1.4.4. AGUDIZACIONES

Para definir lo que era una agudizacion en la EPOC se propusieron, hace mas de 35
anos, los Criterios de Anthonisen (Anthonisen NR et al 1987). Son un conjunto de tres
criterios que han sido ampliamente utilizados en la practica clinica desde entonces e

incluyen:

a. Aumento del esputo purulento, ya sea en cantidad o consistencia.
b. Aumento de la disnea.

c. Aumento de la tos.

Si un paciente cumplia al menos dos de los tres criterios, se consideraba que tenia
una exacerbacién aguda de la enfermedad. Sin embargo, es importante mencionar que

son subjetivos y no tienen una validez diagndstica perfecta.
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Es por esto por lo que se han ido proponiendo diferentes definiciones hasta que, en
2021, se publicé una nueva definiciéon de agudizacién en la EPOC: “En un paciente con
EPOC, una exacerbacion es un evento caracterizado por disnea y/o tos y expectoracién
que puede empeorar durante mas de 14 dias, pudiendo ser acompafiada de taquipnea
y/o taquicardia y que se asocia a menudo con inflamacién local y sistémica, causada por
infeccidn de las vias respiratorias, contaminacién u otros agentes irritantes de las vias

respiratorias” (Celli BR et al 2021).

La principal causa de las agudizaciones son las infecciones respiratorias, ya sea por
bacterias o virus, pudiendo coexistir ambos procesos, aunque es cierto que pueden estar

causadas por distintos agentes (GOLD 2022) (Celli BR et al 2007).

Las exacerbaciones, ademads, se clasifican en tres categorias segun la gravedad

(GOLD 2022):

a. Leves: los sintomas son leves y pueden ser tratados con cambios en la
medicacion cronica.
b. Moderadas: los sintomas deben tratarse con corticoides orales y antibidticos.

c. Graves: Necesitan ademas ingreso hospitalario.

1.4.4.1 Biomarcadores de las agudizaciones

Se han estudiado diferentes tipos de biomarcadores (entendiendo como
biomarcador cualquier molécula o material en muestra bioldgica que pueda ser
determinado), que estuvieran relacionados con la fisiopatologia de la enfermedad, la

inflamacién y el proceso destructivo en el pulmén (Barnes PJ et al 2006).

Los biomarcadores pueden medirse tanto en suero, como en orina, esputo, lavado
bronquioalveolar o en aire exhalado (Celli BR et a/ 2007), aunque por su manejo y facil
obtencién resultan mejores aquellos que pueden obtenerse directamente en una

analitica de sangre.

Estos biomarcadores podrian servir para varias situaciones clinicas en la EPOC. Por

ejemplo, algunos se han propuesto como posibles biomarcadores diagndsticos de las
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agudizaciones de la EPOC, otros como indicadores para establecer tratamiento con
antibidticos o con corticoides e incluso, en fase estable, podrian estimar el riesgo de

padecer una agudizacidon en los futuros meses.

A continuacion, se detallan divididos en dos grupos, los biomarcadores mas

utilizados en sangre y suero por una parte y en esputo por otra.

Biomarcadores en sangre y suero:

Los biomarcadores inflamatorios mas estudiados han sido la proteina C reactiva
(PCR), seguido de la interleucina 6 (IL-6) y el TNF-a (Chen YW et al 2016). El TNF-a es
una citoquina relacionada con la inflamacidn, estimula las células mesoteliales para la
produccién de IL-8 (interleucina 8), MCP-1 (proteina quimiotactica de monocitos 1) y
VEGF (vascular endotelial growth factor), la IL-6 es una glucoproteina proinflamatoria
que juega un papel a nivel sistémico y la PCR es un reactante de fase aguda, proteina
plasmadtica de sintesis hepatica que aumenta sus niveles significativamente en respuesta

a la inflamacion.

Se ha demostrado que estos factores estan aumentados en el plasma de pacientes
con EPOC estable y existe un aumento de estos durante las agudizaciones. Sin embargo,
todavia no esta demostrado que puedan relacionarse con el riesgo de desarrollar futuras
agudizaciones (Celli BR et al 2007). En primer lugar, porque todavia no se ha encontrado
un biomarcador especifico ni de la EPOC, ni mucho menos de las agudizaciones en la
EPOC, y, en segundo lugar porque muchos de los estudios en este campo cuentan con
pequefio tamafio muestral (los que cuentan con mayores numeros de eventos

agudizadores no superan los 100 casos por estudio) (Hoult G et al 2022).

Dentro de los biomarcadores relacionados con la inflamacidn, la mas estudiada ha
sido la PCR. Esta proteina se ha propuesto como biomarcador util para identificar
agudizaciones de la EPOC que pueden presentar mejor respuesta terapéutica a
tratamiento con antibidticos. En concreto, ocho estudios independientes sugirieron un
punto de corte para identificar aquellas infecciones producidas por bacterias de aquellas

que no lo eran, con un rango entre 5-110 mg/L, obteniendo mejores resultados con un
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corte en 15 mg/L (sensibilidad y especificidad del 95,5% y el 100% respectivamente)
(Hoult G et al 2022). Sin embargo, aunque es la mas selectiva, no es especifica ni de la

EPOC ni de las agudizaciones en pacientes con EPOC (Celli BR et a/ 2007).

Otro biomarcador a tener en cuenta durante las exacerbaciones de la EPOC es la
procalcitonina (PCT), debido a su papel como predictor de la duracién y el coste de las
hospitalizaciones (Gong C et al 2020). Varios estudios propusieron un punto de corte de
entre 0,03-1,03 ng/mL para diferenciar agudizaciones producidas por bacterias, de las
gue no lo eran, con una especificidad del 92,5% y una sensibilidad de casi el 79% si el

punto de corte se establecia en 0,76 ng/mL (Hoult G et al 2022).

La procalcitonina es un polipéptido precursor de la calcitonina que se sintetiza
fundamentalmente en las células C de la glandula tiroides, en el tejido neuroendocrino
de otros d6rganos como los pulmones y el intestino, y en procesos inflamatorios o
infecciones en el parénquima de diferentes 6rganos por el sistema mononuclear
fagocitico. Por este motivo no es especifica de las agudizaciones de los pacientes con
EPOC, pudiendo estar elevada en multitud de procesos, por lo que su uso sigue siendo

controvertido (GOLD 2022).

La adrenomedulina, y mas concretamente la proadrenomedulina (MR-proADM),
tiene un amplio rango de acciones incluyendo modular el sistema inmune e intervenir
en el metabolismo y en el sistema vascular. Ambas se han estudiado ampliamente en
otras patologias y parece que en la EPOC pueden ser biomarcadores prometedores en
predecir el riesgo de desarrollar agudizaciones severas, e incluso mortalidad durante las
agudizaciones (Citgez E et al 2018) (Zuur-Telgen MC et al 2021), aunque los estudios
realizados hasta el momento solamente han valorado estos resultados en pacientes con
EPOC estables. Ademas de elevarse en varios estados patoldgicos diferentes, son dos

biomarcadores de los que todavia no hay mucha bibliografia publicada en la EPOC.

El fibrindgeno es un marcador de inflamacidon sistémica y pudiera tener su
importancia en la patogénesis de la EPOC. Varios estudios han demostrado que niveles
por encima de 350 mg/dL en pacientes con EPOC, tienen un mayor riesgo de sufrir una

agudizacién de su EPOC (Hogea SP et al 2020). Sin embargo, al igual que en el resto de
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los biomarcadores estudiados en suero, se trata de una proteina que se eleva en muchos

otros procesos.

Biomarcadores en esputo:

Varios marcadores inflamatorios se encuentran elevados en el esputo inducido de
los pacientes con EPOC, durante las exacerbaciones agudas. Existen diferentes estudios
gue han observado aumento de las concentraciones sobre todo de TNF-a e IL-6, pero
también de IL-8, MPO (mieloperoxidasa), LTB4 (leucotrieno-B4) o endotelina-1 (Celli BR
et al 2007) (Hoult G et al 2022). Sin embargo, los estudios publicados son inconclusos o

no existe la suficiente evidencia cientifica para apoyarlos (Hoult G et al 2022).

Aunque se han medido estos y muchos otros biomarcadores para establecer el
diagndstico de la agudizacion en la EPOC, solamente la medicion de la PCR en suero es
la utilizada por los diferentes guias o comités de expertos (ROMA, GOLD, GesePOC) para
ayudar en el diagndstico y el prondstico de las agudizaciones. También, el color del
esputo observado sigue siendo muy sensible y especifico para reconocer alta carga

bacteriana durante las agudizaciones (GOLD 2022).

Por otro lado, la evaluacién de los eosindfilos en sangre periférica se recomienda en
todos los pacintes EPOC en fase estable, ya que se relacionan con una mejor respuesta
al tratamiento crénico con corticoides inhalados. Ademas, se ha demostrado que los
pacientes con eosinofilia (22%) en sangre periférica parecen tener un aumento de riesgo

de sufrir exacerbaciones (Hogea SP et al 2020).

Dado lo anterior, los biomarcadores mas establecidos en la practica clinica habitual
de estos pacientes son los niveles de eosinofilia en sangre periférica para establecer un
tratamiento (GOLD 2022), y la PCR, en caso de poder medirla, como factor prondstico

durante las agudizaciones de la EPOC.

Es por esta falta de biomarcadores, entre otras causas, por lo que en GOLD se siguen
clasificando las exacerbaciones en leves o graves segun el tratamiento que reciben los
pacientes, y la necesidad o no de hospitalizacion (GOLD 2022), en lugar de basarse en

parametros analiticos.
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1.4.4.2 Implicaciones para la EPOC

La historia natural de la EPOC suele estar marcada por exacerbaciones periédicas
que son de gran importancia, empeorando los sintomas habituales como la disnea o la
produccién de moco. Estas agudizaciones tienen una gran implicacion en la salud de los
pacientes, pudiendo acelerar la progresién de la enfermedad, el aumento en las visitas
a urgencias y las hospitalizaciones (Chen YW et a/ 2016) (Celli BR et al 2007) (Anthonisen
NR et al 1987) (Hurst JR et al 2007).

A pesar de la importancia de estas agudizaciones, se ha demostrado que hay un
claro infradiagndstico de ellas, ya que se estima que solamente el 50% se informan a los
médicos, a pesar de asociarse con deterioro de la funcién pulmonar y aumento de la

clinica respiratoria (Rodriguez-Roisin R 2000).

Las agudizaciones suelen durar entre 7 y 10 dias, aunque algunos episodios pueden
durar mds, pero lo verdaderamente significativo es que menos de un 20% de los
pacientes recuperan su estado basal previo tras 8 semanas (Seemungal TA et al 2000).
Ademas, las exacerbaciones también pueden agruparse en el tiempo, y una vez que un
paciente con EPOC experimenta una agudizacidon, mostrara una mayor susceptibilidad a

otro episodio (Donaldson GC et al 2015) (Soler-Catalufia JJ et al 2005).

Inicialmente los factores que se asociaban a una mayor mortalidad en los pacientes
con EPOC incluian el FEV1, la edad, la hipoxemia e hipercapnia, las comorbilidades

concomitantes, la hipertension pulmonar y el indice de masa corporal.

Recientes estudios han demostrado que, en aquellos pacientes con exacerbaciones
frecuentes, la funcién pulmonar se deteriora mas rapidamente provocando una caida
progresiva del FEV1 de manera independiente (Soler-Catalufia JJ et al 2005). Ademas,
parece que tienen un impacto negativo, independientemente de otros factores, con
aumento de la mortalidad y de la frecuencia de nuevas agudizaciones, particularmente
aquellas que requieren ingreso hospitalario (Donaldson GC et al 2015) (Donaldson GC et

al 2002) (Soler-Cataluiia JJ et al 2005).
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Es por esto por lo que se creé en 2009 un nuevo indice con todas estas variables,
con el fin de poder objetivar el riesgo de estos pacientes, llamado el indice BODEX (Soler-

Cataluia JJ et al 2009), del que hablaremos mas adelante.

También se han asociado al riesgo de padecer una agudizacion de la EPOC otros
factores, entre los que destacan las comorbilidades relacionadas a estos pacientes.
Entre ellas destacan las enfermedades cardiovasculares, la sarcopenia, el reflujo
gastroesofagico, las bronquiectasias e incluso cumplir criterios clinicos de bronquitis

cronica (Hogea SP et al 2020).

Teniendo en cuenta el gran impacto de las agudizaciones en el curso natural de la
EPOC, es de suma importancia reconocer que factores de riesgo se asocian a la aparicién
de exacerbaciones (Hogea SP et al 2020), y es imprescindible prevenir las recurrencias,
para evitar que modifiquen negativamente el estado de salud de los pacientes con EPOC

a largo plazo (Celli BR et al 2007).

Todo ello permitiria reducir de manera significativa la mortalidad y las
hospitalizaciones, y asi disminuir la utilizacidn de los servicios de salud (Rodriguez-Roisin

R 2000).

1.5. CLASIFICACION DE LOS PACIENTES CON EPOC

Para catalogar a los pacientes, la gravedad de su enfermedad y predecir el riesgo de
futuros eventos adversos se creé una primera clasificacion de los pacientes con EPOC
que utilizaba como factor clave la limitacién al flujo de aire (Rabe KF et al 2007). De esta

forma, se estratificaba en cuatro categorias, desde formas leves a muy severas.

Los cortes espirométricos propuestos y que se siguen utilizando en la actualidad

fueron los siguientes (Tabla 4) (GOLD 2022).
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Tabla 4. Clasificacion GOLD. Tabla adaptada de GOLD 2022.

En pacientes con FEV1/FVC < 0,70:

GOLD 1 FEV1 > 80% Leve
GOLD 2 FEV1 entre 50% y 79% Moderada
GOLD 3 FEV1 entre 49% vy 30% Grave
GOLD 4 FEV1 < 30% Muy grave

FEV1: forced expiratory volume in the first second o volumen espiratorio forzado en el primer
segundo; FVC: forced vital capacity o capacidad vital forzada. GOLD: Global initiative for Chronic

Obstructive Lung Disease.

El FEV1 tiene limitaciones a la hora de evaluar pacientes en situacién aguda, como
ocurre durante los ingresos hospitalarios y durante la toma de decisiones terapéuticas,
como veremos mas adelante (GOLD 2022). A esto se aflade que la EPOC es una
enfermedad tan compleja que no permite que estos pacientes se clasifiquen
Unicamente segun la limitacion del flujo aéreo, y es por lo que, en 2017, se adoptd una

nueva clasificacion, ABCD (GOLD 2017), que hoy en dia se sigue utilizando y que

complementa a la anteriormente mencionada (Figura 1).

Figura 1. Clasificacién EPOC, ABCD. Tabla adaptada de GOLD 2022.

Antecedentes
de
exacerbaciones

> 2 exacerbaciones
0 2 1 hospitalizacion

C

0 o 1 exacerbacién

A

B

mMRC: Modified British Medical Research Council o escala modificada del Medical Research

mMRCO-1 mMRC > 2
CAT <10 CAT =210
Sintomas

Council, CAT: COPD Assessment Test o cuestionario CAT.
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Esta nueva clasificacion incluye cuatro nuevas categorias (ABCD) que se separan de
los grados espirométricos. Estos nuevos grupos tienen en consideracidn otras variables,
como los sintomas segun el grado de disnea segun la escala mMMRC (Fletcher CM et al
1959) y la escala CAT (Jones PW et al 2009), asi como el riesgo medido en la frecuencia
de las exacerbaciones (GOLD 2022). Todos los componentes de esta clasificacién de

riesgo han demostrado poder predictivo sobre la mortalidad (Cabrera Lopez et al 2017).

Combinando ambas clasificaciones se obtiene que el numero proporciona
informacidn sobre la gravedad de la limitacion del flujo de aire (grado espirométrico 1 a
4), mientras que la letra (grupos A a D) proporciona informacidn sobre la carga de
sintomas y el riesgo de exacerbacidn, lo que se puede utilizar para guiar la terapia en los

pacientes con EPOC (GOLD 2022).

En la ultima guia espafiola de la GesEPOC, se ha propuesto una nueva clasificacion
para estratificar el nivel de riesgo entendido como probabilidad de presentar
agudizaciones, progresion de la enfermedad, futuras complicaciones, mayor consumo
de recursos o mayor mortalidad en dos niveles: bajo y alto (Miravitlles M et al 2021)
(Tabla 5). Ademas, todos los componentes de esta clasificacion de riesgo han

demostrado poder predictivo sobre la mortalidad (Cabrera Lopez et al 2017).

Tabla 5. Estratificacion en bajo y alto riesgo. Tabla adaptada de GesEPOC.

ESTRATIFICACION

Riesgo BAJO Riesgo ALTO
(Se deben cumplir todos los (Se debe cumplir al menos 1
criterios) requisto)
OBSTRUCCION
> 509 v
(FEV1 post-BD %) 2 50% <50%
DISNEA (mMRC) 0-1 2-4
EXACERBACIONES - [ .
. o 0-1siningreso 2omaso lingreso
(ultimo afo)

FEV1: forced expiratory volume in the first second o volumen espiratorio forzado en el primer
segundo, BD: broncodilatador, mMRC: Modified British Medical Research Council o escala
modificada del Medical Research Council.
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1.6. PRONOSTICO

1.6.1. ESPIROMETRIA

La funcién primordial de la espirometria es el diagndstico de los pacientes con EPOC.
Ademas, el FEV1 es un pardmetro muy importante para la prediccién de resultados
clinicos importantes, como la mortalidad y las hospitalizaciones. También se utiliza para
considerar terapias no farmacoldgicas, como la reduccién del volumen pulmonar o el

trasplante de pulmén (GOLD 2022).

1.6.2. TEST DE LA MARCHA DE 6 MINUTOS

Uno de los indicadores del estado de salud y predictor de prondstico en pacientes
con EPOC es el ejercicio fisico. Se puede evaluar de multiples formas, siendo el test de
la marcha de 6 minutos (TM6M) el mas utilizado, debido a que es una prueba sencilla,

facil de efectuar y normalmente bien tolerada (GOLD 2022).

Esta prueba mide la distancia que un paciente puede caminar de manera agil sobre
una superficie plana y dura, en un periodo de 6 minutos. Evaliua de manera global e
integrada todos los sistemas implicados durante el ejercicio, incluyendo el sistema
pulmonar y cardiovascular, la circulacién periférica, las unidades neuromusculares, vy el

metabolismo muscular (ATS statement: guidelines for the six-minute walk test, 2002).

Existen multiples evidencias cientificas sobre la relacidn entre los niveles
reducidos de ejercicio fisico con un mayor riesgo de mortalidad, de hospitalizacién y

reingreso en el afio siguiente por exacerbaciones de la EPOC (Cosio BG et al 2021).

1.6.3. INDICE BODE E INDICE BODEX

Existen muchas variables que ayudan a clasificar a los pacientes segun el riesgo de

mortalidad, pero uno de los mas utilizados en la practica clinica habitual ha sido el indice
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BODE (Tabla 6) (Celli BR, Cote CG et al 2004).

Este indice se utiliza para categorizar a los pacientes con EPOC segun cuatro

caracteristicas tipicas:

e B: “Body-mass index” o indice de masa corporal medido por el IMC.

e O: “Obstruction” o el grado de obstruccién al flujo de aire mediante la
medicion del FEV1 en porcentaje.

e D: “Dyspnea” o disnea, medida por la mMRC.

e E: “Exercise capacity” o la capacidad de ejercicio medida por la prueba del

TM6M.

Tabla 6. indice BODE. Tabla adaptada de Celli BR, Cote CG et al 2004.

Puntuacion
Marcadores

IMC (kg/m?)
FEV1 (%) 265 50 -64 36-49 <35
Disnea (mMMRC) 0-1 2 3 4
TM6M (m) > 350 250 - 349 150 - 249 <149

IMC: indice de masa corporal; FEV1: forced expiratory volume in the first second o volumen
espiratorio forzado en el primer sequndo;, mMRC: Modified British Medical Research Council o
escala modificada del Medical Research Council; TEMM: distancia recorrida en metros a la
prueba de los 6 minutos de marcha; m: metros.

La ponderacién del indice BODE va de 0 a 10 puntos, y se divide en los siguientes

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
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Aungue existen ciertos puntos que podrian ser conflictivos como, por ejemplo, que
el IMC no distingue entre baja masa muscular y baja masa grasa (que por si misma no
seria un factor de riesgo), se sigue utilizando en la clinica habitual. Esto se debe
fundamentalmente a que se ha demostrado que 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 (Celli BR, Cote CG et al 2004).

Sin embargo, el indice BODE no incluye las agudizaciones que se encuentran,
ademas, entre los factores prondstico que mads interés tienen, sobre todo aquellas
producidas en los ultimos meses. Es por lo que se disefié el indice BODEx (Tabla 7), que
sustituye la “E” de capacidad de ejercicio, por la “Ex” de exacerbaciones graves (Soler-

Catalufia JJ et al 2009).

Tabla 7. indice BODEXx. Tabla adaptada de Soler-Catalufia JJ et al 2009.

Puntuacion

Marcadores

IMC (kg/m?)
FEV1 (%) > 65 50- 64 36-49 <35
Disnea (mMRC) 0-1 2 3 4
Ex graves (n?) 0 1-2 >3 -

IMC: indice de masa corporal; FEV1: forced expiratory volume in the first second o volumen
espiratorio forzado en el primer sequndo;, mMRC: Modified British Medical Research Council o
escala modificada del Medical Research Council; Ex: exacerbaciones; n®: numero.

La clasificacion de la gravedad segun el indice BODEx posee los mismos puntos de
corte por cuartiles que el indice BODE y puede ser util sobre todo en aquellos pacientes
con EPOC de reciente diagndstico en los que no se cuenta con el TM6M (Soler-Catalufia

JJ et al 2009).
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1.6.4. DISFUNCION MUSCULAR MEDIDA POR FFMI

La prevalencia de la debilidad muscular del musculo esquelético aumenta con la
gravedad de la enfermedad respiratoria, y esto provoca una menor resistencia al
ejercicio fisico, mayor sedentarismo y peor calidad de vida, perpetuando por ende la

debilidad muscular (Hogea SP et al 2020).

En los pacientes con EPOC la composicién corporal sufre grandes variaciones por el
proceso propio de la enfermedad (Maltais F et al 2014). El IMC, aunque ha sido muy
utilizado en la clinica para medir estas variaciones, no tiene en cuenta datos de gran
importancia en estos pacientes, como son la cantidad de grasa corporal o la masa libre

de grasa (FFM).

Aunque la relacién entre el IMC y la mortalidad en los pacientes con EPOC es bien
conocida, recientemente se ha podido demostrar, de forma independiente, que el FFMI
se asocia mejor con la mortalidad de los pacientes con EPOC, incluso con o sin ajuste por
volumen pulmonar vy, por tanto, con su pronéstico. Es por esto por lo que parece ldgico
pensar que las nuevas estrategias terapéuticas encaminadas a suplir esto, deberian

depender de la composicidn corporal y no unicamente del IMC (Schols AM et al 2005).

1.7. TRATAMIENTO

Segun la Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD 2022), todos
los pacientes con EPOC deben tener una evaluacién de la gravedad de la obstruccion del
flujo de aire, sintomas, antecedentes de exacerbaciones, exposicién a factores de riesgo
y comorbilidades para guiar el manejo de estos pacientes y propone, ademds, cuatro

puntos clave para el tratamiento de la EPOC estable:

e La estrategia para tratar a los pacientes con EPOC debe estar basada
principalmente en la evaluacion de los sintomas y el riesgo futuro de

exacerbaciones.
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Los objetivos del tratamiento deben ser la reduccién de los sintomas y el
riesgo de futuras exacerbaciones.

Se debe animar y apoyar al abandono tabaquico.

Las estrategias deben incluir intervenciones farmacolégicas y no

farmacoldgicas.

Entre los farmacos que recomiendan se encuentran:

1.

2.

3.

Broncodilatadores: Actian modificando el tono del musculo liso de las vias
respiratorias. Esta circunstancia produce un ensanchamiento de estas vias
aumentando el FEV1. Existen broncodilatadores de dos tipos, de accion
corta y de acciodn larga:
a. De accion corta:
e SAMA (Short-acting antimuscarinics o antimuscarinicos de
corta duracién)
e SABA (Short-acting beta 2 agonists o beta 2 adrenérgicos
de corta duracion)
b. De accidn larga:
e LAMA (Long acting muscarinic  antagonist o
anticolinérgicos de accion larga)
e LABA (Long acting beta 2 agonists o agonistas beta 2

adrenérgicos de accion larga)

Corticosteroides inhalados (Cls): No deben usarse en monoterapia, ya que
no modifica el curso de la enfermedad (ni mejora el FEV1 ni la mortalidad)
pero se recomienda su uso en combinacion con broncodilatadores en
pacientes con EPOC moderado a severo, siempre que tengan niveles de
eosindfilos altos, ya que mejora el estado de salud y reduce las

exacerbaciones (GOLD 2022).

Triple terapia (LABA/LAMA/CIs): Ha demostrado mejorar la funcion
pulmonar, reducir las exacerbaciones y mejorar las complicaciones

comunicadas por los pacientes en determinadas circunstancias. Sobre todo,
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han reportado mejoria en cuanto a la mortalidad en pacientes con EPOC
sintomaticos con antecedentes de exacerbaciones frecuentes y/o graves
gue recibian previamente terapia de mantenimiento con broncodilatadores
de accién prolongada simples o dobles, LABA/Cls o triple terapia (GOLD
2022).

Por ultimo, si el paciente ha sido recientemente diagnosticado, se propone para
iniciar el tratamiento un enfoque adaptado en funcién del nivel de sintomas y del riesgo

de exacerbaciones, basado en el sistema ABCD (Figura 2).

Figura 2. Tratamiento farmacoldgico inicial adaptado de GOLD 2022.

D
> 2 exacerbaciones C LAMA or LAMA + LABA*
o 2 1 hospitalizacién Al o Cls + LABA**
A B
0 0 1 exacerbacién . Bron‘c’odilatador de larga
Broncodilatador accion (LABA o LAMA)
mMRCO0-1 mMRC 2 2
CAT <10 CAT 210

*Se debe considerar si el paciente es muy sintomatico (por ejemplo; CAT > 20).
**Considerar si la cifra de eosindfilos es > 300 células/microlitro.

LAMA (Long acting muscarinic antagonist o anticolinérgicos de accion larga), LABA (Long acting
beta 2 agonists o agonistas beta 2 adrenérgicos de accion larga), Cls: inhaled corticosteroids o
corticoids inhalados, mMMRC: Modified British Medical Research Council o escala modificada del
Medical Research Council, CAT: COPD Assessment Test o cuestionario CAT.

Sin embargo, la ultima guia espafiola de la GesEPOC propone ajustar los
tratamientos de los pacientes con EPOC segun la clasificacidn de riesgo que vimos
anteriormente (Tabla 5). De esta manera el tratamiento de los pacientes seria de

acuerdo a su nivel de riesgo dividido en dos niveles: bajo y alto (Miravitlles M et al 2021).
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En el manejo de los pacientes con EPOC se deben incluir también tratamientos no
farmacoldgicos o adicionales, como la rehabilitacion pulmonar o la terapia con oxigeno
domiciliario (GOLD 2022), asi como tratamiento de las comorbilidades relacionadas con

estos pacientes como son la disfuncién muscular y la caquexia (Schols AM et al 2005).

Concretamente, la terapia con oxigeno domiciliario ha demostrado aumentar la
supervivencia Unicamente en aquellos pacientes con hipoxemia arterial severa, aunque
no es beneficiosa, ni tampoco aporta ningun beneficio al resto de los pacientes. Sin
embargo, la rehabilitacién pulmonar si que ha reportado mejores resultados en
cualquier paciente con EPOC, ya que mejora la disnea, el estado de salud y la tolerancia
al ejercicio, ademas de aliviar otros sintomas asociados a estos pacientes como la

ansiedad y la depresién (GOLD 2022).

1.8. MOLECULAS ASOCIADAS CON LAS MITOCONDRIAS

La disfuncién mitocondrial es un concepto amplio, en el que se incluye la excesiva
generacién de ROS mitocondriales, y desempeiia un papel central, pero no unico, en el
estrés oxidativo, la senescencia celular y la inflamacion crdnica. Esta disfuncidon puede
generarse por multiples causas, como hemos visto, y estdn ampliamente documentadas
las alteraciones de las mitocondrias en la EPOC a nivel broncopulmonar, muscular e
inmunoldgico (Barreiro E et al 2016) (Bewley MA et al 2017) (Hara H et al 2018) (Jiang Y
et al 2017) (Kang M-J et al 2016) (Liu X et al 2017) (Michaeloudes C et al 2017) (Prakash
YS et al 2017).

Las células reaccionan continuamente a los cambios ambientales a los que estan
sometidas (Quirds PM et al 2016). En situaciones de estrés celular en el que las células
se ven sometidas a condiciones ambientales adversas, como por ejemplo el dafio en el
ADN, la deprivacién de nutrientes, los cambios en la temperatura o en el pH de la célula,
se activan mecanismos de defensa para proteger la integridad de la célula. Un ejemplo
de este hecho es cuando desde el nucleo celular se envian sefales a las mitocondrias

para que modifiquen su funcién y se adapten al cambio, lo que se denomina sefializaciéon

35



anterdgrada del nucleo a las mitocondrias o “sefializacion retrégrada no auténoma o

extracelular” (Quirds PM et al 2016) (Whelan SP et al 2013).

En cambio, la sefializacion “retrégrada auténoma o intracelular” se activa cuando
las mitocondrias se encuentran bajo estrés, como cuando hay un exceso de produccién
de radicales libres de oxigeno o cuando hay proteinas intramitocondriales mal plegadas.
En estas situaciones, las mitocondrias envian sefales al nlcleo de su propia célula para
que modifique la produccion de proteinas que ayudan a prevenir o corregir el dafo
mitocondrial producido. Estas proteinas incluyen chaperonas, antioxidantes y enzimas

proteoliticas (Quirds PM et al 2016)

Se ha demostrado que las mitocondrias estresadas producen una serie de
moléculas, con efectos en la célula que las produce y en células a distancia. Estos
péptidos son conocidos, desde los trabajos del grupo de Dillin (Durieux J et al 2011)
(Schinzel R et al 2015), como "mitokinas" y transmiten sefiales desde los tejidos con
mitocondrias estresadas a todo el organismo, actuando como hormonas que preparan

al organismo para responder al estrés celular al que va a ser sometido.
Existen al menos dos tipos distintos de mitokinas:

e Las mitokinas primarias, son aquellas que son producidas directamente por
las mitocondrias y son, por tanto, codificadas en el DNA mitocondrial
(MtDNA).

e Las mitokinas secundarias, son aquellas que son producidas indirectamente
por las mitocondrias y se activan por una sefalizacidon retrégrada no
autonoma (por ejemplo, el ATF4 o Activating Transcription Factor 4 y el ATF5
o Activating Transcription Factor 5). Son codificadas en el DNA del nucleo

(NDNA).

Antes se pensaba que el mtDNA codificaba 37 genes, incluyendo 13 péptidos
exclusivos de las mitocondrias, que son subunidades de la cadena de transporte de
electrones y que son esenciales para la produccién de energia celular. Ademas de estos
péptidos, se pensaba que el mtDNA codificaba 22 RNAs de transferencia (tRNA) y 2 RNAs

ribosémicos (rRNA). Sin embargo, actualmente se sabe que el mtDNA también contiene
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sORFs (“short open reading frames”). Estas regiones son secuencias de ADN que
codifican para proteinas de menos de 100 aminoacidos con funciones importantes en la

célula, como las regulaciones transcripcionales, proteinas de sefializacién y mitokinas.

La Humanina (HN), la MOTS-c (“mitochondrial open reading frame of the 12S
ribosomal RNA type-c”), o los seis péptidos pequefios similares a la Humanina (SHLPs
1-6), son ejemplos de mitokinas primarias que se conocen. Aunque no se sabe qué
mecanismos provocan la sintesis y liberaciéon de estas mitokinas, se sospecha que

posiblemente se relacionen con una activacion ribosomal.

Las proteinas conocidas como mitokinas secundarias, que son codificadas en el ADN
nuclear, se secretan debido al estrés celular y a la activacion previa de los genes ATF4 y
ATF5, que se activan por disfuncién mitocondrial. Entre las mitokinas secundarias
identificadas se encuentran el FGF-21 (factor de crecimiento fibroblastico 21), el GDF-15
(factor de crecimiento y desarrollo 15), la folistatina y la intermedina (Quirés PM et al

2017).

Aunque todavia no se conoce bien el funcionamiento de las mitokinas, se han
reportado tanto efectos positivos como negativos de estas moléculas en la literatura

cientifica (Conte M et al 2019).

Se han estudiado varias mitokinas a lo largo de los ultimos afios. A continuacidn, se
detallan aquellas que han sido objeto de investigacidn en este trabajo, concretamente
la Humanina, el GDF-15, el FGF-21 y la MOTS-c. También se incluye la Romo1 (Reactive
oxygen species modulator 1) que, aunque no sea una mitokina, es una molecula
asociada a la mitocondria y ha sido estudiada al igual que las anteriores por su posible

implicacion con la EPOC.

1.8.1. HUMANINA

La Humanina es una de las mitokinas primarias que ha sido objeto de una gran
cantidad de investigaciones cientificas (junto con el GDF-15 del que hablaremos mas

adelante). La HN es un péptido que fue descubierto en 2001, en el tejido cerebral
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superviviente de pacientes con enfermedad de Alzheimer, donde se demostré que tenia
cierto efecto protector, al encontrar que protegia frente a la muerte neuronal producida
por la proteina precursora de amiloide (Bachar AR et al 2010) (Lee C et al 2013) (Yen k
et al 2013). El término “Humanina” fue acuifado por su descubridor, el profesor
Nishimoto, para denotar el potencial de esta molécula para restaurar la “humanidad”
de los pacientes con la enfermedad de Alzheimer (Hashimoto Y et al 2001) (Lee C et al

2013).

Poco después se descubrié que la Humanina podia unirse al IGFBP3 (insulin-like
growth factor binding protein 3) y al Bak (Bcl-2-antagonist/killer), dos proteinas pro-
apoptoticas, antagonizando su efecto, al evitar que se transloquen a las mitocondrias y,
por tanto, protegiendo a las células de la muerte celular con una alta afinidad y

especificidad (lkonen M et al 2003) (Lee C et al 2013).

La Humanina es una proteina que difiere de longitud, dependiendo del lugar de
sintesis, debido a las diferencias de traduccién entre las mitocondrias y el citoplasma.
Estd compuesta por 21 o 24 aminoacidos, ya sea mitocondrial o citoplasmatica
respectivamente, y aunque la secuencia difiere ligeramente entre ambas, contienen los
mismos dominios esenciales para la secrecidn y citoproteccién (Charununtakorn ST et al

2016) (Gong Z et al 2018) (Sreekumar PG et al 2016) (Yen k et al 2013).

La via extracelular de la HN depende de receptores transmembrana que se activan
por la unién de ligandos especificos, los GPCR (“G protein-coupled receptor”) que son
ampliamente distribuidos por todos los tejidos y juegan un importante papel en la
regulaciéon de la respuesta inflamatoria, la homeostasis celular y la respuesta al estrés.
Los monocitos, las células alveolares y los eosinéfilos expresan receptores de HN, pero
la mayor expresidon de estos receptores se encuentra en los macréfagos pulmonares

(Devosse T et al 2009).

Entre otras funciones, la HN se ha demostrado que regula la fosforilacién oxidativa,
activa la sintesis de antioxidantes y chaperonas para las proteinas mal plegadas en
muchos tejidos. Ademas, desempeiia un papel en multiples enfermedades, incluidas las
enfermedades cardiovasculares, jugando un papel citoprotector frente al estrés

oxidativo en la arterioesclerosis, la diabetes mellitus tipo 2 (DM2), la pérdida de
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memoria, la esclerosis lateral amiotroéfica, el epitelio pigmentario de la retina y muchas
otras patologias relacionadas con la edad (Bachar AR et al 2010) (Cai H et al 2021)
(Charununtakorn ST et al 2016) (Gong Z et al 2018) (Lee C et al 2013) (Sreekumar PG et
al 2016) (Yen k et al 2013).

A nivel metabdlico, tiene efectos beneficiosos ayudando a mejorar la sensibilidad a
la insulina, protegiendo las células del pancreas de dafio oxidativo y actuando como un
regulador negativo del factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF1) (Gong Z et al
2014) (Kim SJ et al 2017) (Yen k et al 2013). La HN incluso empieza a ser estudiada en

pacientes con cancer, aunque su implicacidn todavia no estd clara (Gong Z et al 2018).

A pesar de que la EPOC estd estrechamente relacionada con la inflamacién crdénica
y el estrés oxidativo (Domej W et al 2014), y que la mayor concentracion de receptores
para la HN se encuentra en los receptores de los macréfagos alveolares (Devosse T et al
2009), hasta el momento no se ha realizado ningun estudio para evaluar los niveles de

HN en esta patologia.

1.8.2. GDF-15

El GDF-15 es una mitokina secundaria pleiotrdpica, que suele secretarse como una
proteina dimérica de 224 aminoacidos, asociada a la inflamacion y el metabolismo, que
se expresa en muchos tejidos como el rifién, higado, musculo, tejido adiposo, sistema
nervioso central, placenta... (Chung HK et al 2017) (Mullican SE et al 2018) (Tsai vVWW et
al 2018).

ActUa a través de un receptor el GFRAL (receptor alfa-like del factor neurotrdfico
derivado de la glia) identificado en el area postrema y el nucleo del tracto solitario y, al
igual que FGF-21, activa la via Akt, lo que permite que las células respondan a los
cambios producidos en el medio ambiente y regulen procesos biolégicos importantes

(Mullican SE et al 2018) (Tsai vVWW et al 2018).

Ademas, se ha descubierto que el GDF-15 puede activar a través de factores de

transcripciéon p53 y EGR-1 (early growth response 1), que desempefian un papel
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importante en la regulacidn del ciclo celular, lo que sugiere que podria tener un papel

en la regulacidn de la supervivencia celular (Tsai VWW et al 2018).

Los niveles elevados de GDF-15 se han asociado con procesos fisioldgicos, por
ejemplo aumentan tras el ejercicio, y en multiples procesos patoldgicos.
Fundamentalmente se ha relacionado con el cancer, la caquexia (a través de la
regulacion del apetito), las enfermedades cardiovasculares y renales, los procesos
inflamatorios, asi como con la EPOC (Adela R et al 2015) (Tsai vVWW et al 2018) (Patel
MS et al 2016).

Se ha demostrado que existen enfermedades mitocondriales primarias en las que
se ha encontrado, de manera consistente, la sobreexpresion de GDF-15 y una elevacion
de los niveles séricos, por lo que también se ha planteado su uso como biomarcador de

estos procesos (Tsai VWW et al 2018).

Concretamente los niveles de GDF-15 a menudo se han correlacionado con la
pérdida de peso, y el mal prondstico, e incluso, los niveles de esta mitokina pueden llegar
a ser predictivos de mortalidad por cualquier proceso patolégico o enfermedad, incluida
la EPOC (Verhamme FM et al 2019) (Mullican SE et al 2018). El mecanismo que relaciona
la proteina con la mortalidad no estd claro, pero algunas pruebas sugieren que GDF-15

puede promover el desgaste muscular (Patel MS et a/ 2016).

Los niveles plasmaticos de GDF-15, y otras mitokinas como la HN o el FGF-21 del
gue hablaremos mas adelante, se han visto elevados con la edad, siendo todavia mas
altos cuanto mayor era el grupo de edad. Entre estas tres mitokinas, la correlacién con
la edad era especialmente evidente en el caso de GDF-15 (Conte M et al 2019), y como

hemos comentado, es ademas la Unica que se ha estudiado en el contexto de la EPOC.

Todos los mecanismos que pueden generar estrés mitocondrial y elevan GDF-15
incluyen la hipoxia, el estrés oxidativo y el aumento de citokinas inflamatorias, todas
ellas relevantes en la patogénesis de la EPOC (Patel MS et al 2016). Ademas, el GDF-15
se ha estudiado como posible biomarcador de la gravedad de los pacientes con EPOCy
como posible factor etioldgico en la progresion de la enfermedad (Verhamme FM et al

2019)

40



Por ultimo, el GDF-15 se ha asociado con la pérdida muscular en los pacientes EPOC
de manera independiente a la regulacién y supresion del apetito. Concretamente Patel
PM et al, observaron que no habia asociacién de GDF-15 con el IMC y, ademas,
demostraron en modelos animales que la sobreexpresién de GDF-15 provocd un
desgaste muscular local directo. Sin embargo, la contribucion relativa de cada
mecanismo todavia no esta clara, pudiendo ser un mecanismo en tandem con la

supresion del apetito, caracteristica propia de la mitokina (Patel MS et al 2016).

1.8.3. FGF-21

El FGF-21 es una mitokina secundaria con un total de 208 aminoacidos en su
secuencia, que se secreta principalmente por el higado vy el tejido adiposo a través del
receptor PPAR alfa y gamma (Hanks LJ et a/ 2015), aunque puede encontrarse en otros
organos como el corazén, el musculo, el pancreas o en sangre periférica, en respuesta

al estrés mitocondrial (Fisher FM et al 2015) (Oost LJ et al 2019)

Es un gran regulador de la homeostasis de lipidos locales y sistémicos, de la glucosa
y del metabolismo energético (Luo Y et al 2017), que aumenta en las situaciones de
ayuno estimulando la cetogénesis y la beta oxidacién de los acidos grasos (Fisher FM et
al 2015) y en cualquier situacién de estrés mitocondrial que active las sefiales

mitocondria-nucleo (Luo Y et al 2017) (Restelli LM et a/ 2018).

En condiciones normales se secreta por el higado, pero en otras situaciones como
en procesos de ayuno, estrés en el reticulo endoplasmatico, disfuncion mitocondrial u
obesidad, su sintesis depende del musculo esquelético por la via insulina/Akt. Esta via
desempeiia un papel importante en la regulacién del ciclo celular, la apoptosis celular,
la regulacién del metabolismo energético y la homeostasis (Hanks LJ et al 2015) (Gifford

JR et al 2018) (Oost LI et al 2019).

En algunos modelos in vitro, se ha observado que el FGF-21 secretado por los
musculos participd en respuestas integradas causando efectos a nivel sistémico no
auténomo, como en la cascada de la inflamacion, alteraciones metabdlicas, asi como se

vio implicado en procesos de envejecimiento y senescencia precoz (Hanks LJ et al 2015)
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(Oost LI et al 2019). Dado que el proceso de envejecimiento estd asociado a cambios en
la composicidn corporal con aumento del tejido adiposo y con pérdida de masa corporal,
se considera que la sintesis de FGF-21 en estos tejidos, podria cambiar de forma

concomitante estos y otros érganos (Hanks LJ et al 2015).

El FGF-21 se considera, por tanto, una hormona metabdlica y un marcador de estrés
nutricional (Scholle LM et al 2018), aunque todavia estan en discusion los mecanismos
gue median esta mitokina y su rol preciso en el contexto de la homeostasis del musculo
esquelético (Oost LJ et al 2019), por lo que se necesitan nuevas investigaciones en estos

campos.

Aunque esta hormona ha sido propuesta como biomarcador sérico de trastornos
mitocondriales especificos del musculo (Suomalainen A et al 2011), no hay estudios que

describan el FGF-21 en la EPOC, al igual que ocurre con la HN y la MOTS-c.

1.8.4. MOTS-c

La MOTS-c es una mitokina primaria compuesta por solamente 16 aminoacidos, de
reciente descubrimiento y que se encuentra en el ADN mitocondrial, sintetizada
Unicamente en los ribosomas citosdlicos. Se ha observado que tiene propiedades
antioxidantes y metabdlicas beneficiosas ayudando a reducir la resistencia a la insulina
y prevenir la obesidad (Lee C et al 2015) (Kim KH et al 2018) (Kumagai H et al 2021)
(Mangalhara KC et al 2018). Recientes investigaciones han revelado que, ademas,
aumenta con el ejercicio intenso agudo, aunque disminuye en asociacién con la diabetes

mellitus, la enfermedad coronaria y la insuficiencia renal (Merry TL et al 2020).

Por otra parte, se ha hipotetizado que puede disminuir la resorcidn dsea, por lo que
puede tener efectos antiosteopordticos (Ming W et al 2016), asi como se ha sugerido
gue puede existir un vinculo entre los niveles elevados de MOTS-c y una vida prolongada

(Lee C et al 2015) (Fuku N et al 2015).
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El 6rgano diana principal, parece ser el musculo esquelético (Lee C et al 2015) y se
cree que pueda tener un papel en la atrofia muscular, aunque se desconoce en

profundidad su posible implicacién (Kumagai H et al 2021)

Recientemente se ha detectado en sangre periférica, aunque todavia se desconoce
como penetra en las células diana a pesar de ser una mitokina similar a la HN, debido a

que no se han identificado receptores especificos (Reynolds JC et al 2021).

In vitro, ante una restriccién de glucosa se incrementa la produccion de MOTS-c,
que activa la proteina cinasa activada por monofosfato de adenina (AMPK), enzima que
al activarse induce una serie de cambios metabdlicos que ayudan a la célula a conservar
energia. Posteriormente, se transloca al nucleo, donde se une a secuencias de
elementos de respuesta antioxidante en las regiones promotoras del factor nuclear
derivado del eritroide 2 (NRF2) y otros factores de transcripcién, modulando asi

actividad del gen diana (Kim KH et al 2018).

1.8.5. ROMO1

Romol no se considera una mitokina, pero si una molécula asociada a la
mitocondria, ya que se encuentra localizada en la membrana mitocondrial interna,
regulando la integridad de las crestas mitocondriales (Swarnabala S et al 2015). Es una
proteina sensible al redox que tiene la capacidad de modificar la produccién de ROS,
participando en la regulacion del equilibrio entre antioxidantes y oxidantes, involucrada

en la proteccién celular (Swarnabala S et al 2015).

Concretamente, existen varias dianas de ROS en las vias respiratorias de los
pacientes con EPOC, que afectan a la inflamacidn, la senescencia celular, la defensa de
la mucosa contra bacterias y virus, incluida la reduccién de la fagocitosis (Swarnabala S

et al 2015).

Los estudios sugieren que Romol interviene en enfermedades asociadas al estrés
oxidativo y la inflamacién, pero hasta el momento solamente hay un articulo publicado

gue mida la asociacién entre Romo1 y pacientes con EPOC, con un nimero muy bajo de
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pacientes (n=49) compardndolos con controles (n=39), donde se encontré una

correlacién negativa entre los niveles de esta proteina y el FEV1 (Ye L et al 2019).

Sin embargo, es una molécula que parece de gran importancia en los pacientes con
EPOC, ya que se ha encontrado en las mitocondrias de las células del epitelio respiratorio
de estos pacientes, asi como en las crestas mitocondriales defectuosas y en orgdnulos

fragmentados (Mumby S et al 2022).

Se cree que el desequilibrio entre antioxidantes y oxidantes es un factor crucial en
el desarrollo de la EPOC, ya que el estrés oxidativo contribuye a varios de los sintomas
de la EPOC. Estos sintomas incluyen la inflamacion, el enfisema, la fibrosis pulmonar, el
aumento de la mucosidad, la produccién de anticuerpos, problemas metabdlicos, el
envejecimiento y la resistencia a los corticosteroides. Todos estos hechos hacen de

Romo1 una posible diana terapéutica importante (Mumby S et al 2022).
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2. HIPOTESIS

Las mitocondrias estresadas se encuentran alteradas en los pacientes con EPOC y
generan mitokinas frente a estimulos inflamatorios o frente al acimulo de radicales

libres, asociandose a peores variables clinicas.

En los pacientes con EPOC la inflamacién crénica y el estés oxidativo son
caracteristicos por lo que estas mitokinas podrian utilizarse como factores prondsticos

de riesgo de agudizaciones y de riesgo de hospitalizacién.
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3. OBIJETIVOS

3.1. OBJETIVO PRINCIPAL

Estudiar el papel de las moléculas asociadas a la mitocondria en pacientes con EPOC
en fase estable, evaluando su relacién con distintas variables clinicas y su papel predictor

de agudizaciones.

3.2. OBJETIVOS CONCRETOS
1. Describir los niveles de las distintas moléculas asociadas a la mitocondria en un
grupo de pacientes con EPOC y en un grupo control de fumadores sin EPOC.

2. Estimar la correlacion de las distintas moléculas asociadas a la mitocondria entre

si en el grupo de pacientes con EPOC.

3. Valorar la asociacién de las distintas moléculas asociadas a la mitocondria

analizadas con las caracteristicas clinicas de los pacientes con EPOC.

4. Estudiar la relacion de las moléculas asociadas a la mitocondria con variables
relacionadas con la capacidad de ejercicio evaluada mediante el test de la marcha de 6

minutos.

5. Estudiar las moléculas asociadas a la mitocondria como factores prondsticos de

agudizaciones moderadas y de hospitalizacion.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. DISENO DEL ESTUDIO

Estudio transversal y observacional de cohortes prospectivo que se llevd a cabo en

el Hospital Universitario Marqués de Valdecilla (HUMV) en Santander (Espaia).

Este proyecto fue aprobado por el Comité de Etica de la Investigacidn con
medicamentos (CEIm) (anexo 1) y se obtuvo el consentimiento informado y por escrito

de todos los participantes (anexo 2).

4.2. SELECCION DE LOS CASOS A ESTUDIO Y GRUPO CONTROL

4.2.1. AMBITO DE ESTUDIO

Los pacientes se reclutaron desde octubre de 2018, hasta 2021 en la consulta
externa de EPOC de Neumologia. Ademads, fueron seguidos durante 1 afio de forma

prospectiva.

El grupo control consistié en voluntarios fumadores sin EPOC emparejados por edad
y sexo; se reclutaron desde la consulta de deshabituacion tabaquica, tanto de
especializada como de la consulta de deshabituacién tabaquica de primaria (UDESTA) y

desde la consulta monografica de EPOC del HUMV.

4.2.2. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

En cuanto a los criterios de inclusion:

e El diagnéstico de los pacientes con EPOC se realizd segln criterios
GesEPOC (Miravitlles M et al 2021): mayores de 40 afios (pacientes con
antecedentes de tabaquismo de mds de 10 paquetes-afio y una

espirometria forzada tras test-BD con un cociente de < 0,7).
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El grupo control lo constituyeron fumadores sin EPOC emparejados por
edad, sexo y habito tabaquico, seleccionados desde las consultas

indicadas en el apartado anterior.

En cuanto a los criterios de exclusion:

Se excluyeron, en todos los grupos, aquellos que habian sido sometidos
a rehabilitacidn respiratoria durante al menos 6 meses antes de entrar en
el estudio.

Pacientes con insuficiencia renal conocida o un filtrado glomerular < 50
mL/min/1,73m>.

Pacientes con EPOC que hubieran tenido una agudizacién 8 semanas
antes de incluirse en el estudio.

Pacientes con niveles de PCR > 2,5 mg/dL.

Pacientes con niveles elevados de creatina cinasa (CK) para excluir a
pacientes con una posible disfuncién muscular.

Pacientes con otras enfermedades o tratados con fdrmacos que puedan
causar alteraciones en los parametros estudiados (enfermedades
tumorales activas, insuficiencia cardiaca congestiva, sepsis, otras
enfermedades respiratorias crénicas, situaciones criticas de otro origen,

déficit de A1AT, etc.).

4.3. VARIABLES RECOGIDAS

Cuando los pacientes fueron reclutados en consulta al comienzo del estudio, se

tomaron las muestras de sangre y se recogieron simultdneamente las siguientes

variables:

Variables clinicas:

Edad.
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Sexo (hombre/mujer).
Hébito tabaquico: Fuma SI/NO e indice de paquetes afio (IPA).
indice de Charlson (Charlson ME et al 1987).

Variables antropométricas:

Talla (cm).

Peso (kg).

indice de Masa Corporal (kg/m?) e indice de masa magra (kg/m?2). El IMC
se estimd mediante impedanciometria (OMROM BF511, Omrom, Japan),
y el IMM se calculd mediante el cociente entre la masa magra y el
cuadrado de la altura.

Fuerza de miembros superiores determinada por manometria de
prensién de mano. La prensién de mano mide la fuerza en miembros
superiores (se solicitd a los pacientes que apretasen con la mayor fuerza
posible en un dinamdémetro que mide la fuerza que pueden realizar).
Funcidn pulmonar: espirometria donde se valoré la FEV1, FVCy FEV1/FVC
pre y post-BD (en valores absolutos en mLy %) y saturacién de O (SatO3)
(GOLD 2022).

T6MM con distancia caminada en metros. Se realizé de acuerdo con el
protocolo de la American Thoracic Society (ATS statement: guidelines for
the six-minute walk test, 2002). Se solicité a los pacientes que caminasen
todo lo que pudieran en un circuito consistente en 2 conos separados 29
metros, al final del trayecto se recogié la distancia caminada en metros,

la saturacidn inicial y final.

Variables de control clinico de la EPOC:

Puntuacién en el cuestionario CAT (Jones PW et al 2009).

Grado de disnea de la mMRC (Fletcher CM et al 1959).
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e Numero de agudizaciones (definidas como “empeoramiento agudo de los

III

sintomas respiratorios que resultan en una terapia adicional” segun las
guias GOLD) en el aio previo, recogidas como agudizaciones moderadas
de la EPOC (exacerbaciones tratadas con antibidticos y/o corticoides
sistémicos) y las hospitalizaciones como exacerbaciones graves de la
EPOC.

e Numero de ingresos por agudizacién de EPOC en el afio previo.

e Ladesaturacion de oxigeno, definida como una caida en la saturacién de
oxigeno 4% o Sat0; <90% durante el TM6M (Casanova C et a/ 2008).

e Tratamiento farmacoldgico que estd tomando para la EPOC (LAMA, doble

broncodilatacién o triple terapia).

Dentro del grupo de pacientes con EPOC se clasificéd a los pacientes estables en

subgrupos segun criterios GOLD (GOLD 2022):

e En funcion del FEV1:
o GOLD 1 (FEV1 >80% por espirometria post BD).
o GOLD 2 (FEV1 entre 50% y 79%).
o GOLD 3 (FEV1 entre 49% y 30%).
o GOLD 4 (FEV1 <30%).
e En funcién de los antecedentes de exacerbaciones, el mMRC vy el
cuestionario CAT:
o GOLD A (pacientes con 1 o ninguna hospitalizacion y mMRC 0-1y
CAT <10).
o GOLD B (pacientes con 1 o ninguna hospitalizacién y mMRC >2 o
CAT 210).
o GOLD C (pacientes con 22 agudizaciones moderadas o 21
hospitalizacion y mMRC 0-1 y CAT <10).
o GOLD D (pacientes con >2 agudizaciones moderadas o 21

hospitalizacién y mMRC 22 o CAT 210).

Ademas de la clasificaciéon de los pacientes segun los criterios de inclusion, los

pacientes fueron subdivididos en categorias clinicas en funcion de variables dicotdmicas:
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e Se consideraron como elevado riesgo de agudizar si tenia 2 o mas
exacerbaciones durante el afio previo o una hospitalizacion previa (GOLD
2022).

e Distancia en el TM6M a los 350 m de acuerdo con el indice BODE (Celli BR
et al 2004).

e Composicién corporal (normal, obesidad y malnutricion). El diagnéstico
de desnutricidn asociada a la enfermedad se determind segun el
consenso ESPEN (IMC <18,5 kg/m? o 18,5-22 kg/m?, combinado con FFMI
bajo (<17 kg/m? para hombres y <15 kg/m? para mujeres) (Cederholm T
et al 2015).

e indice de Charlson: como comorbilidad baja con 2 puntos o menos, y alta
comorbilidad si tenia una puntuacién mayor a 2 puntos (Charlson ME et
al 1987).

e Fumador (paciente que fume o haya dejado de fumar hace menos de 6
meses) o exfumador (paciente que haya dejado de fumar hace mds de 6

meses).

Posteriormente, los pacientes fueron seguidos durante 12 meses. Las
exacerbaciones moderadas de la EPOC (exacerbaciones tratadas con antibidticos y/o
corticoides sistémicos) y las hospitalizaciones por exacerbaciones graves de la EPOC se
registraron prospectivamente durante las visitas de seguimiento preguntando al
paciente en las visitas de seguimiento (6 y 12 meses después de ingresar al estudio), asi

como consultando las historias clinicas del hospital y de atencién primaria.

Durante el seguimiento, los médicos con potencial decision sobre el tratamiento de
las agudizaciones desconocian los resultados de las muestras de sangre. La decisién de
hospitalizar o no a los pacientes se hizo de acuerdo con sus propios criterios clinicos e

independiente de los investigadores de este estudio.
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4.4. DETERMINACIONES ANALITICAS

A todos los casos (pacientes y controles) se les realizé una extraccion analitica de
manera estandarizada entre las 08:00 y las 10:00 horas de la mafana de manera
programada. En el caso de los pacientes con EPOC se extrajo la muestra durante la fase

estable de su enfermedad.

Las muestras para suero y plasma (tubo sin anticoagulante y tubo con EDTA) se
enviaron de manera inmediata al Biobanco de muestras y tejidos de Cantabria (IDIVAL)
(anexo 3) donde se identificaron, alicuotaron y guardaron a -802C hasta su

procesamiento.

4.4.1. DETERMINACIONES BASICAS

Los pardmetros séricos mas habituales en el seguimiento clinico de estos pacientes
(creatinina, acido Urico, albumina, CK y PCR) se cuantificaron mediante analisis
automatizado estandarizado en un equipo Atellica CH Solution (Siemens® Healthineers,
Tarrytown, NY, USA) usando los reactivos suministrados por Siemens y siguiendo

estrictamente las instrucciones suministradas por el fabricante en ficha técnica.

4.4.1.1 Creatinina

La determinacidn de creatinina (mg/dL) se basa en la reaccion enzimatica de Fossati,
Prencipe y Berti. (Fossati P et al 1983). La concentracién de creatinina se obtiene
midiendo la absorbancia del color azul a 596/694 nm. La absorbancia del color es

proporcional a la concentracion de creatinina.

4.4.1.2 Acido Urico

La determinacién de acido urico (mg/dL) se basa en la reaccion enzimatica de
Fossati usando uratooxidasa con un punto final tipo Trinder (Fossati P et al 1980)

(Trinder P 1969). El nivel del complejo resultante es directamente proporcional al nivel
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de acido urico de la muestra. La absorbancia del complejo se mide como una reaccién

de punto final a 545/694 nm.

4.4.1.3 Albumina

La determinacién de albumina (g/dL) se basa en el método de Doumas, Watson y
Biggs y en él se usa verde de bromocresol (BCG) como colorante de reaccidon (Doumas
BT et al 1972). Forma un complejo albumina-BCG que se mide como reaccién de punto

final @ 596/694 nm.

4.4.1.4 Creatina cinasa

La determinacion de CK (U/L) es una adaptacién del método de referencia de la IFCC
(The International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine). La
reaccion se basa en el procedimiento modificado de Szasz (German Society for Clinical
Chemistry 1977) (Szasz G et al 1976). La medicidn de creatina cinasa se mide gracias a la
generacién de NADPH (nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducida). Este

aumento en la concentracién se mide por absorbancia a 340/596 nm.

4.4.1.5 Proteina C reactiva

La determinacion de PCR (mg/dL) se basa en un ensayo inmunoturbidimétrico
potenciado con latex (Keevil BG et al 1998). Estas particulas estan recubiertas de
anticuerpos anti-PCR y se aglutinan con rapidez en presencia de la proteina C reactiva,

provocando un aumento de la turbidez que se mide a 571 nm.

El laboratorio del servicio de Analisis Clinicos y Bioquimica Clinica del HUMV, donde
realizamos las determinaciones bdsicas, participa en el Control de Calidad externo y

cumple los criterios de calidad (anexo 4).
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4.4.2. DETERMINACIONES ESPECIFICAS

Las moléculas asociadas a las mitocondrias las analizamos mediante ELISA (Enzyme
Linked ImmunoSorbent Assay). El inmunoensayo es una técnica que utiliza anticuerpos
especificos (monoclonales o policlonales) para la cuantificacion de diferentes
parametros con capacidad antigénica. En nuestro trabajo hemos utilizado tanto el ELISA
(inmunoensayo tipo sandwich con doble anticuerpo) como EIA (enzimoinmunoensayo

competitivo de alta sensibilidad).

Se realizaron los diferentes ensayos incluyendo siempre en cada uno de ellos
pacientes con EPOC en fase estable y controles para minimizar las variaciones intra e
interensayo que pudieran interferir en los resultados y conclusiones obtenidas en el
estudio. Ademas, en cada ensayo se repitieron algunos de los pacientes o controles ya

realizados para analizar la reproductibilidad de los datos obtenidos.

4.4.2.1 Humanina

Las determinaciones de Humanina (pg/mL) se realizaron mediante inmunoensayo
especifico tipo sdndwich con un kit comercial de Cusabio (Human Putative Humanin

Peptide MT-RNR2 ELISA kit, Cusabio Biotech CO, Houston, TX).

Este ensayo emplea la técnica de inmunoensayo enzimatico tipo sandwich
cuantitativo. Las muestras fueron prediluidas a 1/5 de acuerdo con nuestras
necesidades con el diluyente especifico del kit utilizado, tal y como recomendaba el
fabricante. Los estandares fueron preparados mediante diluciones seriadas de un

estdndar madre segin como indicaba el protocolo.

Posteriormente se anadieron las muestras a una microplaca de pocillos recubiertos
con el anticuerpo especifico para MT-RNR2 donde se une la sustancia a determinar al
primer anticuerpo y se deja incubar durante 2 horas a 372C. Después de eliminar
cualquier sustancia no unida mediante lavados con buffer, se agrega a los pocillos un
anticuerpo conjugado con biotina especifico para MT-RNR2 y se incuba durante 1 hora

mas. Tras un segundo lavado, se anade a los pocillos avidina-HRP (Horseradish

62



Peroxidase) conjugada y se deja incubando durante otra hora. La avidina es importante

en la sefial colorimétrica que se produce tras la reaccidon enzimatica.

En un tercer lavado, para eliminar cualquier sustancia que no intervenga en la unién
antigeno-anticuerpo final, se agrega el sustrato TMB a los pocillos que junto a la biotina-
avidina va a producir una reaccidon enzimatica colorimétrica directamente proporcional
a la concentracién de Humanina. La lectura de la intensidad espectrofotométrica se
realizé a 450 nm de longitud de onda y los valores se calcularon de forma directa a partir

de la curva de calibracion (Autospline).

La sensibilidad de este ensayo es <7 pg/mL; Especificidad: no existe reaccién
cruzada significativa con andlogos. Precisidon intra e interensayo fue <8% y <10%

respectivamente. La linealidad se encuentra entre 28 pg/mL - 1800 pg/mL.

4.4.2.2 GDF-15

Las determinaciones de GDF-15 (pg/mL) se realizaron por inmunoensayo especifico
tipo sandwich con un kit comercial de ThermoFisher Scientific (ThermoFisher Scientific

Human GDF-15 ELISA Kit, EHGDF15, Carlsbad, CA).

El ensayo incluye una predilucion a 1/5 de las muestras con el buffer especifico del
kit. La preparacién de los estandares de la curva de calibracidn se realizé mediante

diluciones seriadas con el buffer especifico del ensayo a partir de una muestra primaria.

La muestras y los estdandares de la curva de calibracion se afiadieron a los pocillos

recubiertos de la placa y se incubaron durante 2 horas y media a temperatura ambiente.

Tras un primer lavado se afiade un conjugado biotinizado y se incuba durante 1
hora. Tras un segundo lavado se afiade un preparado de estreptavidina-HRP que se
incuba durante 45 minutos. Tras el Ultimo lavado se afiade el substrato para la reaccién

enzimatica directamente proporcional a la cantidad de antigeno de la muestra.

Por ultimo, tras el ultimo lavado se afiadi6 el substrato para la reaccién enzimatica
que se valoré espectrofotométricamente a 450 nm y los valores se calcularon de forma

directa a partir de la curva de calibracién (Autospline).
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La sensibilidad es de 2 pg/mL; Especificidad: no existe reaccion cruzada significativa
con: Human Angiogenin, BDNF, BLC, CNTF, ENA-78, FGFs 4, 6 y 7, Interleuquins 1alfa,
1beta, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 11,12 p70, 12p40, 13y 15, 1309, IP-10, G-CSF, GDNF, GM-CSF,
IF-gamma, IGFBPs 2,3 y 4, Leptin (OB), MCP-1, 2 y 3, MDC, MIF, MIG, MIPs 1alfa, 1beta,
1delta, PARC, PDGF, RANTES, SCF, SDF-1alfa, TARC, TGF-beta, TIMP 1y 2, TNF-alfa y
beta, TPO y VEGF. Precisidon intra e interensayo fue <10% y <12% respectivamente.

Linealidad entre 1,1 pg/mL - 800 pg/mL.

4.4.2.3 FGF-21

Las determinaciones de FGF-21 (pg/mL) se realizaron por inmunoensayo especifico
tipo sandwich con un kit comercial de RayBiotech (RayBioR Human FGF-21 ELISA kit,
ELH-FGF21, RayBiotech, Norcross, GA).

El ensayo incluye una predilucion a 1/3 de las muestras con el buffer especifico
suministrado por el kit. La preparacién de los estandares de la curva de calibracién se
consiguié mediante diluciones seriadas con el buffer del ensayo a partir de una

concentracion.

Se afiadieron a los pocillos de la placa recubiertos de anticuerpo los estandares de
la curva de calibracidn y las muestras a determinar y se incubaron durante 2 horas y

media a temperatura ambiente.

Tras un primer lavado se anadidé el conjugado de biotina y se dejé incubar
nuevamente durante una hora. Tras un segundo lavado se anadid el preparado de
estreptavidina-HRP, que se une a la biotina y la HRP conjugada proporciona la actividad
enzimatica para la deteccidon con un sistema de sustratos apropiados, la cual se incubd

durante 45 minutos.

Por ultimo, tras el ultimo lavado se afiadié el substrato para la reaccién enzimatica
gue espectrofotométricamente valoraremos a 450 nm vy los valores se calcularon de

forma directa a partir de la curva de calibracién (Autospline).
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La sensibilidad de ensayo es 8 pg/mL; Especificidad: no existe reaccién cruzada
significativa con los siguientes compuestos: Human ADAM 12 y 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 2y 9, ICOS, JAM Ay B, Kallicrein 5, Mickine,
Pentraxin 3, Pref-1, Siglec-10, SLAM, SP-D, Syndecan-4, Testican-2, TIM-3, TLR4, TRAIL y
ULBP-1lanalogos. La precision intra e interensayo fue <10% y <12% respectivamente y la

linealidad entre 8 pg/mL - 2000 pg/mL.

4.4.2.4 MOTS-c

Las determinaciones de MOTS-c (ng/mL) se realizaron mediante 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].

En este ensayo las muestras fueron prediluidas con PBS (Phosphate Buffered Saline)
a 1/20. Los estandares fueron preparados mediante diluciones seriadas, también con

PBS tal y como recomendaba el fabricante.

Tras anadir los estandares y las muestras a la microplaca de pocillos recubiertos de
anticuerpo se anadié MOTS-c ligada a biotina que competird con la propia de la muestra
dejandolo incubar durante una hora. Tras un lavado que elimina los antigenos marcados
con biotina no unidos y otras sustancias que no entran en la reaccion, se aflade una
solucién de avidina conjugada a peroxidasa y se incuba 30 minutos a 372C. Tras un nuevo
lavado se afade el substrato para la reaccién enzimatica desarrollando una reaccion

espectrofotométrica inversamente proporcional a la cantidad de MOTS-c en la muestra.

La lectura espectrofotométrica se realiza a 450 nmy los valores se calculan de forma

directa a partir de una curva de calibracién (4PL).

Sensibilidad <0,96 ng/mL; Especificidad: no existe reaccién cruzada significativa con
analogos. Precision intra e interensayo fue <10% y <12% respectivamente. Linealidad

entre 2,47 ng/mL - 200 ng/mL.
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4.4.2.5 ROMO1

Las determinaciones de Romo1 (ng/mL) se realizaron por inmunoensayo especifico
tipo sandwich con un kit comercial de Elabscience Biotechnology Inc. [Elabscience®

Human ROMOL1 (Reactive oxygen species modulator 1) ELISA Kit, USA].

Este inmunoensayo utiliza el principio Sandwich-ELISA. La microplaca esta
recubierta previamente con un anticuerpo especifico de Romol humano. Las muestras
(previamente diluidas a 1/2) y los estandares de la curva de calibracién previamente
reconstituidos se agregan a los pocillos de la placa que se combinaran con el anticuerpo

especifico.

Tras los sucesivos lavados y de manera secuencial se afiaden un anticuerpo de
deteccion biotinilado y un conjugado de avidina-HRP y se incuban durante una hora a
379C. Tras la incubacién procedemos a un nuevo lavado y se afiade la solucién de
sustrato que se incuba durante una hora mas. La reaccién enzima-sustrato finaliza con
la adicion de solucién de parada midiendo la densidad Optica de la reaccién
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 450 nm. Los resultados se

extrapolan directamente de la curva de calibracién (Autospline).

Sensibilidad 0,1 ng/mL; Especificidad: no existe reaccion cruzada significativa con
andlogos. Precisidn intra e interensayo fue <10%. Linealidad entre 0,16 ng/mL - 10

ng/mL.

4.5. PROCESAMIENTO DE DATOS Y ANALISIS ESTADISTICO

El calculo del tamafio muestral se realizé utilizando Stata Statistical Software:
Release 15. College Station, TX: StataCorp LLC.), aceptando un riesgo a de 0,05 y un
riesgo B de 0,2.

Los datos de todos los sujetos incluidos en el estudio se introdujeron en la base de
datos Excel 2019 version 17.0, de la cual en el momento del analisis se transfirieron al

programa estadistico IMB SPSS Statistics v 25.0.
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Se comprobd la distribucién normal o no de las diferentes variables con el test de
Kolmogorov-Smirnov. Para aquellas variables con distribucidon paramétrica los datos se
presentaron como media + desviacién estandar (SD) y para variables de distribucién no

paramétrica como mediana (rango intercuartilico).

Las diferencias entre los grupos se analizaron mediante pruebas t no pareadas para
datos paramétricos o pruebas de Mann-Whitney para datos no paramétricos. Las

diferencias entre variables cualitativas se analizaron mediante chi-cuadrado.

Para el andlisis multivariante se dicotomizaron las variables HN, MOTS-c, GDF-15,
FGF-21 y Romo1l con un corte en la mediana, lo que proporciond el mejor poder de
discriminacion para nuestros resultados longitudinales, ya que aporté el valor mas bajo
del criterio de informacidon de Akaike, como se observa en otros estudios similares

(Husebg GR et al 2017) (Kempf T et al 2007).

Se realizé una regresion lineal univariante y multivariante para evaluar qué factores
explican la varianza de HN, MOTS-c, GDF-15, FGF-21 y Romol. Las asociaciones
transversales entre las caracteristicas de la enfermedad de la EPOC y los niveles
sistémicos de HN, MOTS-c, GDF-15, FGF-21 y Romo1 se evaluaron mediante regresion
logistica univariante y multivariante, con HN, MOTS-c, GDF-15, FGF-21 y Romol alto

versus bajo, como variables de resultado.

Se utilizaron estimaciones de supervivencia de Kaplan-Meier para calcular la
proporcidn de participantes que tuvieron un evento a lo largo del tiempo. Se realizé un
analisis univariante y multivariante utilizando el andlisis de riesgo proporcional de Cox
mediante el software SPSS versién 25.00 para PC para identificar los factores de riesgo
asociados con las exacerbaciones moderadas de la EPOC Yy la hospitalizacion debido a las

exacerbaciones de la EPOC.

Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando se

obtuvieron valores p < 0,05. Todos los valores informados son bilaterales.
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5. RESULTADOS

5.1. POBLACION INCLUIDA EN EL ESTUDIO

En nuestro estudio valoramos una muestra de 247 participantes (54 controles
fumadores sin EPOCy 193 pacientes con EPOC) que se recogieron entre octubre de 2018
hasta 2021 en la consulta externa de EPOC de Neumologia en el HUMV y en la consulta

de deshabituacién tabaquica de primaria (UDESTA).

Durante el seguimiento, se descartaron 24 participantes que fueron excluidos por
enfermedad renal crénica (5 en el grupo control y 19 del grupo EPOC); 3 pacientes por
presentar durante el seguimiento un diagndstico alternativo a EPOC (asma y dos
pacientes con mala técnica espirométrica), y 6 pacientes por presentar elevacion de PCR
en sangre. Ademas, en algunos casos la muestra obtenida no fue suficiente para hacer
todas las determinaciones, por lo que la evaluacion de MOTs-c y Romol1 se realizaron en

una muestra ligeramente inferior.
Dado lo anterior los resultados se muestran como 2 subestudios:

1) Poblacidn de 247 sujetos (165 pacientes con EPOCy 49 controles fumadores
sin EPOC) en los que se ha evaluado HN, GDF-15 y FGF-21 (Figura 3).
2) Poblacién de 222 sujetos (142 pacientes con EPOCy 47 controles fumadores

sin EPOC) en los que se evalud especificamente MOTS-c y Romo1 (Figura 4).
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Figura 3. Estudio 1: Distribucidn de las muestras con HN, GDF-15 y FGF-21.
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elevados de PCR
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Figura 4. Estudio 2: Distribucidn de las muestras con MOTS-c y Romol1.

222 Muestras

52 Controles

170 EPOC

5 Excluidos por enfermedad
renal cronica

47 Controles

19 Excluidos por
enfermedad renal crénica

3 Excluidos por diagndstico
alternativo

6 Excluidos por niveles
elevados de PCR

142 EPOC

72



5.1.1. ESTUDIO 1

Se presentan en la Tabla 8 las caracteristicas demograficas, clinicas y bioquimicas
de las 214 muestras analizadas en las cuales se determinaron los valores de HN, GDF-15

y FGF-21.

Se incluyeron 165 pacientes y 49 controles fumadores sin EPOC, emparejados por
sexo y edad. En el grupo de pacientes con EPOC, la edad media fue de 68,0 + 7,6 afios, y
el 65,5% eran hombres. Hubo una alta prevalencia de fumadores activos (29,7%), y la
mayoria de los pacientes tenia una obstruccion moderada o grave al flujo de aire en las
vias respiratorias. Aunque no se encontraron diferencias significativas en el FFMI y el
IMC, los pacientes con EPOC tenian una malnutricién significativamente mayor que el
grupo control (p = 0,017). Ademas, el indice de Charlson fue significativamente mayor

en los pacientes con EPOC (p = 0,018).

El grupo control tenia una funcién pulmonar normal (p <0,001), asi como un
cuestionario CAT (p <0,001) y un indice de Charlson mas bajo como era de esperar
(p = 0,018). Ademas, tenian una mayor distancia recorrida en el TM6M que los pacientes

con EPOC (p <0,001).

No hubo diferencias significativas entre el nimero de fumadores activos entre
ambos grupos. Tampoco existen diferencias en el andlisis de las variables bioquimicas

basales estudiadas entre ambos grupos (albimina, creatinina, acido urico y CK).

En cuanto al nivel de las mitokinas, los pacientes con EPOC mostraron niveles
significativamente mas altos de HN frente a los controles: 246 (69-507) pg/mL versus
186 (39-338) pg/mL (p = 0,037) (Figura 5), asi como de GDF-15: 1244 (913-1716) pg/mL
frente a los controles: 1050 (737-1488) pg/mL (p = 0,013) (Figura 6). En cambio, los

niveles de FGF-21 no difirieron entre pacientes y controles (Figura 7).
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Tabla 8. Caracteristicas demograficas, clinicas y bioquimicas de HN, GDF-15 y FGF-21.

Variable EPOC n = 165 Grupo control n =49 p
Edad (afios) 68,0+7,6 66,2 +6,3 0,116
Sexo Masculino n (%) 108 (65,5) 29 (59,2) 0,498
FVC (mL) 2664 + 810 3435+ 971 <0,001
FVC (%) 83,3+ 69 100,0 £ 19 <0,001
FEV1 (mL) 1250 (870-1725) 2610 (2030-2930) <0,001
FEV1 (%) 52 (36,5-68,0) 95 (84,0-109,0) <0,001
FEV1/FVC 50 (38,6-60,3) 75 (72,0-78,0) <0,001
Peso (kg) 74,5 +16,3 75,9 + 14,0 0,579
IMC (kg/m?) 27,0 (24,1-31,6) 27,5 (25,2-29,8) 0,820
TM6M (m) 427 (330-490) 525 (447-572) <0,001
Z;”;’;’:;“(iga de presion 30 (23-38) 31 (25-41) 0,409
FFMI (kg/m?) 18,8+2,9 18,6 £1,5 0,802
CAT score 13 (7-19,3) 3(1-5,3) <0,001
indice de Charlson 1(1-2) 1(0-2) 0,018
Puntuacién mMRC 42(255)/49(29,7) /45 | 39(79,6)/9(18,4) /1 | o o0
o/1/11i/1/IV n (%) (27,3) / 29 (17,6) / 0 (0) (2,0) /0(0) /0(0) !
Fumadores actuales n (%) 49 (29,7) 21 (42,9) 0,085
:a(g/ic;ntes con malnutricién 34 (20,6) 4(8,1) 0,017
T B - -
cowaponpy | 2BLE/SL609)/ - -
?(G;jo alto de agudizar 61 (37) i i
rl)r(;:iq;;lg/f;esos en el afio 31(18,8) i i
Corticoides inhalados n (%) 86 (52,1) -

Diabetes mellitus n (%) 26 (15,7) 8(16,3) 0,870
Humanina (pg/mL) 246 (69-507) 186 (39-338) 0,037
GDF-15 (pg/mL) 1244 (913-1716) 1050 (737-1488) 0,013
FGF-21 (pg/mL) 321,9 (176,9-514,1) 242,1(136,5-396,9) | 0,880
Albumina (g/dL) 4,80 + 0,30 4,78 +0,27 0,695
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(Continuacion Tabla 8)

Variable EPOC n = 165 Grupo control n =49 p

Creatinina (mg/dL) 0,83 (0,69-0,96) 0,82 (0,70-0,94) 0,975
Acido urico (mg/dL) 6,20 + 1,88 5,80 +1,49 0,149
CK (U/L) 66 (44-95) 68 (41-93) 0,910

FEV1: volumen espiratorio forzado en el primer sequndo; FVC: capacidad vital forzada, IMC:
indice de masa corporal, TM6M: Test de la Marcha de 6 Minutos, m: metros, FFMI: indice de
masa libre de grasa, CAT score: cuestionario CAT, mMRC: escala modificada del Medical
Research Council, Malnutricion: IMC <18,5 kg/m2 o 18,5-22 kg/m2 combinado con FFMI bajo
(<17 kg/m2 para hombres y <15 kg/m2 para mujeres), GOLD: Global initiative for Chronic
Obstructive Lung Disease, CK: creatina cinasa. Las variables resaltadas en negrita mostraron
significacion estadistica.

Figura 5. Distribucién de los niveles séricos de HN en el grupo control y en el grupo EPOC.
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Figura 6. Distribucidn de los niveles séricos de GDF-15 en el grupo control y en el grupo EPOC.
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Figura 7. Distribucién de los niveles séricos de FGF-21 en el grupo control y en el grupo EPOC.

2000 n
*
*
1500
o
g * °
EE ®
2
1000
L
N le
T fe
[
L.
500~
0—

T
Controles EPOC

76



5.1.2. ESTUDIO 2

En la Tabla 9 se presentan las caracteristicas demograficas, clinicas y bioquimicas

del segundo estudio, en el cual se determinaron los valores de MOTS-cy Romol.

Esta muestra estaba formada por 142 pacientes con EPOC y 47 controles
emparejados por edad y sexo. En el grupo EPOC la edad media de los pacientes fue de
67,5+ 7,7 anos y el 66,2% eran hombres, sin haber diferencias significativas con el grupo
control. En el grupo EPOC, hubo una alta prevalencia de fumadores activos y la mayoria

presentaba obstruccién moderada o grave al flujo de aire de las vias respiratorias.

La prevalencia de la malnutricidn fue significativamente mayor en el grupo EPOC

que en el grupo control (p = 0,018) a pesar de tener el FFMI y el IMC similares.

El grupo de control tenia una funciéon pulmonar normal, un CAT mads bajo y una
distancia recorrida en el TM6M mas alta que los pacientes con EPOC. La prevalencia de
diabetes mellitus (una causa bien conocida de niveles bajos de MOTS-c) fue similar en

ambos grupos (p = 0,842).

No se encontraron diferencias significativas entre el nimero de fumadores activos
entre ambos grupos. Tampoco se encontraron en el analisis de las variables bioquimicas

basales estudiadas entre ambos grupos (albimina, creatinina, acido urico y CK).

En cuanto al nivel de las mitokinas, los niveles de MOTS-c fueron significativamente
mas bajos en el grupo con EPOC: 622 (482-848) ng/mL frente al grupo control 764
(604-906) ng/mL (p = 0,022) (Figura 8).

No encontramos diferencias significativas en los niveles séricos de MOTS-c en
pacientes con EPOC con diabetes: 681 (452-1150) ng/mL o sin diabetes: 688 (504-924)
ng/mL (p = 0,853). Los niveles de MOTS-c no se correlacionaron con HbAlc (r = 0,165, p
= 0,649) en pacientes diabéticos, por lo que todos los pacientes con EPOC se

consideraron como un Unico grupo.

Los niveles de Romo1 fueron mayores en el grupo con EPOC: 5,42 (2,84-8,72) ng/mL
frente a los controles: 3,72 (1,64-7,59) ng/mL (p = 0,038) (Figura 9).
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Tabla 9. Caracteristicas demogréficas, clinicas y bioquimicas de MOTS-c y Romol.

Variable ‘ EPOC n =142 \ Grupo control n = 47 p
Edad (afios) 67,577 65,6 +6,8 0,113
Sexo Masculino n (%) 94 (66,2) 31 (62,0) 0,592
FVC (mL) 2723 + 814 3429 + 861 <0,001
FVC (%) 83 +20 102 + 18 <0,001
FEV1 (mL) 1285 (900-1820) 2635 (2072-3002) <0,001
FEV1 (%) 52 (37-68) 98 (86-111) <0,001
FEV1/FVC 49 (39-60) 75 (72-79) <0,001
Peso (kg) 74,7 + 16,2 74,3 + 14,8 0,830
IMC (kg/m?) 27,0 (24,1-31,6) 27,3 (25,1-29,8) 0,810
TM6M (m) 445 (355-495) 525 (448-578) <0,001
g\i;‘s?&'gftm de presion de 31 (24-40) 33 (23-40) 0,667
FFMI (kg/m?) 18,9+2,7 19,2+2,4 0,166
CAT score 12 (7-18) 3 (1-5) <0,001
indice de Charlson 1(1-2) 1(0-2) 0,092
Puntuacién mMRC 39(27,5) /43 (30,3)/ 38(80,8) / 8(17,0) / <0.001
o/1/11/11/1V n (%) 38 (26,8) / 22 (15,5) 1(2,1)/0(0)/0(0) ’
Fumadores actuales n (%) 43 (30,6) 22 (46,8) 0,059
:a(i:/it)entes con malnutricion 36 (25,4) 4(8,5) 0,018
GotD 127374 04 IR - -
cowamonp | SEIB@ - -
Elgj’?o alto de agudizar 56 (39,4) i i
Lo | sy - -
Corticoides inhalados n (%) 71 (50,0) -

Diabetes mellitus n (%) 26 (18,3) 8(17,0) 0,842
MOTS-c (ng/mL) 622 (482-848) 764 (604-906) 0,022
Romol (pg/mL) 5,42 (2,84-8,72) 3,72 (1,64-7,59) 0,038
Albumina (g/dL) 4,80 + 0,31 4,83+0,28 0,681
Creatinina (mg/dL) 0,82 (0,70-0,96) 0,87 (0,71-0,98) 0,528
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(Continuacion Tabla 9)

Variable ‘ EPOC n =142 \ Grupo control n = 47 p
Acido urico (mg/dL) 6,19+1,73 5,98 +1,38 0,464
CK (U/L) 65 (45-95) 64 (41-113) 0,785

FEV1: volumen espiratorio forzado en el primer sequndo; FVC: capacidad vital forzada, IMC:
indice de masa corporal, TM6M: Test de la Marcha de 6 Minutos, m: metros, FFMI: indice de
masa libre de grasa, CAT score: cuestionario CAT, mMRC: escala modificada del Medical
Research Council, Malnutricion: IMC <18,5 kg/m2 o 18,5-22 kg/m2 combinado con FFMI bajo
(<17 kg/m2 para hombres y <15 kg/m2 para mujeres), GOLD: Global initiative for Chronic
Obstructive Lung Disease, CK: creatina cinasa. Las variables resaltadas en negrita mostraron
significacion estadistica.

Figura 8. Distribucién de los niveles séricos de MOTS-c en el grupo control y en el grupo EPOC.
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Figura 9. Distribucién de los niveles séricos de Romol en el grupo control y en el grupo EPOC.
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5.2. CORRELACIONES ENTRE LAS MOLECULAS RELACIONADAS CON LA
MITOCONDRIA EN PACIENTES CON EPOC

Al inicio del trabajo de esta tesis, se realizé un estudio de correlacién simple donde
se observé que las moléculas relacionadas con la mitocondria no se correlacionaron

entre si, a excepcién de la MOTS-c y la Romol como se observa a continuacién (Tabla
10).
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Tabla 10. Correlaciones entre las moléculas relacionadas con la mitocondria.

HN GDF-15 FGF-21 Romol MOTS-c

Coeficiente de correlacion 1,000 -0,083 0,010 -0,043 0,129
HN Sig. (bilateral) . 0,326 0,896 0,586 0,123
N 164 144 164 164 145
Coeficiente de correlacion 1,000 0,133 0,000 0,053
GDF-15 | Sig. (bilateral) . 0,111 0,997 0,544
N 145 145 145 132
Coeficiente de correlacion 1,000 0,093 0,047
FGF-21 | Sig. (bilateral) . 0,235 0,576
N 165 165 146
Coeficiente de correlacion 1,000 0,300
Romol | Sig. (bilateral) . <0,001
N 165 146
Coeficiente de correlacion 1,000
MOTS-c | Sig. (bilateral)
N 146

Las variables resaltadas en negrita mostraron significacion estadistica.

5.3. ASOCIACION DE LOS NIVELES CIRCULANTES DE LAS MOLECULAS
RELACIONADAS CON LA MITOCONDRIA Y LAS CARACTERISTICAS
BASALES DE LA EPOC

A continuacidn, se presentan los resultados obtenidos para cada una de las
moléculas asociadas con la mitocondria en relacion con los datos clinicos de los

pacientes con EPOC.

Es importante detallar que ningln paciente de los dos grupos EPOC (aquellos en los
que se midieron la HN, GDF-15 y FGF-21 y aquellos en los que se midié MOTS-cy Romo1)
fue tratado de manera crénica o aguda, con esteroides sistémicos. En cuanto a los
corticoides inhalados, no existieron diferencias significativas en ninguno de los casos

(Tabla 11).
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Tabla 11. Corticoides inhalados, diferencias entre los grupos.

Pacientes en tratamiento con Pacientes sin tratamiento

variable corticoides inhalados (n = 88) (n=77)

HN (pg/mL) 298,3 (100,6-530,0) 187,8 (43,5-454,0) 0,144
GDF-15 (pg/mL) 1246,0 (918,5-1246,0) 1230,8 (895,4-1773,5) 0,766
FGF-21 (pg/mL) 301,2 (152,4-472,2) 360,5 (182,8-560,9) 0,088
MOTS-c (ng/mL) 715,4 (519,8-1033,0) 662,0 (481,0-891,0) 0,224
Romo1l (pg/mL) 6,0 (2,2-8,4) 5,3 (3,3-9,0) 0,809

Por ultimo, es importante detallar que se consideraron niveles altos de cada una de
las mitokinas, siempre que el valor estuviera por encima de la mediana: HN >246 pg/mL,

GDF-15>1244 pg/mL, FGF-21 >321,9 pg/mL, MOTS-c >622 ng/mLy Romo1l >5,42 pg/mL.

5.3.1. HUMANINA

En la Tabla 12 se muestran los resultados obtenidos respecto a la Humanina. La
regresion logistica univariante indicé que los niveles altos de HN se asociaron con el
riesgo alto de agudizar (considerando 2 o mas exacerbaciones durante el afio anterior o

1 ingreso el afio previo), el TM6M, la desnutricidn, el FFMI y la diabetes mellitus.

Ademas, la regresidn logistica multivariable indicé que los niveles altos de HN se
asociaron de forma independiente con el riesgo alto de exacerbacion (OR 3,546; 95% IC
1,472-5,649; p = 0,005), la obesidad (OR 0,039; IC 95% 0,007-0,219; p = 0,001), la
malnutricién (OR 58,823; IC 95% 7,518-500; p <0,001) y el TM6M (OR 0,995; IC del 95%
0,991-0,999; p = 0,025), mientras que el FFMI y la diabetes mellitus no.
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Tabla 12. Analisis univariante y multivariante de HN.

HN (n = 165)
Univariante Multivariante

Variables OR (95% IC) OR (95% IC)
Edad (afios) 1,007 (0,967-1,048) 0,745 | 0,974 (0,918-1,035) 0,400
Sexo

Masculino 1 1

Femenino 0,851 (0,447-1,619) 0,623 | 1,364 (0,440-4,225) 0,591
Fumador

Exfumador 1 1

Activo 1,060 (0,543-2,069) 0,865 | 0,855 (0,350-2,087) 0,730
Agudizaciones

0-1 1 1

>1 3,255 (1,675-6,326) <0,001 | 3,546 (1,472-5,649) 0,005
Composicién corporal

Normal 1 1

Obeso 0,587 (0,287-1,200) 0,114 | 0,039 (0,007-0,219) 0,001

Malnutricién 4,015 (1,558-10,349) | 0,004 | 58,823 (7,518-500,000) <0,001
TM6M (m) 0,996 (0,993-0,998) 0,002 | 0,995 (0,991-0,999) 0,025
indice de Charlson

1 1 1

2 1,171 (0,547-2,504) 0,684 | 0,735 (0,217-2,494) 0,622

>2 1,756 (0,794-3,886) 0,165 | 1,181 (0,389-3,585) 0,769
FEV1 (%) 0,987 (0,972-1,001) 0,072 | 1,012 (0,981-1,045) 0,452
FVC (%) 0,996 (0,982-1,011) 0,604 | 1,008 (0,978-1,039) 0,599
FFMI (kg/m?) 0,886 (0,793-0,990) 0,032 | 1,173 (0,930-1,478) 0,177
Diabetes mellitus | 0,409 (0,173-0,968) 0,042 | 2,092 (0,691-6,335) 0,192
SatO; 0,961 (0,859-1,075) 0,488 | 0,983 (0,852-1,134) 0,812

Malnutricion: IMC <18,5 kg/m2 o 18,5-22 kg/m2 combinado con FFMI bajo (<17 kg/m2 para
hombres y <15 kg/m2 para mujeres); TM6M: Test de la Marcha de 6 Minutos, m: metros, FEV1:
forced expiratory volume in the first second; FVC: capacidad vital forzada, FFMI: indice de masa
libre de grasa, SatO;: Saturacion de oxigeno. Las variables resaltadas en negrita mostraron
significacion estadistica.
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5.3.2. GDF-15

En cuanto al GDF-15, los niveles altos se asociaron con la edad, el sexo femenino, la
desnutricidon, el TM6M, una mayor prevalencia de comorbilidades medida por el indice

de Charlson y la diabetes mellitus (Tabla 13).

En la regresion logistica multivariante se observé que los niveles altos de GDF-15 se
asociaron de forma independiente con el sexo femenino (OR 0,254; IC 95% 0,079-0,818;
p =0,022), el riesgo alto de agudizar (OR 3,043; IC95% 1,125-8,235; p = 0,028), el TM6M
(OR 0,993; IC 95% 0,990-0,989; p = 0,007) y una mayor prevalencia de comorbilidades
expresada por el indice de Charlson (OR 11,628; IC 95% 3,125-40,000; p < 0,001).
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Tabla 13. Analisis univariante y multivariante de GDF-15.

GDF-15 (n = 165)

Univariante Multivariante

Variables OR (95% IC) OR (95% IC)
Edad (afios) 1,063 (1,019-1,110) 0,005 | 0,999 (0,935-1,067) 0,970
Sexo

Masculino 1 1

Femenino 0,433 (0,224-0,837) 0,013 | 0,254 (0,079-0,818) 0,022
Fumador

Exfumador 1 1

Activo 0,580 (0,295-1,142) 0,115 | 1,504 (0,558-4,051) 0,420
Agudizaciones

0-1 1 1

>1 1,032 (0,551-1,935) 0,921 | 3,043 (1,125-8,235) 0,028
Composicién corporal

Normal 1 1

Obeso 1,195 (0,618-2,312) 0,597 | 0,481 (0,075-3,076) 0,439

Malnutricién 2,319 (1,006-5,343) 0,048 | 0,961 (0,237-3,902) 0,956
TM6M (m) 0,995 (0,992-0,998) <0,001 | 0,993 (0,989-0,998) 0,007
indice de Charlson

1 1 1

2 10,495 (4,236-26,000) | <0,001 | 1,241 (0,348-4,424) 0,739

>2 10,833 (4,184-28,050) | <0,001 | 11,628 (3,125-40,000) <0,001
FEV1 (%) 0,991 (0,977-1,006) 0,225 | 0,979 (0,947-1,013) 0,230
FVC (%) 0,992 (0,978-1,007) 0,300 | 1,015 (0,984-1,047) 0,339
FFMI (kg/m?) 1,024 (0,913-1,149) 0,683 | 0,868 (0,665-1,133) 0,299
Diabetes mellitus | 2,937 (1,211-7,123) 0,017 | 0,708 (0,210-2,394) 0,579
SatO; 0,923 (0,820-1,040) 0,187 | 1,025 (0,871-1,206) 0,766

Malnutricion: IMC <18,5 kg/m2 o 18,5-22 kg/m2 combinado con FFMI bajo (<17 kg/m2 para
hombres y <15 kg/m2 para mujeres), TM6M: Test de la Marcha de 6 Minutos, m: metros, FEV1:
volumen espiratorio forzado en el primer segundo; FVC: capacidad vital forzada, FFMI: indice de
masa libre de grasa, SatO,: Saturacion de oxigeno. Las variables resaltadas en negrita
mostraron significacidn estadistica.
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5.3.3. FGF-21

En cuanto al FGF-21, en la regresion logistica univariante no se asocié con ninguna
caracteristica tipica de la enfermedad. Sin embargo, la regresiéon multivariante indicé
que niveles altos de FGF-21 si estaban asociados con el riesgo alto de agudizar (OR 2,298;

IC 95% 1,019-5,182; p = 0,045) (Tabla 14).
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Tabla 14. Analisis univariante y multivariante de FGF-21.

FGF-21 (n = 165)

Univariante Multivariante

Variables OR (95% IC) OR (95% IC)
Edad (afios) 1,013 (0,971-1,056) 0,552 | 0,984 (0,931-1,041) 0,581
Sexo

Masculino 1 1

Femenino 1,472 (0,756-2,869) 0,256 | 0,547 (0,199-1,528) 0,244
Fumador

Exfumador 1 1

Activo 1,473 (0,738-2,938) 0,272 | 1,432(0,632-3,243) 0,390
Agudizaciones

0-1 1 1

>1 1,800 (0,934-3,469) 0,079 | 2,298 (1,019-5,182) 0,045
Composicién corporal

Normal 1 1

Obeso 0,784 (0,528-2,334) 0,784 | 2,458 (0,536-11,263) 0,247

Malnutricion 0,728 (0,317-1,671) 0,454 | 3,002 (0,938-9,604) 0,064
TM6M (m) 0,999 (0,996-1,002) 0,492 | 0,997 (0,993-1,001) 0,097
indice de Charlson

1 1 1

2 1,622 (0,677-3,883) 0,278 | 2,095 (0,696-6,304) 0,188

>2 1,003 (0,457-2,197) 0,995 | 1,440(0,521-3,981) 0,428
FEV1 (%) 1,002 (0,987-1,017) 0,836 | 0,992 (0,962-1,023) 0,607
FVC (%) 1,000 (0,985-1,016) 0,972 | 1,005 (0,977-1,034) 0,714
FFMI (kg/m?) 1,038 (0,927-1,162) 0,522 | 0,919 (0,733-1,151) 0,461
Diabetes mellitus | 0,580 (0,230-1,460) 0,248 | 0,505 (0,167-1,531) 0,227
SatO; 1,066 (0,951-1,194) 0,273 | 1,138 (0,989-1,309) 0,071

Malnutricion: IMC <18,5 kg/m2 o 18,5-22 kg/m2 combinado con FFMI bajo (<17 kg/m2 para
hombres y <15 kg/m2 para mujeres), TM6M: Test de la Marcha de 6 Minutos, m: metros, FEV1:
volumen espiratorio forzado en el primer segundo; FVC: capacidad vital forzada, FFMI: indice de
masa libre de grasa, SatO,: Saturacion de oxigeno. Las variables resaltadas en negrita
mostraron significacidn estadistica.
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5.3.4. MOTS-c

Niveles altos de MOTS-c se correlacionaron en la regresidn logistica univariante con
el TM6M y con el nimero de exacerbaciones previas. Ademas, la regresién logistica
multivariable confirmé que los niveles altos de MOTS-c se asociaron de forma
independiente con el TM6M (OR 1,006; IC 95 % 1,001-1,011; p = 0,016) y con el nimero
de exacerbaciones previas (OR 2,793; IC 95 % 1,098-7,092; p = 0,031) (Tabla 15).

Ademas, como puede verse en la Tabla 15, los niveles altos de MOTS-c se asociaron

con Romo1 (OR 1,089; IC95% 1,008-1,175; p = 0,030).
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Tabla 15. Analisis univariante y multivariante de MOTS-c.

MOTS-c (n = 142)

Univariante Multivariante

ELELES OR (95% IC) OR (95% IC)
Edad (afios) 0,994 (0,952-1,037) 0,777 | 1,012 (0,954-1,073) 0,691
Sexo

Masculino 1 1

Femenino 1,660 (0,822-3,353) 0,157 | 1,702 (0,539-5,377) 0,365
Fumador

Exfumador 1 1

Activo 1,222 (0,596-2,503) 0,584 | 0,805 (0,324-2,000) 0,641
Agudizaciones

0-1 1 1

>1 2,680 (1,246-5,765) 0,012 | 2,793 (1,098-7,092) 0,031
Composicién corporal

Normal 1 1

Obeso 1,527 (0,562-4,149) 0,406 | 0,923(0,169-5,047) 0,926

Malnutricion 1,002 (0,391-2,570) 0,996 | 0,405 (0,110-1,488) 0,176
TM6M (m) 1,003 (1,000-1,006) 0,038 | 1,006 (1,001-1,011) 0,016
indice de Charlson

1 1 1

2 0,743 (0,273-2,021) 0,561 | 0,822 (0,592-6,342) 0,756

>2 1,479 (0,635-3,445) 0,364 | 1,938 (0,592-6,342) 0,274
FEV1 (%) 1,003 (0,987-1,019) 0,735 | 0,983 (0,948-1,019) 0,360
FVC (%) 1,007 (0,991-1,024) 0,400 | 1,016 (0,983-1,049) 0,356
FFMI (kg/m?) 1,081 (0,960-1,217) 0,201 | 1,017 (0,786-1,316) 0,940
Romo1l 1,050 (0,990-1,114) 0,104 | 1,089 (1,008-1,175) 0,030
Diabetes mellitus | 0,228 (0,353-1,943) 0,665 | 1,340 (0,425-4,226) 0,425
SatO; 0,978 (0,863-1,108) 0,726 | 0,937 (0,784-1,119) 0,474

Malnutricién: IMC <18,5 kg/m2 o 18,5-22 kg/m2 combinado con FFMI bajo (<17 kg/m2 para
hombres y <15 kg/m2 para mujeres), TM6M: Test de la Marcha de 6 Minutos, m: metros, FEV1:
volumen espiratorio forzado en el primer sequndo; FVC: capacidad vital forzada FFMI: indice de
masa libre de grasa, SatO,: Saturacion de oxigeno. Las variables resaltadas en negrita
mostraron significacion estadistica.
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5.3.5. ROMO1

Por ultimo, los niveles altos de Romo1 se asociaron con los fumadores activos, con
la saturacién de oxigeno y con MOTS-c. De igual manera, estos niveles elevados de
Romol, en la regresion logistica multivariante se asociaron de forma independiente con
los fumadores activos (OR 2,673; IC 95% 1,036-6,896; p = 0,042), la saturacion de
oxigeno (OR 0,812; IC 95% 0,665-0,990; p = 0,039) y, como ya se ha comentado en el
apartado anterior, con los niveles de MOTS-c (OR 1,001; IC 95% 1,000-1,003; p = 0,015)
(Tabla 16).
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Tabla 16. Analisis univariante y multivariante de Romol.

Romol (n = 142)

Univariante Multivariante

Variables OR (95% IC) OR (95% IC)
Edad (afios) 0,980 (0,937-1,024) 0,361 | 0,967 (0,908-1,029) 0,291
Sexo

Masculino 1 1

Femenino 0,880 (0,430-1,799) 0,726 | 0,738 (0,233-2,341) 0,606
Fumador

Exfumador 1 1

Activo 2,411 (1,119-5,195) 0,025 | 2,673 (1,036-6,896) 0,042
Agudizaciones

0-1 1 1

>1 0,805 (0,373-1,736) 0,581 | 0,919 (0,367-2,297) 0,856
Composicién corporal

Normal 1 1

Obeso 1,127 (0,427-2,979) 0,809 | 2,185(0,396-12,068) 0,370

Malnutricion 1,642 (0,588-4,585) 0,344 | 1,823 (0,473-7,026) 0,383
TM6M (m) 0,999 (0,996-1,002) 0,502 | 0,998 (0,993-1,003) 0,364
indice de Charlson

1 1 1

2 0,726 (0,252-2,092) 0,554 | 0,786 (0,226-2,729) 0,705

>2 0,444 (0,180-1,095) 0,078 | 0,394 (0,117-1,331) 0,134
FEV1 (%) 1,006 (0,989-1,023) 0,501 | 1,004 (0,969-1,040) 0,823
FVC (%) 1,008 (0,990-1,025) 0,387 | 1,024 (0,991-1,057) 0,154
FFMI (kg/m?) 1,009 (0,896-1,137) 0,881 | 0,970 (0,746-1,260) 0,817
MOTS-c 1,001 (1,000-1,002) 0,031 | 1,001 (1,000-1,003) 0,015
Diabetes mellitus | 0,420 (0,167-1,057) 0,066 | 0,582 (0,181-1,877) 0,365
SatO, 0,816 (0,694-0,960) 0,014 | 0,812 (0,665-0,990) 0,039

Malnutricién: IMC <18,5 kg/m2 o 18,5-22 kg/m2 combinado con FFMI bajo (<17 kg/m2 para
hombres y <15 kg/m2 para mujeres), TM6M: Test de la Marcha de 6 Minutos, FEV1: volumen
espiratorio forzado en el primer sequndo, FVC: capacidad vital forzada, FFMI: indice de masa
libre de grasa, SatO,: Saturacion de oxigeno. Las variables resaltadas en negrita mostraron
significacion estadistica.
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5.4. MOLECULAS RELACIONADAS CON LA MITOCONDRIA Y SU
RELACION CON LA CAPACIDAD DE EJERCICIO

5.4.1. COMO PREDICTORES DEL TM6M

En el primer grupo estudiado, en el que se evalué la relacidn de la HN, GDF-15 y
FGF-21, hubo 48 pacientes con EPOC que caminaron menos de 350 m en el TM6M (36
pacientes con HN alta, 33 pacientes con GDF-15 alto y 31 pacientes con FGF-21 alto),
mientras que, en el segundo grupo, fueron 35 pacientes (10 pacientes con MOTS-c alto

y 14 con Romol alto).

El analisis de regresion logistica multivariable se ajusto por la edad, el sexo, el indice
de Charlson, el grado de disnea mMRC, el FEV1, el riesgo elevado de agudizar y por
habito tabaquico. Los resultados obtenidos indicaron que los niveles elevados de HN (OR
3,231; IC 95% 1,212-8,613; p = 0,019) y los niveles de MOTS-c alto (OR 0,314; IC 95%
0,118-0,835; p = 0,020) fueron predictores de caminar menos de 350 m en el TM6M
(Tabla 17). Con el mismo modelo, ni GDF-15 alto ni FGF-21 alto ni Romo1 alto fueron

predictores independientes de baja distancia caminada en el TM6M.

Tabla 17. Analisis de regresién logistica que muestra factores asociados a caminar menos de 350
m en el TM6M.

95% IC OR
Variable
Niveles altos de HN 1,173 0,019 3,231 1,212 8,613
Niveles altos de GDF-15 0,613 0,231 1,845 0,677 5,031
Niveles altos de FGF-21 0,095 0,843 1,099 0,431 2,805
Niveles altos de MOTS-c -1,158 0,020 0,314 0,118 0,835
Niveles altos de Romo1l 0,469 0,365 1,598 0,579 4,409

Niveles altos = niveles por encima de la mediana (HN >246 pg/mlL, GDF-15 >1244 pg/ml, FGF-21
>321,9 pg/mL MOTS-c >622 ng/mL y Romol >5,42 pg/mL). Ajustado por la edad, el sexo, el indice
de Charlson, el grado de disnea mMRC (escala modificada del Medical Research Council), el FEV1
(volumen espiratorio forzado en el primer segundo), el riesgo alto de agudizar y por hdbito
tabdquico. Las variables resaltadas en negrita mostraron significacion estadistica.
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5.4.2. COMO PREDICTORES DE DESATURACION DE OXiGENO

Un total de 62 pacientes del primer grupo (HN, GDF-15 y FGF-21) presentaron
desaturacion de oxigeno (39 pacientes con HN alta, 42 pacientes con GDF-15 alto y 38
pacientes con FGF-21 alto), mientras que en el segundo grupo fueron un total de 48

pacientes (18 pacientes con MOTS-c elevado y 23 con Romo1 elevado).

El analisis de regresion logistica multivariable se ajusté por la edad, el sexo, el indice
de Charlson, el grado de disnea mMRC, el FEV1, el riesgo elevado de agudizar y por
habito tabaquico. Se observd que niveles altos de HN (OR 2,358; IC 95% 1,067-5,213;
p = 0,034), niveles altos de GDF-15 (OR 2,686; IC 95% 1,100-6,558; p = 0,030) y niveles
altos de MOTS-c (OR 0,388; IC 95% 0,168-0,896; p = 0,027) (Tabla 18) fueron predictores
independientes de desaturacidn de oxigeno. En cambio, ni FGF-21 ni Romo1 alto fueron

predictores independientes de desaturacion de oxigeno.

Tabla 18. Analisis de regresidn logistica que muestra predictores de desaturacion de oxigeno en
el TM6M.

95% IC OR
Variable Bajo Alto
Niveles altos de HN 0,858 0,034 2,358 1,067 5,213
Niveles altos de GDF-15 0,988 0,030 2,686 1,100 6,558
Niveles altos de FGF-21 -0,449 0,277 0,638 0,284 1,434
Niveles altos de MOTS-c -0,947 0,027 0,388 0,168 0,896
Niveles altos de Romo1l 0,216 0,629 1,241 0,516 2,984

La desaturacidon de oxigeno se definié como 24% reduccidén entre la saturacidon de oxigeno
arterial antes y después de la prueba (A SpO; 24%) y SpO, postest <90% medido por oximetria
de pulso. Niveles altos = niveles por encima de la mediana (HN >246 pg/mL, GDF-15 >1244
pg/ml, FGF-21 >321,9 pg/mL MOTS-c >622 ng/mL y Romo1l >5,42 pg/mL). Ajustado por la edad,
el sexo, el indice de Charlson, el grado de disnea mMRC (escala modificada del Medical Research
Council), el FEV1 (volumen espiratorio forzado en el primer segundo), el riesgo alto de agudizar
y por hdbito tabdquico. Las variables resaltadas en negrita mostraron significacidn estadistica.
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5.5. MOLECULAS RELACIONADAS CON LA MITOCONDRIA COMO
PREDICTORES DE AGUDIZACIONES

5.5.1. COMO PREDICTORES DE AGUDIZACIONES MODERADAS

Durante los 12 meses de seguimiento, en el primer grupo 93 de los 165 pacientes
presentaron al menos una agudizacién moderada de la EPOC (57 en el grupo de HN alta,
44 en el grupo de GDF-15 alto y 35 en el grupo de FGF-21 alta), mientras que en el
segundo grupo fueron 77 de los 142 pacientes (50 en el grupo MOTS-c alto y 37 en el

grupo Romo1 alto).

El modelo de riesgo proporcional de Cox se ajusto por la edad, el sexo, el indice de
Charlson, el grado de disnea mMRC, el FEV1, el riesgo elevado de agudizar y por habito
tabaquico (Tabla 19). Se observé que niveles de HN altos (HR 1,826; IC95% 1,181-2,822;
p =0,007) (Figura 10) y MOTS-c altos (HR 2,003; IC 95% 1,201-3,340; p = 0,008)
(Figura 13) fueron factores de riesgo independientes para presentar exacerbaciones
moderadas de la EPOC, mientras que niveles elevados de GDF-15 (Figura 11), FGF-21
(Figura 12) y Romo1 (Figura 14) no lo fueron.

Tabla 19. Modelo multivariable de riesgo proporcional de Cox que muestra predictores de
exacerbaciones moderadas de la EPOC.

95% IC HR
VELEL]S
Niveles altos de HN 0,602 0,007 1,826 1,181 2,822
Niveles altos de GDF-15 0,335 0,171 1,386 0,869 2,209
Niveles altos de FGF-21 0,014 0,986 1,014 0,640 1,518
Niveles altos de MOTS-c 0,695 0,008 2,003 1,201 3,340
Niveles altos de Romo1l -0,159 0,539 0,853 0,514 1,415

Niveles altos = niveles por encima de la mediana (HN >246 pg/mL, GDF-15 >1244 pg/ml, FGF-21
>321,9 pg/mL MOTS-c >622 ng/mL y Romol >5,42 pg/mL). Ajustado por la edad, el sexo, el indice
de Charlson, el grado de disnea mMRC (escala modificada del Medical Research Council), el FEV1
(volumen espiratorio forzado en el primer sequndo), el riesgo alto de agudizar y por hdbito
tabdquico. Las variables resaltadas en negrita mostraron significacion estadistica.
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Figura 10. Niveles de HN (mds altos que la mediana) como predictores de agudizaciones.
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Figura 11. Niveles de GDF-15 (mas altos que la mediana) como predictores de agudizaciones.
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Figura 12. Niveles de FGF-21 (mas altos que la mediana) como predictores de agudizaciones.
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Figura 13. Niveles de MOTS-c (mas altos que la mediana) como predictores de agudizaciones.
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Figura 14. Niveles de Romo1 (m4s altos que la mediana) como predictores de agudizaciones.
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5.5.2. COMO PREDICTORES DE HOSPITALIZACIONES

Durante los 12 meses de seguimiento, en el primer grupo 29 de los 165 pacientes
presentaron al menos una agudizacién severa de la EPOC (23 en el grupo HN alta, 20 en
el grupo GDF-15 alto y 23 en el grupo FGF-21 alta), mientras que en el segundo grupo
fueron 21 de los 142 pacientes (17 en el grupo de MOTS-c altoy 14 en el grupo de Romo1l

alto).

El modelo de riesgo proporcional univariable de Cox se ajustod por la edad, el sexo,
el indice de Charlson, el grado de disnea mMRC, el FEV1, el riesgo elevado de agudizary
por habito tabaquico (Tabla 20). El andlisis de riesgo proporcional de Cox multivariado
indicé que la HN alta (HR 3,445; IC 95% 1,357-8,740; p = 0,009) (Figura 15), FGF-21 alta
(HR 4,217; IC 95% 1,459-12,193; p = 0,008) (Figura 17), MOTS-c alto (HR 9,070; IC95%
2,736-30,060; p <0,001) (Figura 18) y niveles elevados de Romol (HR 3,965; IC 95%
1,210-12,992; p = 0,023) (Figura 19) fueron factores de riesgo independientes para

ingreso hospitalario, no asi el GDF-15 (Figura 16).
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Tabla 20. Modelo multivariable de
hospitalizaciones por la EPOC.

95% ICHR

riesgo proporcional de Cox que muestra predictores de

Niveles altos de HN 1,237 0,009 3,445 1,357 8,740
Niveles altos de GDF-15 -0,202 0,663 0,817 0,329 2,029
Niveles altos de FGF-21 1,439 0,008 4,217 1,459 12,193
Niveles altos de MOTS-c 2,205 <0,001 9,070 2,7360 30,060
Niveles altos de Romol 1,377 0,023 3,965 1,210 12,992

Niveles altos = niveles por encima de la mediana (HN >246 pg/ml, GDF-15 >1244 pg/mL, FGF-21
>321,9 pg/mL MOTS-c > 622ng/mL y Romol > 5,42 pg/mL). Ajustado por la edad, el sexo, el
indice de Charlson, el grado de disnea disnea mMRC (escala modificada del Medical Research
Council), el FEV1 (volumen espiratorio forzado en el primer sequndo), el riesgo alto de agudizar
y por hdbito tabdquico. Las variables resaltadas en negrita mostraron significacién estadistica.

Figura 15. Niveles de Humanina (mas altos que la mediana) como predictores de

hospitalizaciones.
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Figura 16. Niveles de GDF-15 (m4s altos que la mediana) como predictores de hospitalizaciones.
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Figura 17. Niveles de FGF-21 (m4s altos que la mediana) como predictores de hospitalizaciones.
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Figura 18. Niveles de MOTS-c (mas altos que la mediana) como predictores de hospitalizaciones.
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Figura 19. Niveles de Romo1l (mas altos que la mediana) como predictores de hospitalizaciones.
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6. DISCUSION

Este trabajo es el primero que evalia de manera conjunta como se comportan las
distintas proteinas relacionadas con la mitocondria en el contexto de la EPOC. Segun

nuestros resultados, existen datos novedosos en el campo de las mitokinas y la EPOC.

Nuestros estudios muestran que los pacientes con EPOC presentan alteraciones en
distintas moléculas mitocondriales, y estas moléculas se relacionan con caracteristicas
clinicas concretas de la EPOC. Estos datos son novedosos y abren una interesante linea

de investigacion.

6.1. NIVELES DE MOLECULAS RELACIONADAS CON LA MITOCONDRIA EN
LOS PACIENTES CON EPOC

Los pacientes con EPOC en la fase estable de la enfermedad presentaron niveles
séricos mas altos de HN, GDF-15 y Romo1 que el grupo control de fumadores sin EPOC.
Ademas, los pacientes con EPOC presentaron niveles séricos de MOTS-c mas bajos que
los controles. Sin embargo, no encontramos diferencias en los niveles de FGF-21 entre

los dos grupos analizados.

6.1.1. HUMANINA

La Humanina, al igual que otras mitokinas, no habia sido estudiada previamente en
el contexto de la EPOC. Es una mitokina que esta bajo el control directo del ADN
mitocondrial y es indicativa de estrés mitocondrial cuando esta elevada (Quirds PM et

al 2016).

Estos efectos antiapoptdticos se descubrieron por primera vez en pacientes con
Alzheimer, donde se observé que la HN protegia a las neuronas de la muerte celular

(Hashimoto Y et al 2001) y poco después se descubrié que la HN se unia al IGFBP3 e
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intensificaba los efectos protectores contra la toxicidad del B-amiloide-B (lkonen M et al

2003).

Han sido multiples los estudios que han sugerido que la HN aumenta la sensibilidad
a la insulina, mejora la supervivencia de las células beta pancreaticas y retrasa la
aparicién de la diabetes. Concretamente, en un estudio de Mahboobi H et al, se sugirid
que podia haber una asociacion entre la enfermedad de Alzheimer y la diabetes tipo 2,
ya que en pacientes con ambas patologias el deterioro y la progresion de los sintomas
neuroldgicos eran mucho mayores que en aquellos que no tenian diabetes y que la HN

podia ser el punto en comun de ambos procesos patoldgicos (Mahboobi H et al 2014).

La HN ha sido también ampliamente relacionada con el riesgo cardiovascular, la
ateroesclerosis, la insuficiencia cardiaca y el infarto de miocardio entre otros (Cai H et a/
2021) (Charununtakorn ST et al 2016). En el estudio de Bachar et al, demostraron que la
HN se expresaba en la capa endotelial de las paredes vasculares de las arterias y las
venas, a través de modelos de cultivo celular en células humanas endoteliales adrticas
donde aquellas células que estaban pretratadas con HN, atenuaban la formacién de ROS
y reducian la apoptosis celular un 50%. Concretamente, concluyeron que la HN tenia un
efecto citoprotector contra el estrés oxidativo inducido por las LDL oxidadas (Bachar AR

et al 2010).

En nuestro estudio, se observaron niveles mas elevados de HN en el grupo de
pacientes con EPOC estable en comparacion con el grupo control, por lo que apoyaria la
hipdtesis de que el aumento de los niveles de HN en estos pacientes, parece ser una
reaccidn compensatoria para proteger a las mitocondrias y, por lo tanto, a las células,
contra el estrés oxidativo generalizado que sufren los pacientes con EPOC (Bachar AR et
al 2010) (Cai H et al 2021) (Charununtakorn ST et al 2016) (Gong Z et al 2018) (Lee C et
al 2013) (Sreekumar PG et al 2016) (Yen K et al 2013).

Ademas, hay que tener en cuenta que la inflamacidon de bajo grado en estos
pacientes con EPOC asociada a la disfuncién mitocondrial podria ser otra de las

explicaciones al aumento de los niveles basales de la Humanina.
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6.1.2. GDF-15

El GDF-15 es la Unica mitokina que ha sido ampliamente estudiada tanto en la EPOC
como en otras multiples patologias (Freeman CM et al 2015) (Mutlu L et al 2015)
(Mueller T et al 2015) (Patel MS et al 2016).

Es una mitokina que solamente esta de manera parcial bajo el control de las
mitocondrias a través de la sefializacion mitocondrial nuclear (ATF3/4, etc.), y no esta

bajo el control directo del ADN mitocondrial (Quirds PM et al 2016).

La relacién entre el GDF-15 y la diabetes o el riesgo cardiovascular ha sido
ampliamente estudiada, incluso la asociacién entre ellos. En un estudio en el que
participaron 107 participantes, divididos en dos grupos dependiendo de si tenian o no
diabetes, se observé que los niveles elevados de GDF-15 se asociaba de forma
independiente a mayor riesgo cardiovascular en aquellos pacientes recientemente
diagnosticados de diabetes mellitus. Es por ello, por lo que propusieron esta mitokina
como el biomarcador mas util para predecir el riesgo cardiovascular en estos pacientes

(Shin MY et al 2016).

También ha sido campo de multiples investigaciones la asociacién de esta mitokina
con el cédncer y la caquexia, ya que se ha demostrado que el GDF-15 se secreta por las
células en la mayoria de los procesos cancerosos. Existen, sin embargo, teorias
contradictorias sobre si juega un papel protector en determinados tumores como el
cancer colorectal o el cancer de préstata, mientras que en otros se ha sugerido que
niveles elevados de GDF-15 predicen un peor resultado y una mayor tasa de metastasis

(Tsai VWW et al 2018).

Lo que si parece claro es que, en tumores avanzados el GDF-15 resulta dafiino ya
gue causa ademas una pérdida de peso y por ultimo un estado de caquexia asociando
un peor prondstico, independientemente del tumor (Lerner L et al 2015), aunque se
necesitan nuevos estudios en estos campos para conocer con exactitud el mecanismo

de acciéon del GDF-15.

Respecto a la asociacién del GDF-15 con la EPOC, existe una amplia bibliografia en

la que se demuestra que se asocia con el mal prondstico, incluso proponiendo su uso

105



como posible biomarcador predictor de mortalidad (Verhamme FM et al 2019) (Mullican
SE et al 2018), lo que parece consistente con nuestro estudio ya que en los pacientes
con EPOC estable encontramos niveles aumentados de GDF-15 respecto al grupo

control, independientemente de la edad o el sexo.

Se han propuesto varias explicaciones sobre los factores asociados con estos niveles
elevados en pacientes con EPOC. Por un lado, varios estudios han demostrado que el
humo del cigarrillo induce GDF-15 en células epiteliales traqueobronquiales humanas
(Wu X et al 2021) (Verhamme FM et al 2017). Por otro lado, se ha sugerido que GDF-15
se puede asociar a la inflamacién de bajo grado al igual que ocurre con la Humanina, ya
gue se ha demostrado que los niveles de GDF-15 se correlacionan con los niveles de PCR,

un biomarcador inflamatorio sistémico bien conocido (Mutlu et al 2015).

En un estudio de 649 pacientes, se objetivd que, en pacientes con EPOC sin clinica
por enfermedades cardiovasculares, la ateroesclerosis subclinica era frecuente y que el
GDF-15 contribuia de manera independiente al resto de factores de riesgo
cardiovascular, asi como a la severidad producida por la propia EPOC (Martinez CH et a/
2017), por lo que estas comorbilidades asociadas podrian ser otra causa afiadida de

encontrar niveles elevados de GDF-15 en estos pacientes.

Por ultimo, se han encontrado también que los niveles de GDF-15 son mas bajos en
pacientes estables que en pacientes con exacerbacion en al menos dos estudios
(Freeman CM et al 2015) (Mutlu et al 2015) por lo que seria interesante estudiar tanto
GDF-15 como el resto de las mitokinas y Romol en un subgrupo de pacientes

exacerbados.

6.1.3. FGF-21

El FGF-21 se ha considerado una mitokina de estrés nutricional ya que se ha
asociado al envejecimiento y a cambios en la composicion corporal con aumento del
tejido adiposo o la pérdida de masa corporal, asi como con el metabolismo energético

(Hanks LJ et al 2015) (Oost LJ et al 2019) y ha sido propuesta como biomarcador sérico
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de trastornos mitocondriales especificos del musculo, aunque su relaciéon todavia no

esta clara (Suomalainen A et al 2011) (Scholle LM et al 2018) (Kim CS et al 2019).

Se ha estudiado el papel de esta mitokina en otras patologias, como en la
enfermedad renal créonica donde se han encontrado niveles elevados de FGF-21 en
comparacidon con sujetos sanos, que parecen aumentar ademas paralelamente al

deterioro de la funcién renal (Suassuna PGA et al 2019).

En pacientes con obesidad, hay estudios que sugieren que el FGF-21 podria tener
un efecto beneficioso sobe la lipotoxicidad al favorecer la eliminacion de lipidos
acumulados que de lo contrario podrian provocar estrés oxidativo y dafio inflamatorio

(Luo Y et al 2017).

Concretamente, en un estudio realizado por Kim CS et al, se sugirid que la
deficiencia de FGF-21 podia agravar la inflamacidn inducida por la obesidad, por lo que
esta mitokina podria proteger de la atrofia mediada por la inflamacién a través de la via

AMPK (Kim CS et al 2019).

En contraposicion, en un ensayo de Jung HW et al, los niveles séricos elevados de
FGF-21 se asociaron de manera significativa a mayor probabilidad de sarcopenia, menor
masa muscular y peor fuerza de agarre en personas de mayor edad, incluso después de
controlar los posibles factores de confusidn, respaldando la teoria de que existe un

posible papel catabdlico de FGF-21 en el musculo (Jung HW et al 2021).

El FGF-21 no se habia estudiado previamente en la EPOC, y tal y como muestran
nuestros resultados, no existen diferencias significativas entre pacientes con EPOC
estable y el grupo control, probablemente debido a los muchos factores que regulan los
niveles de FGF-21, algunos de los cuales no se conocen por completo (Smati S et al 2020)

(Hill CM et al 2020) (Hethazi D et al 2020).

Se necesitan nuevos estudios en pacientes con EPOC, que ademas de ajustar por
diabetes mellitus como hemos realizado, se tengan en cuenta estos otros parametros
que puedan regular FGF-21, como son los lipidos (tanto sistémicos como locales) u otras
patologias que afecten al higado que es otro de los tejidos secretores de FGF-21 (Luo Y

et al 2017).
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6.1.4. MOTS-c

La MOTS-c es otra de las mitokinas que estan bajo el control directo del ADN

mitocondrial, al igual que la HN (Quirds PM et al 2016).

Es una mitokina de reciente diagndstico, de la que todavia se desconoce su
implicacion exacta en los diferentes procesos fisioldgicos y patoldgicos, aunque parece
que puede tener un papel en la regulacién de la masa muscular y la atrofia (Lee C et al
2015) (Kumagai H et al 2021), asi como en la resorcion dsea y la edad avanzada (Ming

W et al 2016) (Kumagai H et al 2021).

Segun nuestro estudio, los niveles circulantes de MOTS-c se encuentran reducidos
en pacientes con EPOC estable comparandolos con el grupo control. Se han observado
respuestas similares en otras enfermedades crénicas asociadas con el estrés oxidativo,
como la DM2 (Ramanjaneya M et al 2019), la obesidad con o sin sindrome de apnea
obstructiva del suefio (Du C et al 2018) (Baylan FA et al 2021), la disfuncién endotelial y
las alteraciones en las arterias coronarias (Qin Q et al 2018), la insuficiencia renal (Liu C

et al 2019) y la esclerosis multiple (Tekin S et al 2022).

Curiosamente, la DM2 concomitante en nuestro estudio no produjo reducciones
adicionales en los niveles de MOTS-c circulantes en comparacion con los pacientes con
EPOC. Estos resultados sugieren que los efectos de estas dos enfermedades en los

niveles de MOTS-c no son aditivos.

Una de las causas de los niveles séricos bajos de MOTS-c en nuestro estudio, como

Ill

sucede con el “sindrome del eutiroideo enfermo T3 bajo”, puede ser una respuesta
inespecifica generalizada a muchas enfermedades concomitantes (Salas-Lucia F et al

2022).

Otra causa de estas reducciones en los niveles circulantes de MOTS-c pueden
deberse al dafio mitocondrial tan caracteristico de los pacientes con EPOC. El estrés
oxidativo puede inducir un secuestro profundo de MOTS-c en el ntcleo, bloqueando asi
su transferencia a la circulacion periférica (Kim KH et al 2018). Dado que se han
informado niveles bajos de MOTS-c circulante en numerosas enfermedades asociadas

con el estrés oxidativo, la segunda explicacion puede ser la mas probable de las dos.
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6.1.5. ROMO1

Romo1l por su parte es una proteina sensible al estrés oxidativo, localizada en la
membrana mitocondrial, de la que se ha demostrado su implicacién en enfermedades
asociadas a la exposicidon de radicales libres y la inflamacion (Swarnabala S et al 2015),

aungue todavia no existe mucha bibliografia publicada sobre esta molécula.

Se ha estudiado en las células epiteliales del pulmdén, donde se encontrd que la
expresion de Romol mediaba la apoptosis inducida por el estrés oxidativo (Shin JA et a/
2013) y en el suero de pacientes con un modelo diferente de enfermedad respiratoria,
donde se informaron que Romo1 y ROS estaban aumentados en pacientes con sindrome

de apnea obstructiva del suefio (Ye L et al 2018).

Se ha descrito que esta molécula puede ser un biomarcador diagndstico en procesos
cancerosos, debido a que un aumento en la produccién de esta molécula se asocia con
altos niveles de ROS en las células cancerigenas y de crecimiento de células tumorales,

incluido el cdncer de pulmdn (Chung JS et al 2014) (Lee SH et al 2017).

Es por todo ello por lo que parece légica la relacidn de los niveles significativamente
mas altos de Romol en el grupo de pacientes con EPOC estable versus los controles
fumadores de nuestro estudio, y es consistente con el Unico articulo publicado hasta el
momento en el contexto de la EPOC, en el que se evidencidé una correlacién negativa
entre los niveles de esta proteina y el FEV1 (Ye L et al 2019). Sin embargo, nuestros
resultados son mas consistentes que los evidenciados previamente en el estudio de Ye
L et al, que incluyé una muestra muy limitada de pacientes con EPOCy no tuvo en cuenta

variables metabdlicas como la composicion corporal de estos sujetos.

Es necesaria la realizacién de nuevas investigaciones que estudien Romol en los
pacientes con EPOC, ya que parece que los niveles altos en estos pacientes se deben a

algo propio de su patologia y no exclusivamente al habito tabaquico.
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6.2.RELACION DE LAS MOLECULAS RELACIONADAS CON LA
MITOCONDRIA ENTRE Si EN EL CONTEXTO DE LA EPOC

Los niveles de estas moléculas relacionadas con la mitocondria, a excepcion de
MOTS-c y Romol, no se correlacionaron entre si en la EPOC, lo que sugiere que su

regulacion y/o metabolismo son diferentes.

La relacion entre MOTS-cy Romol no ha sido descrita previamente, aunque se trata
de una correlacién baja. Ademads, contrasta con el hecho de que un MOTS-c bajo se
asocia con peores resultados relacionados con la capacidad de ejercicio, pero un Romol
alto se asocia con una saturacion de oxigeno baja (como veremos mas adelante), lo que
sugiere que cada molécula se relaciona con diferentes caracteristicas de EPOC, y es por
ello, por lo que es necesario estudios especificos que tengan en cuenta caracteristicas
concretas de los pacientes con EPOC, como el enfisema, para evaluar la relacion entre

estas dos moléculas.

6.3.ASOCIACION DE LAS MOLECULAS RELACIONADAS CON LA
MITOCONDRIA CON CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA EPOC

A continuacidén, se discuten las asociaciones de cada una de las mitokinas y de
Romo1 con las caracteristicas clinicas de la EPOC obtenidas mediante regresion logistica

multivariante.

Es importante destacar en primer lugar, que en nuestro estudio ningln paciente fue

tratado de manera crdnica o aguda con corticoides sistémicos.

Nuestro estudio no evidencid diferencias en los niveles de mitokinas y Romo1l entre

los pacientes tratados con corticoides inhalados y sin corticoides inhalados.

Estos hallazgos, son interesantes ya que permitiria la medicidon de estas moléculas
en los pacientes con EPOC sin importar si llevan este tratamiento y sin necesidad de
realizar ajustes o incluso, de tener que suspender dicho tratamiento previo a la

extraccién analitica para evaluar los niveles séricos de estas mitokinas y Romol.
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6.3.1. HUMANINA

Segln nuestros datos, los niveles séricos altos de HN se asociaron de forma
independiente con las agudizaciones previas, resultados compatibles a que esto se deba
a una reaccion compensatoria al estrés oxidativo como hemos comentado

anteriormente.

Por otra parte, la Humanina se asocié también a la composicién corporal de los
pacientes con EPOC, tanto a la obesidad como especialmente a la malnutricién, asi como
con caminar menos en el TM6M. Ambas caracteristicas indican que el musculo
esquelético, un tejido muy afectado por la EPOC (que representa la mitad del peso
corporal y es rico en mitocondrias altamente activas), seria la fuente mas importante
del exceso de HN circulante encontrada en estos pacientes. Sin embargo, no podemos
descartar que las células inmunitarias, de las vias respiratorias, del parénquima
pulmonar y de la vasculatura pulmonar puedan también contribuir a los niveles séricos

elevados de HN.

6.3.2. GDF-15

En nuestro estudio encontramos una correlacién significativa entre los niveles altos
de GDF-15 y el numero de agudizaciones previas, lo que parece consistente con varias

publicaciones en este ambito (Mutlu LC et al 2015) (Husebg GR et al 2017).

Seguln nuestros datos los niveles altos de GDF-15 también se asociaron de forma
independiente con caminar menos en el TM6M lo que parece ser concordante con el
estudio de Patel MS et al. en el que demostraron que, en la EPOC, el GDF-15 circulante
estaba inversamente correlacionado con la capacidad de ejercicio, promoviendo el
desgaste muscular pero no se asocié con el IMC o con el FFMI (Patel MS et al 2016),
aunqgue hay que tener en cuenta que el trabajo se realizé en un grupo pequeiio de

pacientes (n = 38).

Encontramos en nuestro estudio univariante una asociacién positiva con la

malnutricién que desaparecié al hacer el modelo multivariante, probablemente debido
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a que hay factores en la EPOC (inflamacién, capacidad de ejercicio, comorbilidades...)
que influyen mds en el GDF-15 que la propia obesidad o desnutricidn, a pesar de que el
GDF-15 se ha asociado con esta caracteristica clinica en diversas publicaciones (Adela R

et al 2015) (Lerner L et al 2015).

Nuestros datos también mostraron que las comorbilidades (expresadas con el
indice de Charlson) se asociaron con niveles altos de GDF-15. El papel de las
comorbilidades en la EPOC es de gran relevancia para estos pacientes, ya que influye no

solamente en el prondstico, sino también en la calidad de vida (GOLD 2022).

Esta asociacidn entre el indice de Charlson y el GDF-15 parece consistente con el
trabajo noruego de Husebg GR et al, en el que se estudiaron 413 pacientes con EPOC.
Esta asociacidon es mayor en nuestro estudio, lo que puede ser explicado por la diferencia
en las comorbilidades existentes en cada grupo de pacientes con EPOC de ambos

estudios.

Por dltimo, en nuestro grupo de pacientes con EPOC, los niveles de GDF-15 se
encontraron mas elevados en la poblacidn femenina, por lo que de utilizar esta mitokina
en un futuro como biomarcador y de confirmarse estos hallazgos, seria necesario
obtener valores de referencia poblacionales diferentes segun el sexo del paciente como

ocurre en otras determinaciones analiticas como pueden ser los niveles hormonales.

6.3.3. FGF-21

En nuestro estudio Unicamente se observé que los niveles altos de FGF-21 se
asociaron de forma independiente con las agudizaciones el afo previo, algo novedoso

ya que esta mitokina nunca habia sido estudiada en la EPOC.

Como hemos visto anteriormente, es posible que sea debido a que esta mitokina
esta regulada por multiples factores, por lo que seria necesario nuevos estudios que
evalten el papel de FGF-21 en esta y otras patologias (Smati S et al 2020) (Hill CM et al
2020) (Hethazi D et al 2020).
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6.3.4. MOTS-C

Encontramos que los niveles altos de MOTS-c se asociaron positivamente con el
numero de exacerbaciones el afio previo, probablemente por el daino mitocondrial y el

estrés oxidativo tan presente en los pacientes con EPOC.

Es llamativo que, como comentdbamos en el apartado anterior, los pacientes con
EPOC estable tenian niveles mds bajos de MOTS-c respecto al grupo control, pero que,
dentro del grupo de pacientes con EPOC, los niveles altos de esta mitokina se asociaban
de manera positiva con el nimero de agudizaciones previas. Una posible causa de ello
es la gran complejidad y heterogenicidad de los pacientes con EPOC como explicaremos

mas adelante.

De forma opuesta a su relacién con las agudizaciones, MOTS-c se asocia de forma
directa con la saturacién de oxigeno, es decir, los pacientes con MOTS-c mas baja

presentan mayor hipoxemia.

Recientemente se ha informado que MOTS-c promueve la diferenciacion muscular
de las células progenitoras musculares (Garcia-Benlloch S et al 2022). Por lo tanto, es
razonable suponer que las personas que no pueden inducir la sintesis de MOTS-c y
tendran por tanto niveles mas bajos de esta mitokina (como ocurria en nuestro estudio
en los pacientes con EPOC), exhibiran una capacidad de ejercicio comparativamente mas

baja, y por tanto recorreran menos distancia en el TM6M.

Curiosamente, los niveles de MOTS se asocian de forma distinta con la hipoxemiay
la desaturacion que, con las agudizaciones. Una posible explicacién de esto reside en la
gran heterogenicidad de los pacientes con EPOC como hemos comentado
anteriormente. Probablemente aquellos pacientes con rasgos relacionados con la
hipoxia se asocien con niveles mas disminuidos de MOTS-c (enfisema), mientras que
aquellos en los que predomina la inflamacidn sistémica tengan mas que ver con los

niveles elevados de MOTS-c.

Por tanto, los pacientes tendran diferentes niveles séricos de MOTS-c en funcion de

los distintos rasgos clinicos de los pacientes con EPOC, por lo que seria interesante,
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realizar estudios bdsicos de investigacién donde se comparen estos rasgos de la EPOC

con los diferentes biomarcadores estudiados hasta la fecha.

Por ultimo, nuestros datos revelaron una asociacion positiva (aunque débil) entre
los niveles altos circulantes de MOTS-c y Romol. Esto puede ser debido a que ambas
moléculas estdn relacionadas con el estrés oxidativo, aunque hacen falta mas estudios

para corroborar estos hallazgos.

6.3.5. ROMO1

Los resultados de nuestro estudio revelan por primera vez una importante
asociacion entre los niveles altos circulantes de Romol con el habito tabaquico y con la
reduccion de la saturacién de oxigeno (es decir, factores intrinsecamente asociados con
el estrés oxidativo), aunque ninguna relacién con la capacidad de ejercicio. Se necesitan
mas estudios para confirmar estos aspectos ya que Unicamente se ha realizado un

estudio comparando los niveles de Romol con la EPOC (Ye L et al 2018).

Como ya hemos comentado antes, observamos una asociacién positiva entre los
niveles altos de Romol y MOTS-c, aunque es necesario realizar mas investigaciones para

confirmar de manera concluyente esta asociacion.

6.4. MOLECULAS RELACIONADAS CON LA MITOCONDRIA COMO
PREDICTORES DEL TM6M Y DE LA DESATURACION DE OXiIGENO

La capacidad de ejercicio en la EPOC tiene un papel central, ya que ha demostrado
en multiples estudios ser un factor prondstico independiente de mala evolucién de la
enfermedad, asi como una causa de disminucién de la calidad de vida de estos pacientes
(Swallow EB et al 2007). Estd estrechamente relacionada con el TM6M vy con la
desaturacion de oxigeno en el TM6M. En nuestros estudios, hemos encontrado varias

asociaciones interesantes no descritas hasta la fecha.
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Los niveles altos de HN se correlacionaron con caminar menos de 350 metros en el
TM6M, asi como con una una mayor desaturacidon de oxigeno, lo que sugiere una
relacion con la capacidad de ejercicio y con un desajuste de ventilacion/perfusion

durante el ejercicio.

Los niveles altos de GDF-15 aunque fueron predictores de desaturacion de oxigeno
durante el TM6M, no lo fueron con caminar menos de 350 metros. Probablemente se
deba a lo comentado en numerosas ocasiones sobre la implicacion de otros factores en
este proceso, y es por lo que se necesitarian nuevos estudios para dilucidar esta relaciéon

entre el TM6M y el GDF-15.

En cambio, los niveles bajos de MOTS-c si se asociaron con distancias mas cortas
recorridas en el TM6M, especificamente con caminar menos de 350 metros y con la
desaturacion de oxigeno, parametros que se asocian con el riesgo de mortalidad en la

EPOC (Celli BR, Cote cG et al 2004).

El ejercicio induce la sintesis de MOTS-c en individuos sanos (Merry TL et al 2020)
(Hyatt JK 2022), y a su vez activa la sintesis de otras enzimas (como la proteina cinasa
activada por AMP) que se sabe por otros estudios que son inducidas por el ejercicio, por
lo que parece concordante con nuestros hallazgos (Reynolds JC et al 2021) (Dieli-

Conwright CM et al 2021).

Estos resultados adquieren una importancia especial por varios motivos. En primer
lugar, debido a lo complicado que resulta la prueba del TM6M necesitando espacio
suficiente para poder realizarla, con al menos una distancia de 29 metros sobre la que
delimitar el recorrido. En segundo lugar, requiere de bastante tiempo, tanto la
realizacion de la prueba en si misma, como la preparacion y traslado del paciente al drea
donde se realiza. Por Ultimo y mas importante, existen circunstancias especiales en las
que la realizacién de esta prueba no es posible ya que hay pacientes con discapacidades

fisicas que les impide caminar o pacientes que se encuentran encamados.

Por todo ello, y ante la ausencia de otras pruebas o biomarcadores que puedan
realizarse en estos supuestos, nuestros estudios abren una corriente de investigacion
muy interesante en este campo, con la posibilidad de utilizar estos nuevos

biomarcadores como factores prondsticos de manera similar al TM6M.
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6.5. MOLECULAS RELACIONADAS CON LA MITOCONDRIA COMO
PREDICTORES DE AGUDIZACIONES E INGRESOS HOSPITALARIOS

Como ya hemos comentado anteriormente, a lo largo de los afios se han propuesto
diferentes biomarcadores diagndsticos y predictores de las agudizaciones de la EPOC,
pero sin ninguna utilidad real para la prdctica clinica habitual, por lo que todavia este

campo estd en estudio.

Existen diferentes caracteristicas metabdlicas e inflamatorias que pueden verse
alteradas en los pacientes con EPOC agudizadores como el cociente neutroéfilo/linfocito
(El-Gazzar AG et al 2020), los niveles de vitamina D y PTH (Amado et al 2021) o la
alteracion de la via Wnt (Amado et al 2022). De hecho, los pacientes agudizadores

presentan un prondstico distinto que los pacientes no agudizadores (GOLD 2022).

Segun nuestros estudios de regresion de Cox, los niveles altos de HN tienen un alto
valor prondstico para el riesgo de agudizaciones, tanto en exacerbaciones moderadas,
como graves, lo que la convierte en un biomarcador predictor de agudizaciones
interesante, tanto en exacerbaciones como para proporcionar informacién sobre la
malnutricidn, la disfuncidn del musculo esquelético y la inflamacién crénica. De hecho,
nuestros datos muestran que los niveles elevados de HN circulante son un factor

prondstico de exacerbacién moderada y grave en el préximo afio.

El modelo de riesgo proporcional de Cox en nuestros estudios sorpresivamente no
asocié el GDF-15 como predictor de agudizacion moderada o con el riesgo de
hospitalizar. Esta discordancia entre nuestros datos y el estudio longitudinal de Husebg,
gue encontré que niveles elevados de GDF-15 se asociaban con una mayor tasa de
exacerbaciones, mortalidad y una disminucién mas rdpida de la funcién pulmonar

durante 3 afios, puede ser debida a varios factores.

En primer lugar, nuestro nimero de pacientes incluidos en el estudio fue algo
menor y el periodo de seguimiento mas corto y en segundo lugar excluimos los pacientes
con comorbilidades importantes (cardiopatias, insuficiencia renal, etc.). Por lo tanto,
nuestros resultados negativos podrian deberse a un menor poder estadistico o a las

distintas comorbilidades incluidas en el indice de Charlson de cada estudio.
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Aunque en el trabajo de Husebg (Husebg GR et al 2017) no especifica qué
comorbilidades existian entre el grupo EPOC, si es cierto que, por ejemplo, en nuestro
estudio se excluyeron pacientes con procesos tumorales activos, pero no se tuvieron en
cuenta otras patologias incluidas en el indice de Charlson como pueden ser las

patologias hepaticas.

Debido a estos resultados, los niveles altos de HN pueden ser factores prondsticos
mas especificos que los niveles altos de GDF-15. Claramente se necesitan mas estudios

para dilucidar estos aspectos.

Los niveles de FGF-21 fueron predictivos de hospitalizacion, pero la fuerza de la
asociacion fue débil, probablemente debido a los muchos factores que regulan los
niveles de esta mitokina. No obstante, la relacion entre los niveles de FGF-21 y la EPOC

es menos clara que la observada con HN segun nuestros datos.

Respecto a la MOTS-c, nuestros datos sugieren que los niveles séricos de esta
mitokina son predictores de agudizaciones moderadas en la EPOC, asi como de
exacerbaciones graves u hospitalizaciones con una alta significacién estadistica. Parece
coherente ya que como hemos expuesto en numerosas ocasiones, la EPOC también es
una patologia ampliamente relacionada con la edad, la disfuncién muscular y el estrés

oxidativo.

Por Jdltimo, niveles elevados de Romol también fueron predictores de
agudizaciones graves u hospitalizaciones, aunque de manera menos clara que la

observada con el resto de mitokinas.

Como conclusidén, creemos que hay diferencias entre las distintas mitokinas
estudiadas, asocidndose con variables clinicas relevantes en la EPOC, algo muy
novedoso, por lo que se abre un interesante campo de investigacién donde se necesitan
mas estudios para poder entender en su totalidad el comportamiento y los cambios

fisioldgicos v fisiopatoldgicos de cada una de ellas.
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LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Nuestra cohorte de pacientes incluyd un Unico centro, por lo que estos hallazgos
deberdn replicarse en grandes ensayos multicéntricos. Ademas, utilizamos criterios
estrictos para excluir a los pacientes con funcion renal alterada y otras condiciones
conocidas por aumentar los niveles de mitokinas (exacerbacién activa, sepsis,
inflamacidén severa, insuficiencia renal, enfermedad arterial coronaria clinica, etc.); por
tanto, los resultados tampoco son generalizables a todos los pacientes con EPOC, pero
aportan nueva informacién fisiopatolégica. Es por ello, que serian necesarios nuevos
estudios que evallien otras caracteristicas sociodemograficas y otras posibles
enfermedades o comorbilidades, que alteren los niveles de las mitokinas en este grupo

de pacientes tan complejos y diversos como son los pacientes con EPOC.

Hay que tener en cuenta, que no se excluyeron pacientes con estados de
inflamacién de bajo grado, aterosclerosis clinica asintomdtica u otras enfermedades
asintomaticas, ni conociamos los niveles de mitokinas en estos pacientes previamente a
desarrollar EPOC, aunque no creemos que estas condiciones hayan influido fuertemente

en nuestros resultados.

Por ultimo, nuestro estudio revela solamente asociaciones, pero no causalidad.

FORTALEZAS

Vale la pena destacar varias de las fortalezas de este trabajo. En primer lugar, este
estudio se disefidé especificamente para evaluar el impacto de la EPOC en los niveles
circulantes de HN, GDF-15, FGF-21, MOTS-c y Romol en un grupo de pacientes
cuidadosamente seleccionados y bien caracterizados sin comorbilidades (aparte de la
DM2y las enfermedades coronarias asintomaticas) que podrian influir en los resultados,
y un grupo de control de fumadores sin EPOC emparejado por habito tabaquico (para
evitar el tabaquismo como posible factor de confusién), por lo que fueron unos grupos

bien caracterizados.
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Ademas, consideramos una gran variedad de factores y caracteristicas clinicas de la
EPOC que podrian tener un impacto en los niveles circulantes de cada una de estas
mitokinas, asi como un seguimiento estrecho de los pacientes para recoger

agudizaciones y hospitalizaciones.

Por ultimo y que nosotros sepamos hasta la fecha del inicio de esta tesis doctoral,
nuestros estudios son los primeros que exploran la asociacién entre los diferentes
parametros clinicos y las diferentes variables de la EPOC, con las distintas mitokinas (a
excepcion del GDF-15), por lo que abre un interesante campo para futuras
investigaciones, tanto en la EPOC, como en otras muchas patologias asociadas con el

estrés oxidativo y la disfuncién mitocondrial.
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7. CONCLUSIONES

1. Los niveles basales de Humanina, GDF-15 y Romo1l se encontraron elevados
de forma estadisticamente significativa en la poblacion con EPOC respecto

al grupo de fumadores sin EPOC.

2. Los niveles de MOTS-c se encontraron disminuidos de forma
estadisticamente significativa en el grupo de pacientes con EPOC en

comparacion con el grupo de fumadores sin EPOC.
3. Los niveles de FGF-21 no se modificaron entre ambas poblaciones.

4. Encontramos una correlacidn positiva entre los niveles de MOTS-c y Romol.
No se encontraron otras correlaciones entre el resto de las moléculas

relacionadas con la mitocondria.

5. El tratamiento con corticoides inhalados no interfiere en la medicion de
ninguna molécula asociada a la mitocondria, lo que facilita su uso en la

practica clinica habitual.

6. Estas moléculas se asociaron a distintas caracteristicas clinicas de los
pacientes con EPOC, de las que destacan: Humanina con malnutricién y
agudizaciones previas; GDF-15 con el sexo femenino, el test de la marcha de
6 minutosy el indice de Charlson; MOTS-c con agudizaciones previas y el test

de la marcha de 6 minutos; y Romo1 con el habito tabaquico activo.

7. Tanto la Humanina como MOTS-c fueron factores prondsticos de caminar

menos de 350 metros en el test de la marcha de 6 minutos.

8. Humanina, GDF-15 y MOTS-c fueron factores prondsticos de desaturacion

de oxigeno en el test de la marcha de 6 minutos.

9. Humanina y MOTS-c fueron predictores de exacerbaciones moderadas de la
EPOC, y junto con FGF-21 y Romol fueron ademas predictoras de

hospitalizaciones.
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9. ANEXOS Y PUBLICACIONES

9.1. APROBACION DEL CEIm

Va] deCi"a Cantabriagﬁ
% IDIVAL o]

T. CONCEPCION SOLANAS GUERRERO, Secretario/a del COMITE DE ETICA DE
LA INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS DE CANTABRIA

CERTIFICA
Que este Comité ha evaluado la propuesta del Investigador Principal del estudio:
TITULO: Caracterizacién de la disfuncién secretoria extracelular dependiente de
las mitocondrias (mitoquinas) en los pacientes con EPOC.
TIPO DE ESTUDIO: Proyecto de Investigacion (Cédigo interno: 2018.276)
y considera que:

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en
relacion con los objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y
molestias previsibles para el sujeto, teniendo en cuenta los beneficios
esperados.

- Es adecuado el procedimiento para obtener el consentimiento informado.

- La capacidad del investigador y sus colaboradores, y las instalaciones y

medios disponibles, tal y como ha sido informado, son apropiados para
llevar a cabo el estudio.

Este CEIC, emite un informe FAVORABLE para que dicho Estudio sea realizado en el
HOSPITAL UNIVERSITARIO MARQUES DE VALDECILLA, actuando como
investigador principal el Dr. CARLOS ANTONIO AMADO DIAGO

Como queda reflejado en el Acta: 03/2019.

Lo que firmo en Santander, a 15 de febrero de 2019

Secretario/a del CEIm

Av. Cardenal Herrera Orias/n | www.idival.org Fundacion Instituto de Investigacion Marqués de Valdecillz
3g0m Santander - Espana Tel.+34 942315515 CIF: G 39788773
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9.2. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Cbodigo del estudio

Valdecilla S
iz IDIVAL

2° APELLIDO

NOMERE
BIOBANCO VALDECILLA I I
Nodo de ADN y Fluidos HISTORIA CLINICA / CIP
CONSENTIMIENTO INFORMADO ESTUDIO DE EPOC

Nuestra intencién es proporcionarle informacion adecuada y suficiente para que pueda evaluar y juzgar si quiere o no participar
en el estudio. Para ello, es conveniente leer con atencion esta hoja informativa y preguntar cualquier duda que le surja relativa al
estudio. Ademas puede consultar con cualquier persona que considere oportuno.

Para un adecuado avance en la investigacion de las diferentes enfermedades, es necesario estudiar factores y utilizar todas las
fuentes de informacion disponibles para alcanzar el maximo grado de conocimiento sobre los factores que determinan la
evolucion y el prondstico de la enfermedad. Asi se justifica la utilizacion de datos provenientes de muestras bioldgicas (sangre) y
de pruebas de funcion respiratoria (espirometria, Test de marcha de 6 minutos, impedanciometria, medida de fuerza de manos y
cuestionario CAT) de los participantes, con el fin de obtener conocimientos que permitan desarrollar nuevas estrategias
diagndsticas, herramientas de prondstico, asi como obtener nuevos y mejores tratamientos.

Por ello solicitamos su consentimiento para participar en el proyecto Caracterizacion de la disfuncion secretoria extracelular
dependiente de las mitocondrias (mitoquinas) en los pacientes con EPOC del investigador principal Carlos Antonio Amado Diago
que se describe mas abajo, que ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica de Cantabria y respeta la normativa
vigente

La participacion en esta investigacion implica |a realizacion de pruebas de funcion respiratoria (espirometria, Test de marcha de
6 minutos, impedanciometria, medida de fuerza de manos y Cuestionario CAT) y la donacion de una muestra de sangre que se
utilizard en el estudio y que posteriormente formard parte de una coleccion del Biobanco Valdecilla (Nodo de ADN vy fluidos)
localizado en el Edificio IDIVAL, Avda. Cardenal Herrera Oria s/n, Planta O en Santander. Las muestras conservadas en el Biobanco
podran ser utilizadas tanto en el desarrollo del estudio mencionado como en futuras investigaciones relacionadas con esta
patologia u otras asociadas.

Participacion voluntaria: La participacion en este estudio, asi como la donacién de muestras es totalmente voluntaria y la

decision de no participar no afectara su relacion con el equipo de médicos que la atienden ni implicard perjuicio alguno en su

tratamiento.

¢Qué supone participar en este estudio? La participacion en el estudio supone que se compromete con el investigador al

cumplimiento de las instrucciones del protocolo del estudio.

¢Qué inconvenientes tiene participar en el estudio? Participar en el estudio le supondra tener que acudir al Hospital de Liencres

para la realizacion de las pruebas requeridas.

¢Qué beneficios puedo obtener participando en este estudio? Es posible que no obtenga ningun beneficio directo por su

participacion en este estudio.

En lo referente a la donacion de sus muestras y datos, su donacidn tiene un caracter altruista y el Unico beneficio esperado es el

avance en el conocimiento cientifico relativo a esta enfermedad, aunque podria suponer beneficios futuros para Ud. y los

pacientes.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

e Objetivo principal: Determinar si los niveles de mitoquinas en sangre (proteinas producidas por algunos tipos de células)
se encuentran alterados en los pacientes con EPOC respecto a los controles sin EPOC, y si estos niveles se asocian a
peores variables clinicas y se pueden utilizar como factores prondsticos de la EPOC.

e Metodologia: Se trata de un estudio observacional prospectivo. Se incluiran pacientes que acuden a la consulta externa
de EPOC del Servicio de Neumologia del Hospital de Sierrallana, pacientes que acudan a Urgencias para ser tratados por
una agudizacion de la EPOC. y sujetos control fumadores pero sin patologia respiratoria.

e Estudios: Pruebas de funcion respiratoria (espirometria, Test de marcha de 6 minutos, impedanciometria, medida de
fuerza de manos y Cuestionario CAT) y se realizard una extraccion de sangre.

e Datos: Se recogerd informacion clinica y de habitos de vida.
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. Codigo del estudio
Valdecilla P
Instituto de
was IDIVAL
Sanitaria

2° APELLIDO

NOMBRE

BIOBANCO VALDECILLA I l
Nodo de ADN y Fluidos HISTORIA CLINICA / CIP
CONSENTIMIENTO INFORMADO ESTUDIO DE EPOC

PROCEDIMIENTO DE INFORMACION Y DONACION DE MUESTRAS

Con la firma de este Consentimiento Informado el participante autoriza la obtencion de informacion y procesamiento de su
muestra, asi como la gestion de los datos referidos a su salud que sean relevantes para la investigacion cientifica, y que implicara
el siguiente proceso:

1. ESPIROMETRIA: Esta prueba consiste en soltar el aire lo mas fuerte que se pueda en una maquina que analiza si tiene
limitada la capacidad para vaciar sus pulmones. No tiene efectos secundarios y es bien tolerada salvo en casos en los que
puede producir mareo o aumento de expulsion de flemas.

2. OTRAS PRUEBAS: Test de marcha de 6 minutos: Consiste en caminar 6 minutos en un circuito de 30 metros de longitud,
la prueba se puede parar en cualquier momento si el paciente tiene necesidad de parar por sensacion de ahogo, dolor en
el pecho o piernas o cualquier otra circunstancia. La prueba no tiene otros efectos secundarios que los derivados de
realizar ejercicio fisico. Impedanciometria: Es una prueba similar a un peso que mide la cantidad de grasa que tiene su
organismo, no tiene efectos secundarios. Medida de fuerza de manos: Consiste en presionar un aparato similar al freno
de una bicicleta para medir la fuerza de las manos, no tiene efectos secundarios. Cuestionario CAT: Consiste en contestar
las preguntas de un cuestionario sobre su Enfermedad.

3. EXTRACCION DE SANGRE que implicar3 el siguiente proceso:

e En el Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, Hospital de Liencres o en su Centro de Salud se obtendrd una
muestra de sangre para |a obtencion de ADN, plasma y suero, para lo cual se extraeran en total unos 20 ml en 2 tubos
malva y 2 tubos teja, respectivamente, mediante venopuncion. La donacion de sangre apenas tiene efectos
secundarios; lo mas frecuente es la aparicion de pequefios hematomas en la zona de puncién que desaparecen
transcurridos 1 o 2 dias. Una vez obtenidas, la muestra se enviaran al Nodo de ADN y Fluidos del Biobanco Valdecilla
donde se registrard, codificara, procesard y almacenara.

e La sangre se enviarda Nodo de ADN y Fluidos del Biobanco Valdecilla donde se codificarg, registrard y procesara parala
obtencion de suero, plasma, ADN, ARN y otros derivados de la sangre.

e Una parte del suero se utilizard en este estudio para la determinacion de mitoquinas en sangre.

e Las muestras estaran almacenadas en congeladores a -80°C en el Biobanco Valdecilla, ubicado en la planta O del
Edificio de |a Fundacidn Instituto de Investigacion Marqués de Valdecilla.

* Una vez finalizado el estudio que da origen a la coleccion, si Ud. lo autoriza, las muestras quedaran custodiadas por el
Biobanco Valdecilla hasta la finalizacion de la muestra, siempre que no se proceda a la revocacion del consentimiento.

Finalidad de las muestras depositadas en el Biobanco Valdecilla. El Biobanco Valdecilla es una entidad sin animo de lucro cuyo
objetivo es gestionar colecciones de muestras bioldgicas humanas (sangre, ADN, células, plasma, orina, tejido, etc.) y ponerlas,
junto a sus datos asociados, a disposicion de los investigadores a fin de ser utilizadas en investigacion biomédica. De esta
manera, los cientificos pueden disponer de una gran cantidad de muestras de una misma patologia de donde obtener
conocimientos para desarrollar nuevas estrategias terapéuticas y tratamientos aplicables a los pacientes.

¢Qué implica depositar las muestras en el Biobanco Valdecilla?

Autorizar que las muestras queden custodiadas por el Biobanco Valdecilla implica que los productos obtenidos de las mismas
(ADN, ARN, suero, plasma, células, etc.) podran ser utilizados posteriormente en otros estudios de investigacion biomédica
realizados por investigadores de este u otros centros, nacionales o extranjeros, siempre que cuenten con la aprobacion del
Comité Cientifico Externo y el Comité de Etica del Biobanco Valdecilla. En el caso de que su muestra sea solicitada para otros
proyectos, el Biobanco enviard al investigador solicitante una fraccidn de la misma con los datos clinicos mas relevantes. Antes
del envio, el Biobanco desvinculara su identidad de la muestra cedida mediante un proceso de re-codificacion, de manera que los
investigadores no podran relacionar la muestra con su identidad. El Biobanco Valdecilla se compromete a no comercializar, en
ningun caso, las muestras ni los datos personales obtenidos a partir de las muestras. No obstante, la informacion generada de los
estudios realizados sobre su muestra podria ser fuente de beneficios comerciales. En tal caso estan previstos mecanismos para
que estos beneficios reviertan en la salud de la poblacion, aunque no de forma individual en el donante.
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6digo del estudio

Valdecilla =
s IDIVAL

2° APELLIDO

NOMBRE

BIOBANCO VALDECILLA I l
Nodo de ADN y Fluidos HISTORIA CLINICA / CIP
CONSENTIMIENTO INFORMADO ESTUDIO DE EPOC

GARANTIAS DE CONFIDENCIALIDAD E INFORMACION SOBRE PROTECCION DE DATOS:

Los datos que se obtengan seran totalmente confidenciales y seran utilizados exclusivamente con fines investigadores y docentes
con el objetivo de mejorar el conocimiento de trastornos psiquidtricos especificos. Su intimidad quedard salvaguardada en todo
momento, y ni el nombre, ni cualquier otro dato que pueda llevar a la identificacion de los participantes serdn utilizados en
ninguno de los trabajos que se deriven de esta investigacion.

Los datos derivados de las pruebas de imagen utilizados en estudios multicéntricos internacionales, se enviardn de forma que se
preserve de modo ineludible el anonimato de los datos extraidos y en su caso de los datos clinicos asociados.

Conforme a lo establecido en el Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 27 de abril de 2016,
relativo a la proteccién de las personas fisicas en lo que respecta al tratamiento de datos personales y a la libre circulacion de
estos datos, se le informa de lo siguiente: El Responsable del Tratamiento es la FUNDACION INSTITUTO DE INVESTIGACION
MARQUES DE VALDECILLA-IDIVAL, cita en AVDA. CARDENAL HERRERA ORIA, S/N - 39007 — SANTANDER (Cantabria) -
biobanco2@idival.org - 942 202563. La Finalidad del tratamiento es la gestion de datos de muestras bioldgicas destinadas a
investigacion epidemioldgica y actividades andlogas, fines estadisticos, histdricos o cientificos, siendo el presente consentimiento
informado la base juridica-legal para el tratamiento de sus datos personales. Se le informa, ademas que para ejercitar sus
derechos de acceso, rectificacion, supresion asi como otros derechos, puede consultar en la informacién adicional sobre

Proteccion de Datos en www.idival.org/es/Soporte/Biobanco-valdecilla

RETIRAR EL CONSENTIMIENTO: El participante tiene derecho a revocar su consentimiento y a retirarse del estudio en cualquier
momento y sin dar explicaciones. El cese de su participacién en el estudio no afectard a |a relacion con su médico ni a sus futuros
cuidados médicos. Igualmente el participante tiene derecho a solicitar al Investigador Principal Dr. Carlos Antonio Amado Diago
o al Responsable en el Biobanco Valdecilla (biobanco2dival.org), en cualquier momento, y sin necesidad de especificar el
motivo, la destruccion o anonimizacion de sus muestras y la eliminacion de |a informacidn relacionada con las mismas.

No obstante, los efectos de la revocacion del consentimiento no se extenderan a los datos resultantes de las investigaciones que
se hayan llevado a cabo previamente a la misma. Asimismo, puede incluir alguna restriccion sobre el uso de sus muestras,
especificandolo en el formulario adjunto.

En caso de cierre del biobanco, Ud. puede consultar el destino de sus muestras en el Registro Nacional de Biobancos para
Investigacion Biomédica, pudiendo manifestar su conformidad o disconformidad con el destino previsto para las muestras. Si Ud.
es menor de edad, sepa que cuando alcance la mayoria de edad, se le garantiza el acceso a la informacién indicada en el articulo
32 del RD 1716/2011 sobre su muestra.

ACCESO A MUESTRAS Y/O INFORMACION. El Biobanco Valdecilla tendra a su disposicién toda la informacién sobre los proyectos
de investigacion en los que se ha utilizado su muestra, pero no sera posible comunicarle ningun resultado personal obtenido del
estudio de las mismas En caso de que las investigaciones en las que se utilicen sus muestras proporcionen datos que pudieran ser
clinica o genéticamente relevantes para su salud o la de sus familiares, le serdn comunicados si asi lo requiere (si las muestras no
han sido anonimizadas). Es decision personal suya informar a dichos familiares sobre estos resultados. El Comité Etico externo
del biobanco decidira en qué casos sera imprescindible que se le envie la informacion de manera individualizada.

Pagina3 de5

155

20d3 0IaN1S$3-8rozgoLz-£ A



. Codigo del estudio
Valdecilla P
Instituto de
was IDIVAL
Sanitaria

2° APELLIDO

NOMBRE
BIOBANCO VALDECILLA I
Nodo de ADN y Fluidos HISTORIA CLINICA / CIP
CONSENTIMIENTO INFORMADO ESTUDIO DE EPOC

CONSENTIMIENTO PARA DONACION DE MUESTRAS AL BIOBANCO VALDECILLA PARA INVESTIGACION BIOMEDICA

Declaro que he recibido informacion adecuada por el profesional de salud sobre:

He leido y comprendido la hoja de informacidn que se me ha entregado sobre el estudio arriba indicado.
He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

La finalidad para el que se utilizaran tanto mis muestras como mis datos personales en este proceso, y las garantias de
cumplimiento de la legalidad vigente, asi como de la posibilidad de ceder a terceros las muestras para futuros proyectos
de investigacion que cumplan con las exigencias éticas y legales aplicables

He hablado con el Dr/a. con quien he clarificado las posibles dudas y realizado todas las
preguntas que he precisado sobre el estudio.

Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio, cuando quiera, sin dar explicaciones y sin que repercuta en mis cuidados
meédicos y que tengo derecho de ejercitar el acceso, rectificacion, supresion, oposicion, limitacion, en ciertos supuestos
también la portabilidad y olvido a mis datos personales archivados en el Biobanco Valdecilla (Nodo de ADN y fluidos).

Comprendo que la informacién personal y familiar que aporto serd confidencial y no se mostrard a nadie sin mi
consentimiento y que mis muestras y datos personales serdan proporcionados de forma anonimizada a los
investigadores que trabajen con ellas.

Comprendo que mi participacion en el estudio implica autorizar la extraccion de una muestra de sangre y su utilizacion,
y en caso de ser necesario, el uso de remanentes de las muestras obtenidas en la actividad asistencial.

Y AUTORIZO (por favor, mdrquese una opcion):

AUTORIZO MI PARTICIPACION en el estudio si[] No[]

AUTORIZO LA CESION DE DATOS de forma agrupada y anénima en colaboracion con proyectos
internacionales.

si[] No[]

AUTORIZO LA REALIZACION espirometria, test de marcha de 6 minutos, impedanciometria,
medida de fuerza de manos y Cuestionario CAT.

si[d No[]

LA EXTRACCION de una muestras de sangre y su DONACION junto con datos clinicos
relevantes al Biobanco Valdecilla.

si[] No[]

SE ME INFORME sobre los resultados referidos a mi salud derivados de analisis genéticos que
pudieran ser realizados sobre mi muestra bioldgica (siempre que la muestra no se haya
anonimizado).

si[] No[]

A SER CONTACTADO en un futuro en caso de que se estime oportuno afiadir nuevos datos a
los recogidos en la actualidad.

si[] No[]

RESTRICCIONES DEL USO DE LA MUESTRA Especifique a continuacion si no desea que se utilice su muestra y datos asociados en

algun uso concreto o proyecto en particular:
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Cbodigo del estudio

Valdecilla T
iz IDIVAL

2° APELLIDO

NOMBRE

BIOBANCO VALDECILLA I
Nodo de ADN y Fluidos HISTORIA CLINICA / CIP
CONSENTIMIENTO INFORMADO ESTUDIO DE EPOC

DATOS DEL DONANTE — cumplimentar siempre —

D/Dha (apellidos, nombre):

DNI/ NIE: .ciercineveenrcanisnneseansenes

Firma:

DATOS DEL REPRESENTANTE LEGAL — cumplimentar si procede —

REPRESENTANTE D/Dna (apellidos, nombre):

PARENTESCO/RELACION con el donante (esposo/a, padre, madre, hijo/a, etc, o tutor)

DN/ NIE: oo mnerncsnessesene e

Firma:

El Responsable Clinico firmante constata que ha explicado las caracteristicas de las condiciones de conservacion y seguridad
que se aplicaran a la muestra y a los datos clinicos conservados. También constata que se han consultado los documentos de
instrucciones previas.

DATOS DEL MEDICO SOLICITANTE — cumplimentar siempre

Dr/Dra (apellidos, nombre):

Centro en el que trabaja:  ..ccinnnnnincnnininsenns

Firma:

LUGAR Y FECHA — cumplimentar siempre —

EN s 5] AR de 20......
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9.3. APROBACION COLECCION BIOBANCO

, Va]deCi"a Cantabriaii:r
v =it IDIVAL P |

T. CONCEPCION SOLANAS GUERRERO, Secretario/a del COMITE ETICO DE
INVESTIGACION CLINICA DE CANTABRIA

CERTIFICA
Que este Comité ha evaluado la propuesta del Biobanco Valdecilla:
TITULO: Creacién de la coleccién EPOC (Enfermedad Pulmonar obstructiva

Crénica). Biobanco Valdecilla,Nodo de ADN y Fluidos.

TIPO DE ESTUDIO: Proyecto de Investigacion (Coédigo interno: 2018.189)
TRFO019

y considera que:

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en
relacion con los objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y
molestias previsibles para el sujeto, teniendo en cuenta los beneficios
esperados.

- Es adecuado el procedimiento para obtener el consentimiento informado.

Este CEIC, emite un informe FAVORABLE para que dicha colecciéon sea
transferida/creada en el Biobanco Valdecilla - Nodo de ADN y Fluidos, actuando

como Promotor el Dr. CARLOS ANTONIO AMADO DIAGO.

Como queda reflejado en el Acta: 14/2018.

Lo que firmo en Santander, 7 de septiembre de 2018

Av. Cardenal Herrera Orias/n | wwwv.idival.org Fundacion Instituto de Investigacién Marqués de Valdecillz
3g90m Santander - Espafia Tel.+34942315515 CIF: G 39788773
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9.4. CONTROLES DE CALIDAD HUMV

Certificate of Achievement

EQAS External Quality Assurance Services

HOSPITAL UNIV. MARQUES DE VALDECILLA (1)
Laboratory 1877

Has successfully completed the Quality Assessment Program for

Clinical Chemistry (Monthly) Program

Cycle 19: July 2020 - July 2021

Andy Quintenz

Scientific and Professional

Affairs Mana S
e %,  [ACCREDITED)

Bio-Rad Laborataries et W CERTIFICATE #3233.01

9500 Jeronimo Road

Irvine, CA 92618 USA

Certificate of Achievement

EQAS External Quality Assurance Services

HOSPITAL UNIV. MARQUES DE VALDECILLA (1)
Laboratory 1877

Has successfully completed the Quality Assessment Program for

Clinical Chemistry (Monthly) Program

Cycle 20: July 2021 - July 2022

Andy Quintenz
Scientific and Professional
Affairs Manager

Bio-Rad Laboratories

9500 Jeronimo Road
Irvine, GA 92618 USA
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www.nature.com/scientificreports

scientific reports

W) Check for updates

Associations between serum
mitokine levels and outcomes

in stable COPD: an observational
prospective study

Carlos A. Amado®%5*, Paula Martin-Audera3, Juan Agiero?, Bernardo A. Lavin?,
Armando R. Guerra?, Pedro Mufioz*, Ana Berja3, Ciro Casanova® & Mayte Garcia-Unzueta?®3

Mitokines (Humanin (HN), GDF15 and FGF21) are produced as a result of mitochondrial dysfunction
and may have major roles in chronic inflammation, malnutrition and exercise capacity in people with
COPD. Except for GDF15, studies on this subject are lacking. A total of 165 patients with stable COPD
and 49 smokers without COPD were enrolled. We assessed their serum mitokine levels and clinical
characteristics at baseline. We recorded moderate and severe exacerbation for the next 12 months.
Baseline serum HN (p=0.037) and GDF-15 (p =0.013) levels were higher in the COPD group. High

HN levels were independently associated with a high risk of exacerbation (HRE) (OR 2.798, 95%
Cl1.266-6.187, p =0.011), malnutrition (OR 6.645, 95% Cl 1.859-23.749, p=0.004), and 6MWD

(OR 0.995, 95% C1 0.991-0.999, p =0.008), and future moderate (HR 1.826, 95% Cl 1.181-2.822,
p=0.007) and severe exacerbations (HR 3.445, 95% Cl 1.357-8.740, p=0.009). High GDF15 levels were
associated with HRE (OR 3.028, 95% Cl 1.134-8.083, p=0.027), 6MWD (OR 0.995, 95% Cl 0.990-0.999,
p=0.017) and predicted desaturation in 6MWT (OR 3.999, 95% Cl 1.487-10.757, p =0.006). High FGF21
levels were associated with HRE (OR 2.144, 95% Cl 1.000-4.600, p =0.05), and predicted future severe
exacerbation (HR 4.217, 95% Cl 1.459-12.193, p =0.008). The mitokine levels were higher in patients
with COPD than smokers without COPD, and were associated with important clinical outcomes

such as exercise capacity and COPD exacerbation. Among the mitokines, HN showed the strongest
association with COPD and may serve as a future risk biomarker in this disease.

Trial registation NCT04449419.

Abbreviations
COPD  Chronic obstructive pulmonary disease
HN Humanin

GDF15  Growth and differentiation factor 15

FGF21  Fibroblast growth factor 21

6MWD 6 Minute walk distance

6MWT 6 Minute walk test

OD Oxygen desaturation

SEPAR  Spanish Society of Pulmonology and Thoracic Surgery
BMI Body mass index

FFMI Fat free mass index

HRE High risk of exacerbation

!Department of Pulmonology, Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, Av Valdecilla SN, 39005 Santander,
Spain. 2University of Cantabria, Santander, Spain. 3Department of Clinical Biochemistry, Hospital Universitario
Marqués de Valdecilla, Santander, Spain. “Servicio Cantabro de Salud, Santander, Spain. *IDIVAL (Instituto de
Investigacion Biomédica de Cantabria), Santander, Spain. ®Servicio de Neumologia-Unidad de Investigacién,
Hospital Universitario La Candelaria, Universidad de La Laguna, Tenerife, Spain. “"email: carlosantonio.amado@
scsalud.es
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Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a leading cause of morbidity and mortality worldwide'.
COPD is a heterogeneous disease in which distinctive characteristics, such as low exercise capacity?, low muscle
mass’ or severe COPD exacerbation?, are associated with poorer prognosis. However, clear evidence indicates
the presence of impaired mitochondrial structure and function in the lungs, immune cells and skeletal muscles
in COPD, possibly because of the chronic effects of excessive reactive oxygen species®*°.

Mitochondrial stress elicits the production of various circulating cellular stress response molecules called
mitokines, which function as autocrine, paracrine and endocrine signals. Humanin (HN), a peptide encoded
in mitochondrial DNA, sends a systemic signal of mitochondrial stress. Circulating HN induces a global cyto-
protective effect, because it regulates oxidative phosphorylation, and activates the synthesis of antioxidants and
chaperones for unfolded proteins in many tissues''~”. Monocytes, alveolar cells and eosinophils express the
HN receptors, but the highest expression of these receptors is found in lung macrophages'®. Human primary
mitochondrial diseases (mitochondrial DNA mutations and nuclear DNA mutations in mitochondrial-targeted
proteins) and diseases associated with mitochondrial dysfunction are characterized by high circulating HN
levels'*~>*. However, no studies to date have examined serum HN levels in COPD.

Stressed mitochondria send signals to the nucleus that activate nuclear genes encoding peptides, such as
Growth and Differentiation Factor 15 (GDF15) or Fibroblast growth factor 21 (FGF21), which are also considered
mitokines?*, GDF15 is an inflammation- and metabolism-associated pleiotropic hormone. This mitokine is a
well-known marker of morbidity and mortality in COPD and other diseases*>?®, whereas FGF21 is considered a
metabolic hormone and a marker of nutritional stress®’. As with HN, no studies have described FGF21 in COPD.

We hypothesized that, because of generalized mitochondrial dysfunction, serum HN, GDF15 and FGF21
would be elevated in COPD, and would be associated with outcomes related to muscle mass and function and
hence increased risk of exacerbation.

Methods

This was an observational prospective study performed in a COPD outpatient clinic in a third level hospital in
Spain from November 2018 to December 2020. The study protocol is registered at ClinicalTrials.gov (https://
clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04449419). The Ethics Committee of our Institution (2018.276) approved the
study. All patients provided informed written consent to participate in this study.

Participants. We recruited patients with COPD during routine visits to the dedicated COPD outpatient
clinic. Control individuals were smokers without COPD who were recruited from the smoking cessation clinics
from our institution.

The inclusion criteria were as follows: (1) patients with COPD according to the GOLD Guidelines®® with age
above 40 years, with or without continuous oxygen therapy or (2) age and sex matched smokers without COPD.

The exclusion criteria were as follows: (1) patients with COPD exacerbation 8 weeks prior to inclusion in
the study, (2) patients receiving treatment with pulmonary rehabilitation during the study or 6 months before
the inclusion period, (3) patients with a previous diagnosis of coronary artery disease, heart failure, patients
with respiratory diseases different from COPD, rheumatological diseases or cancer, (4) patients with C-reactive
protein levels higher than 2.5 mg/dL or elevated creatine kinase levels and (5) patients with a glomerular filtra-
tion rate <50 mL/min/1.73 m?.

Measurements. We performed spirometry and 6 min walk test (6MWT) according to the Spanish Society
of Pulmonology and Thoracic Surgery (SEPAR) protocol?**’: patients were asked to walk as far as they can in
6 min in a 30-m straight corridor without any interruption. At the end of the test, the distance walked by the
patients and dyspnea were recorded. We estimated body composition with a bioelectrical impedance device
(OMROM BF511, Omrom, Japan). We measured maximum hand grip strength with a GRIP-A hand dynamom-
eter (Takei, Niigata, Japan). The diagnosis of disease-associated malnutrition was determined according to the
ESPEN consensus (BMI < 18.5 kg/m? or 18.5-22 kg/m?, combined with low fat-free mass index (FFMI) (< 17 kg/
m? for men and < 15 kg/m? for women)?'. At the time of entry into the study, patients were categorized as hav-
ing high risk of exacerbation (HRE) if they had two or more moderate COPD exacerbation events or one severe
COPD exacerbation event, according to GOLD?, during the previous year. Oxygen desaturation (OD) was
defined as a fall in SpO,>4% or SpO, < 90%2. We measured serum creatinine, albumin, uric acid and creatine
kinase with Siemens traceable enzymatic method assays (Atellica Analyzer, Siemens, Germany).

Serum HN, GDF15 and FGF21 levels were measured with specific sandwich immunoassays (Human Putative
Humanin Peptide MT-RNR2 ELISA, CSB-EL015084HU, Cusabio Biotech, TX, USA; Thermo Fisher Scientific
Human GDE-15 ELISA, EHGDF15, CA; and RayBioR Human FGF-21 ELISA, ELH-FGF21, RayBiotech, GA)
according to the standard protocols of the mentioned commercial Kits.

We obtained early morning blood samples from all participants after they had signed the consent form to
participate. Samples and data from patients included in this study were preserved by the Biobank Valdecilla
(PT17/0015/0019), integrated in the Spanish Biobank Network, and were processed according to standard oper-
ating procedures with the appropriate approval of the ethical and scientific committees.

After entry into the study, patients were followed up for 12 months. We recorded moderate COPD exacerba-
tion (exacerbation in patients treated with antibiotics and/or systemic corticosteroids) and hospitalization due
to severe COPD exacerbation prospectively, on the basis of reports by the patients during follow-up visits (6 and
12 months after study entry), and the medical records from the hospital and primary care. Physicians unaffiliated
with this study made the diagnosis of exacerbation and the decisions to hospitalize the patients.
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Figure 1. Flowchart for patient selection.

Statistical analysis. Data are presented as mean + SD for normally distributed data or median (interquar-
tile range) for nonparametric data. We calculated sample size in Stata Statistical Software: Release 15. College
Station, TX: StataCorp LLC), with an a risk of 0.05 and a P risk of 0.2. Differences between groups were analyzed
with unpaired t tests for parametric data or Mann-Whitney tests for nonparametric data. We evaluated for nor-
mal distribution with the Kolmogorov-Smirnov test. Evaluation of HN, GDF15 and FGF-21 as a dichotomized
variable, with a cut-off at the median, resulted in the best discriminative power for our outcomes, returning the
lowest Akaike information criterion value, in concordance with other similar studies®***. We set the cut-off point
for s MWD at 350 m, according to the BODE index?. We evaluated cross-sectional associations with univariate
and multivariate logistic regression, with high versus low circulating mitokines and 6MWD as the outcome vari-
ables. We used Kaplan-Meier survival analysis estimates to calculate the proportion of participants experiencing
an event over time. We performed univariate and multivariate analysis with the Cox proportional risk analysis
in SPSS Software version 25.00 for PC to identify risk factors associated with moderate COPD exacerbation and
severe COPD exacerbation. We considered differences to be significant if the p values were less than 0.05. All
reported p values are two-sided.

Statement of ethics.  This study complies with internationally accepted standards for research practice and
reporting. The Ethics Committee of our Institution approved the study (2018.276). All patients gave informed
written consent to take part in this study.

Results

Characteristics of patients and controls. We included 165 patients and 49 sex and age matched controls
in the study (Fig. 1). Table 1 shows demographic, clinical and biochemical data. The mean age of the patients
was 68 +7.4 years, and 65.5% were men. There was a high prevalence of current smokers (29.7%), and most had
moderate or severe airway obstruction. The control group had normal lung function, lower CAT and Charlson
index values and higher 6 min walk distance (6MWD) than patients with COPD. No patients were treated
regularly with systemic steroids. HN and GDF15 levels were higher in the COPD group (256 (60-507) pg/mL
and 1244 (913-1716)), respectively, vs. controls (186 (39-338) pg/mL and 1050 (736.5-1487.5) pg/mL). FGF21
levels did not differ between patients and controls. No significant correlations between HN and GDF15, HN and
FGF21, or GF15 and FGF21 concentrations were observed in the patients. Notably, we found a positive correla-
tion between GDF-15 and HN (p=0.015, r=0.355), and between GDF-15 and FGF-21 (p=0.049, r=0.289) in
the control group (data not shown).

Baseline associations of mitokines with COPD disease characteristics. Table 2 shows the associa-
tions of mitokines with COPD characteristics at baseline. Univariate logistic regression indicated that high levels
of HN were associated with baseline HRE, 6 MWD, malnutrition, FFMI and diabetes mellitus. In addition, mul-
tivariate logistic regression indicated that high levels of HN were independently associated with baseline High
risk of exacerbation (HRE) (2 or more exacerbations during previous year or 1 previous admission) (OR 2.798,

Scientific Reports |

(2022) 12:17315 | https://doi.org/10.1038/s41598-022-21757-5 nature portfolio



www.nature.com/scientificreports/

Variable COPD n=165 Control group n=49 P

Age (years) 68+7.6 66.2+6.34 0.116
Sex Male n (%) 108 (65.5%) 29 (59.18%) 0.498
FVC (mL) 2664 +810 3435+971 <0.001
FVC (%) 83.3+69 10019 <0.001
FEV1 (mL) 1250 (870-1725) 2610 (2030-2930) <0.001
FEV1 (%) 52 (36.5-68) 95 (84-109) <0.001
FEV1/FVC 50 (38.6-60.3) 75 (72-78) <0.001
Weight (kg) 74.5+16.3 7592+14 0.579
BMI (kg/m?) 27 (24.1-31.6) 27.5(25.2-29.76) 0.82
6MWD (m) 427 (330-490) 525 (447-572) <0.001
Maximum hand grip strength (kg) 30 (23-38) 31(25-41) 0.409
FFMI (kg/mz) 18.8+2.9 18.6+1.5 0.802
CAT score 13 (7-19.3) 3 (1-5.25) <0.001
Charlson 1(1-2) 1(0-2) 0.018
mMRC score 0/1/II/ITI/IV 42 (25.5)/49 (29.7)/45 (27.3)/29 (17.6) | 39 (79.6)/9 (18.4)/1 (2)/0 (0)/0 (0) | <0.001
Current smokers n (%) 49 (29.7) 21 (42.9) 0.085
Patients with malnutrition n (%) 34 (20.6) 4(8.1) 0.017
GOLD 1/2/3/4 n (%) 22 (13.3)/69 (41.8)/51 (30.9)/23 (13.9) - -
GOLD A/B/C/D n (%) 52 (31.5)/51 (30.9)/13 (7.9)/49 (29.7) - -

High risk of exacerbation n (%) 61 (37) - -

1 or more admissions in the previous year n (%) | 31 (18.8) - -

ICS treatment n (%) 86 (52.1) -

ACO n (%) 60 (36.3)

Diabetes mellitus n (%) 26 (15.7) 8(16.3) 0.870
Humanin (pg/mL) 246 (69-507) 186 (39-338) 0.037
GDF-15 (pg/mL) 1244 (913-1716) 1050 (736.5-1487.5) 0.013
FGF-21 (pg/mL) 321.9 (176.85-514.05) 242.1 (136.5-396.9) 0.088
Albumin (g/dL) 4.8+0.3 4.78+0.27 0.695
Creatinine (mg/dL) 0.83 (0.69-0.96) 0.82(0.7-0.94) 0.975
Uric acid (mg/dL) 6.2+1.88 5.8+1.49 0.149
CK (UI/L) 66 (44-95) 68 (41-93) 0.910

Table 1. Demographic, clinical and biochemical characteristics of controls and COPD patients. FVC forced
vital capacity, FEV forced expiratory volume in the first second, mMRC modified Medical Research Council
Dyspnea score, CAT COPD Assessment Test, ICS inhaled corticosteroids, ACO asthma COPD overlap, GOLD
Global initiative for Chronic Obstructive Lung Disease, BMI Body Mass Index, FFMI Fat Free Mass Index,
6MWD 6 Minute Walk Test Distance, CRP C-reactive protein, Bold font indicates statistical significance.

95% CI 1.266-6.187, p=0.011), malnutrition (OR 6.645, 95% CI 1.859-23.749, p=0.004) and 6MWD (m) (OR
0.995, 95% CI 0.991-0.999, p=0.008), whereas FFMI was not.

At baseline, high levels of GDF15 were associated with age, female sex, malnutrition, 6t MWD, greater preva-
lence of comorbidities and diabetes mellitus. In addition, multivariate logistic regression revealed that high levels
of GDF15 were independently associated with female sex (OR 0.235, 95% CI 0.072-0.770, p=0.017), HRE (OR
3.028,95% CI 1.134-8.083, p=0.027), 6 MWD (OR 0.995, 95% CI 0.990-0.999, p=0.017) and greater prevalence
of comorbidities (OR 14.92, 95% CI 4.694-47.619, p<0.001).

At baseline, FGF21 was not associated with any disease characteristics. However, multivariate regression
indicated that high levels of FGF21 were associated with HRE (OR 2.144, 95% CI 1.000-4.600, p =0.05).

Baseline mitokines as predictors of 6BMWT.  Forty-eight patients walked less than 350 m in the 6 MWD
(36 patients with high HN, 33 patients with high GDF15 and 31 patients with high FGF21). Univariate logistic
regression indicated that age (p=0.012), sex (p=0.006), mMRC dyspnea score (p <0.001), percentage of FEV1
(p<001), HRE (p=0.011), high serum HN (p=0.01) and high serum GDF15 (p=0.003) were predictors of low
6MWD. Otherwise, smoking status, the Charlson index value and high FGF21 levels were not predictors of low
6MWD. Multivariate logistic regression analysis indicated that age (OR 1.102, 95% CI 1.027-1.184, p=0.007),
female sex (OR 5.374, 95% CI 1.875-15.401, p=0.002), the mMRC dyspnea score (OR 3.254, 95% CI 1.748-
6.057, p<0.001) and high levels of HN (OR 3.231, 95% CI 1.212-8.613, p=0.019) (Table 3) were predictors of
low 6MWD. With the same model, neither high GDF15 nor high FGF21 were independent predictors of low
6MWD.

A total of 62 patients presented OD (39 patients with high HN, 42 patients with high GDF15 and 38 patients
with high FGF21). Univariate logistic regression indicated that the mMRC dyspnea score (p <0.001) FEV1
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High levels of humanin High levels of GDF-15 High levels of FGF-21
Unadjusted Adjusted Unadjusted Adjusted Unadjusted Adjusted
Variable OR (95% CI) OR(95%CI) |p OR(95%CI) |p OR (95%CI) |p OR(95%CI) |p OR(95%CI) |p
1.007 (0.967- 0.971 (0.917- 1.063 1012 (0.946- 1.013 (0.971- 0.983 (0.930-
Age (years) 1.048) 0.745 11 08) 0313 1 (1.019-1.11) 0.005 | )82y 0.736 1 1 '056) 055211 033 0.538
Sex
Male 1 1 1 1 1 1
0.851 (0.447— 1.619 (0.568— 0.433 (0.224- 0.231 (0.070- 1.472 (0.756- 0.591 (0.216-
Female 1e10) 0623 | o2 0368 | 0'ga) o013 | o235 0015 | ygess 025 | Vo)) 0.307
Smoking status
Former- 1 1 1 1 1 1
smoker
Current- 1.06 (0.543— 0.754 (0.326 0.580 (0.295- 1441 (0.531- 1.473 (0.738- 1.627 (0.728-
smoker 2.069) 0865 | 1'746) 0510 | 1149 0115 13912y 0473 1 5 938) 0.272 | 3635) 0.236
Exacerbation
0-1 1 1 1 1 1 1
3.255 (1.675- 2.945 (1.324- 1032 (0.551- 3.028 (1.134- 1.8 (0.934- 2197 (1.021-
>1 e <0001 | ¢33 0.008 | ;o3 0921 | 3083) 0027 | 1585 0079 | 350 0.044
Body composition
Normal 1 1 1 1 1 1
] 0.587 (0.287- 0.475 (0.178— 1.195 (0.618- 0.49 (0.151— 0.784 (0.528— 0.799 (0.296
Obese 1200 0114 | 500 0138 |30 0597 | {3g6) 0234 | 350 0784 |30 0.657
| 4.015 (1558 6.652 (1.845- 2319 (1.006- 3.624 (0.859- 0.728 (0.317- 0.445 (0,143
Malnutrition | ")) 0.004 | 008 0.004 | 235 0.048 | 7508 o080 | 9728 0454 | 00 0.163
0.996 (0.993— 0.995 (0.991- 0.995 (0.992— 0.995 (0.990— 0.999 (0.996- 0.997 (0.994-
6MWD (m) | 0000 0.002 | 0000 0.009 | 3008 <0.001 | o0 o015 | Y000 092 | Y00 0.129
Charlson
1 1 1 1 1
1171 (0.547- 1.016 (0.353- 10.495 1243 (0.347- 1622 (0.677- 1.486 (0.550—
2 2.504) 0.684 | 5 925) 0977 | (4.236-26.00) | <%001 | 4 456) 0.738 | 3'¢g3) 0278 | 4 013) 0.434
1.756 (0.794- 0.610 (0.193 10.833 12.98 (3.69- 1.003 (0.457- 1.814 (0.621-
>2 3.886) 0.165 | ) '937) 0401 | (4 184-28.05) | <0001 | 45454 <0.001 |5197) 0.995 | 5'304) 0.276
0.987 (0.972 1.003 (0.974- 0.991 (0.977- 0.982 (0.950 1.002 (0.987- 0.999 (0.971—
0
FEV1 (%) T000) 0.072 | 023 o84 |00 0225 | 1008 0296 | 1017 0836 | Voo 0.960
0.996 (0.982 1.015 (0.986- 0.992 1.015 (0.983- 1.002 (0.975-
FVC (%) Lot 0.604 | 1’02 0322 | {02d 1 oo 03 | 1o 0372 | 1(0985-1016) | 0972 | 1 00" 0.877
| 0.886 (0.793- 1.12 (0.897- 1.024(0.913- 0.956 (0.742- 1.038 (0.927- 0.926 (0.733-
FFMI (kg/m?) | 308 0.032 | 350 0318|110} 0.683 | 550 0729 | 9%, 0522 | 1720 0.479
Diabetes mel- | 0.409 (0.173— 2.397 (0.815- 2.937 (1.211- 0.702 (0.208— 0.580 0.515 (0.177-
litus 0.968) 0.042 1 5049 0112\ 5123 0017 1 5372 0569 1 0.230-146) | %2*8 | 1.499) 0.224

Table 2. Associations between chronic obstructive pulmonary disease characteristics and levels of humanin,
GDF-15 and FGF-21 (dependent variables) using uni and multivariate logistic regression. High levels of
humanin = humanin higher than median (>246 pg/mL). High levels of GDF-15=GDEF-15 higher than

the median (> 1244 pg/mL). High levels of FGF-21 =FGF-21 higher than the median (>321.9 pg/mL).
Exacerbations = Need for antibiotic or systemic corticosteroids, Malnutrition = BMI < 18.5 kg/m? or between
18.5 and 22 kg/m?, combined with low FFMI (< 17 kg/m? for men and < 15 kg/m? for females, high risk of
exacerbation =2 or more exacerbations during previous year or 1 previous admission. 6MWD 6 Minute Walk
Test Distance, FEV1 forced expiratory volume in the first second, FVC forced vital capacity, FFMI Fat Free
Mass Index, Bold font indicates statistical significance.

(%) (p<0.001), HRE (p <0.001), high serum HN (p=0.006) and high serum GDF15 (p=0.001) were predic-
tors of OD. Otherwise, High FGF21 levels were not predictors of OD. Multivariate logistic regression analysis
indicated that the mMRC dyspnea score (OR 1.764, 95% CI 1.08-2.88, p=0.023), FEV1 (%) (OR 0.957, 95% CI
0.933-0.982, p=0.001), high levels of HN (OR 2.551, 95% CI 1.077-6.040, p=0.033) and high levels of GDF15
(OR 3.999, 95% CI 1.487-10.757, p=0.006) (Table 4) were independent predictors of low OD.

Baseline mitokines as predictors of moderate exacerbation. During the 12-month follow-up
period, 93 of the 169 patients presented moderate COPD exacerbation. (57 in the high HN group, 44 in the high
GDEF-15 group and 35 in the high FGF21 group).

Univariate Cox proportional risk analysis indicated that high HN (p=0.001), the mMRC dyspnea score
(p=0.037) and HRE (p =0.001) were risk factors for COPD exacerbation, whereas high GDF15 or FGF21 levels
were not. Multivariate Cox proportional risk analysis revealed that HRE (HR 1.842, 95% CI 1.158-2.928, p=0.01)
and high HN (HR 1.826, 95% CI 1.181-2.822, p=0.007) were independent risk factors for moderate COPD
exacerbation (Fig. 2; Table 5). With the same model, high GDF15 (HR 1.386, 95% CI 0.869-2.209, p=0.171)
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95% CI OR

Variable B P OR Lower Upper
Age (years) 0.098 0.007 1.102 1.027 1.184
Sex (female) -1.682 0.002 5.374 1.875 15.401
Charlson index 0.284 0.145 1.329 0.906 1.949
mMRC dyspnea score 1.180 <0.001 3.254 1.748 6.057
FEV1 (%) -0.024 0.093 0.976 0.949 1.004
High risk of exacerbation 0.377 0.479 1.458 0.513 4.142
Current smoker -0.537 0.327 0.585 0.200 1.709
High humanin levels 1.173 0.019 3.231 1.212 8.613
K -8.339 0.001 <0.001

Table 3. Logistic regression analysis showing factor associated with walking less than 350 m in 6-min walk
test (dependent variable). High humanin levels = humanin higher than median. High risk of exacerbation=2
or more exacerbations during previous year or 1 previous admission. FEV1 =forced expiratory volume in the
first second.

95% CI OR

Variable B Wald P OR Lower Upper
Age (years) 0.010 0.095 0.758 1.010 0.950 1.073
Sex (female) 0.106 0.051 0.821 1.112 0.444 2.783
Charlson index -0.141 0.636 0.425 0.868 0.614 1.229
mMRC dyspnea score 0.567 5.148 0.023 1.764 1.080 2.880
FEV1 (%) —-0.044 10.912 0.001 0.957 0.933 0.982
High risk of exacerbation -0.567 1.546 0.214 0.567 0.232 1.386
Current smoker -0.401 0.645 0.422 0.670 0.252 1.781
High GDF-15levels 1.386 7.539 0.006 3.999 1.487 10.757
High humanin levels 0.936 4.533 0.033 2.551 1.077 6.040
High FGF-21 levels -0.551 1.479 0.224 0.577 0.237 1.401
K 0.175 0.007 0.932 1.192

Table 4. Logistic regression analysis showing predictors of oxygen desaturation in 6-min walk test

(dependent variable). High GDF-15 levels = GDF-15 higher than the median (> 1244 pg/mL). High humanin
levels =humanin higher than median (>246 pg/mL). High FGF-21 levels = FGF-21 higher than the median
(>321.9 pg/mL). High risk of exacerbation =2 or more exacerbations during previous year or 1 previous
admission. FEV1 =forced expiratory volume in the first second. Oxygen desaturation (OD) was defined as>4%
reduction between pretest and posttest arterial oxygen saturation (A SpO,>4%) and posttest SpO, <90%
measured by pulse oximetry.

and FGF21 (HR 0.986, 95% CI 0.640-1.518, p=0.948) were not independent risk factors for moderate COPD
exacerbation (data not shown).

Baseline mitokines as predictors of severe exacerbation. Twenty-nine patients were hospitalized
(23 in the high HN group, 20 in the high GDF15 group and 23 in the high FGF21 group).

Univariate Cox proportional risk analysis indicated that high HN (p=0.001), the mMRC dyspnea score
(p<0.001), the Charlson index (p<0.001), FEV1 (p=0.001) and previous admission for COPD exacerbation
(p<0.001) were risk factors for hospitalization, whereas high GDF15 levels were not. High FGF21 was not associ-
ated with the risk of COPD hospitalization (p=0.079). Multivariate Cox proportional risk analysis indicated that
age (HR 1.065, 95% CI 1.007-1.127, p=0.027), previous admission (HR 2.759, 95% CI 1.198-6.354, p=0.017),
the Charlson index (HR 1.213, 95% CI 1.010-1.465, p=0.039) and high HN (HR 3.445, 95% CI 1.357-8.740,
p=0.009) were independent risk factors for hospital admission (Fig. 3; Table 6). With the same model, high
FGF21 (HR 4.217, 95% CI 1.459-12.193, p=0.008) was also an independent risk factor for hospital admission
(Supplemental file), whereas high GDF15 (HR 1.224, 95% CI 0.493-3.041, p =0.663) was not (data not shown).

Discussion

Our study revealed several novel and important findings: First, patients with stable COPD, compared with smok-
ers without COPD, had significantly higher serum levels of HN and GDF-15, and showed a trend toward elevated
FGF21 levels. Second, the levels of these mitokines did not correlate with each other in COPD, thus suggesting
that their regulation and/or metabolism are different. Finally, the mitokines were associated with outcomes in
patients with COPD, although a different relationship was observed for each mitokine.
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Figure 2. Serum HN levels as predictors of moderate COPD exacerbations.

95% CI HR
Variable B P HR Lower Upper
Age (years) 0.029 0.054 1.029 1.000 1.059
Sex (female) -0.260 0.257 0.771 0.492 1.209
Current smoker -0.258 0.294 0.772 0.477 1.251
mMRC dyspnea score 0.088 0.494 1.092 0.849 1.403
Charlson index -0.060 0.475 0.942 0.799 1.110
FEV1 (%) <0.001 0.979 1.000 0.988 1.013
High risk of exacerbation 0.611 0.010 1.842 1.158 2.928
High HN levels 0.602 0.007 1.826 1.181 2.822

Table 5. Multivariate Cox proportional risk analysis showing predictors of moderate COPD exacerbations
(dependent variable). High humanin levels = humanin higher than the median (>246 pg/mL). High risk of
exacerbation =2 or more exacerbations during previous year or 1 previous admission. FEV1 = forced expiratory
volume in the first second.

The differences among mitokines were consistent with the known metabolic characteristics of each molecule.
Whereas the HN gene is under the direct control of mitochondrial DNA (and is indicative of mitochondrial
stress when elevated), nuclear DNA encodes the GDF15 and FGF21 genes, and they are only partially under
the control of mitochondria through mitochondrial-to-nuclear signaling (ATF3/4, etc.)®. In fact, many other
stimuli—such as inflammatory cytokines, hypoxia, PPAR-alpha ligands, carcinogens, diet, exercise, lipids and
amino acids—modulate GDF15 and FGF21 through specific transcription factors*-%.

HN had not previously been studied in the context of COPD. According to our data, HN is associated with
malnutrition and 6MWD. Both characteristics indicate that skeletal muscle—a tissue affected by COPD that
accounts for half the body weight and is rich in highly active mitochondria—is the most important source of
excessive circulating HN, although immune, airway, parenchymal lung cells and pulmonary vasculature cells may
also contribute. The increased levels of HN in COPD appear to be a compensatory reaction to protect mitochon-
dria, and hence cells, against generalized oxidative stress. High HN levels indicate not only lower 6MWD but
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Figure 3. High serum humanin levels (higher than the median) as predictors of severe COPD exacerbations.

95% CI HR
Variable B P HR Lower Upper
Age (years) 0.063 0.027 1.065 1.007 1.127
Sex (female) —-0.040 0.925 0.961 0.416 2.216
Current smoker -0.716 0.103 0.489 0.207 1.155
mMRC dyspnea score 0.475 0.059 1.608 0.983 2.630
Charlson index 0.193 0.039 1.213 1.010 1.456
FEV1 (%) -0.016 0.249 0.984 0.958 1.011
Previous admission 1.015 0.017 2.759 1.198 6.354
High HN levels 1.237 0.009 3.445 1.357 8.740

Table 6. Multivariate Cox proportional risk analysis showing predictors of COPD hospitalizations (dependent
variable). High humanin levels =humanin higher than the median (>246 pg/mL). Previous admission=1 or
more admission during previous year. FEV1 = forced expiratory volume in the first second.

also oxygen desaturation, thus suggesting a relationship with exercise capacity as well as ventilation/perfusion
mismatch during exercise. Furthermore, mitochondrial dysfunction associated with COPD-induced low-grade
inflammation may also be responsible for the increased HN levels, thus making HN an interesting prognostic
biomarker that provides information on malnutrition, skeletal muscle dysfunction and chronic inflammation.
In fact, our data show that high circulating HN levels are a prognostic factor for moderate and severe exacerba-
tion in the next year.

Previous studies have shown that GDF15 is a promising, albeit unspecific, biomarker in COPD?**. GDF15
levels were initially described to be highly elevated in septic patients in critical care and have also been described
to be elevated in patients with COPD***2, Our data confirmed these findings. Various explanations have been
suggested regarding the factors associated with high GDF15 levels in COPD. Wu et al. and Verhamme et al.*>*
have demonstrated that cigarette smoke induces GDF15 in human tracheobronchial epithelial cells. Mutlu et al.*°
have suggested that generalized inflammation is a factor, because GDF15 levels correlate with levels of CRP,
a well-known systemic inflammatory marker. Moreover, GDF15 levels have been found to be lower in stable
patients than in patients with exacerbation in at least two studies***’. In another study, higher GDF15 levels have
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been associated with higher coronary artery scores in patients with COPD, whereas no correlation has been
found with common markers of COPD severity®. The authors have proposed that high GDF15 may be medi-
ated by asymptomatic atherosclerosis, another cause of chronic low-grade inflammation. Our data also showed
that comorbidities were associated with high levels of GDF15, thus suggesting that GDF15 may be elevated in
many diseases. In contrast, Patel et al. have shown that in COPD, circulating GDF15 is inversely correlated with
exercise capacity*?, but not with BMI or FFMI. Regarding the prognostic value of GDF15, the longitudinal Bergen
COPD study™ has importantly found that high concentrations of GDF15 at the time of entry into the study were
associated with a higher annual exacerbation rate, mortality, and a faster decline in lung function over 3 years
of follow up. In our study, the number of patients was smaller, the follow-up period was shorter, and patients
with important comorbidities (heart disease, kidney failure, etc.) were excluded; therefore, our negative results
might have been due to less statistical power. Nonetheless, our data suggested that high HN levels may be more
specific prognostic factors than high GDF15 levels. Clearly, more studies are needed to clarify these aspects.

FGF21 had not previously been studied in COPD. FGF21 levels were higher in patients with HRE, and were
predictive of hospitalization, but the strength of the association was weak, probably because of the many factors
that regulate FGF21 levels, some of which are not fully known. Nonetheless, the relationship between FGF21
levels and COPD outcomes is less clear than that observed with HN herein.

Our study has several limitations. Because this was a single center study, these results should be replicated in
larger multicenter studies, which should examine other sociodemographic characteristics and diseases known
to alter mitokine levels. Further studies are required to demonstrate or exclude a potential role of HN, FGF21
and other “new” mitokines not studied herein*, and to evaluate how the serum mitokine measurements change
during time. We used stringent criteria to exclude patients with altered pulmonary function and other conditions
known to increase mitokine levels (active exacerbation, sepsis, severe inflammation, renal insufficiency, clinical
coronary artery disease, etc.); therefore, the results are not generalizable to all patients with COPD, but they add
new pathophysiological information. States of low-grade inflammation and clinical asymptomatic atherosclerosis
or other asymptomatic diseases were not excluded, although we do not believe that these conditions could have
strongly influenced our results. However, our study reveals only associations but not causality.

The main strength of our study is that it was prospective and was specifically designed to evaluate the possible
utility of measuring mitokines in a group of well characterized COPD patients differing in obstruction severity
and clinical characteristics.

Conclusion

In conclusion, with a blood mitokine panel, we evaluated GDF-15 and, for the first time, HN and FGF-21 in
patients with COPD. The mitokine levels were higher in COPD than in smokers without COPD, and were asso-
ciated with important clinical outcomes such as exercise capacity and exacerbation. Among the mitokines, HN
showed the strongest prognostic value and may serve as a future risk biomarker in this disease. Further studies
are needed to confirm our findings.

Data availability
The datasets used and/or analysed during the current study available from the corresponding author on reason-
able request.
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Circulating levels of mitochondrial
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MOTS-c and Romol in stable
COPD: A cross-sectional study
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Diego Ferrer-Pargada’, Ana Berja*, Fernando Martin®,

Ciro Casanova® and Mayte Garcia-Unzueta®*
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Background: MOTS-c and Romo1l are mitochondrial peptides that are modulated by
oxidative stress. No previous studies have explored circulating levels of MOTS-c in
patients with chronic obstructive pulmonary disease (COPD).

Methods: We enrolled 142 patients with stable COPD and 47 smokers with normal
lung function in an observational cross-sectional study. We assessed serum levels of
both MOTS-c and Romol and associated these findings with clinical characteristics
of COPD.

Results: Compared with smokers with normal lung function, patients with COPD
had lower levels of MOTS-c (p = 0.02) and higher levels of Romol (p = 0.01). A
multivariate logistic regression analysis revealed that above-median MOTS-c levels
were positively associated with Romol levels (OR 1.075, 95% Cl 1.005-1.150, p =
0.036), but no association was found with other COPD characteristics. Below-median
levels of circulating MOTS-c were associated with oxygen desaturation (OR 3.25 95%
Cl 1.456-8.522, p = 0.005) and walking <350 meters (OR 3.246 95% Cl 1.229-8.577,
p = 0.018) in six-minute walk test. Above-median levels of Romol were positively
associated with current smoking (OR 2.756, 95% Cl 1.133-6.704, p = 0.025) and
negatively associated with baseline oxygen saturation (OR 0.776 95% CI 0.641-0.939,
p = 0.009).

Conclusions: Reduced levels of circulating MOTS-c and increased levels of Romol
were detected in patients diagnosed with COPD. Low levels of MOTS-c were
associated with oxygen desaturation and poorer exercise capacity using 6 min walk
test. Romol was associated with current smoking and baseline oxygen saturation.

Trial  registration: www.clinicaltrials.gov; ~ No.:  NCT04449419;  URL:
www.clinicaltrials.gov. Date of registration: June 26, 2020.
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Introduction

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is one of the
leading causes of mortality worldwide (1). Oxidative stress (OS) is
one of the most important factors contributing to the pathogenesis
and severity of COPD (2, 3). COPD is a heterogeneous disease with
several potentially treatable traits that have been associated with
disease prognosis (4) including muscle weakness (5), reduced exercise
capacity (6), and increased oxygen desaturation (OD) during exercise
(7). While several biomarkers of OS have been evaluated in COPD
(8, 9), none are evaluated on a routine basis.

Mitochondrial open reading frame of the 12S ribosomal RNA
type-c (MOTS-c) is a recently discovered micropeptide encoded
by the mitochondrial genome. MOTS-c is produced primarily in
mitochondria-rich tissues, including skeletal muscle (10). MOTS-
¢ has also been detected in peripheral blood and has thus been
tentatively identified as a circulating myomitokine (11). While
circulating MOTS-c penetrates target cells rapidly, its mechanism
of entry remains unknown (11). Receptors for the hormonal
mitokine, humanin, have already been described; by contrast, no
receptors have been identified that interact specifically with MOTS-
c. In vitro, MOTS-c is detected primarily in the mitochondria;
production is induced in response to glucose restriction (10) or
OS (12). MOTS-c activates sarcoplasmic adenosine monophosphate-
activated protein kinase (AMPK) and is then translocated to
the nucleus, where it binds to antioxidant response element
sequences in the promoter regions of nuclear factor erythroid 2-
related factor 2 (NRF2) and other transcription factors, thereby
modulating target gene activity (12). Results of recent research
reveal that circulating levels of MOTS-c increase with acute
intense exercise but decline in association with increasing age as
well as obesity, coronary disease, diabetes mellitus, and kidney
failure (13).

Reactive oxygen species modulator 1 (Romol) is a redox-sensitive
protein located in the inner mitochondrial membrane that regulates
the integrity of mitochondrial cristae and mitochondrial shape under
conditions of OS (14). Of note, defective cristae, abnormal branches,
and swollen and fragmented organelles are frequently observed in
respiratory epithelial cells isolated from COPD patients (3).

To the best of our knowledge, there are no previously published
studies that document serum MOTS-c levels in patients diagnosed
with COPD or smokers without COPD. On the other hand, the
results of one small study documented higher serum Romol levels
in COPD patients (n = 49) compared to healthy volunteers not

matched by smoking status (n = 39) and a negative correlation
between Romol levels and forced expiratory volume in the first
second (FEV1) (%), but exercise capacity was not evaluated (15).
Although MOTS-c and Romol are mitochondrial peptides, and
are associated with chronic diseases, they have not been measured

together before.

Abbreviations: COPD, chronic obstructive pulmonary disease; MOTS-c,
mitochondrial open reading frame of the 12S ribosomal RNA type-c; Romol,
reactive oxygen species modulator 1; 6MWD, six-minute walk distance; 6MWT,
six-minute walk test; OD, oxygen desaturation; OS, oxidative stress; SEPAR,
Spanish Society of Pneumology and Thoracic Surgery; BMI, body mass index;

FFMI, fat-free mass index; HRE, high risk of exacerbation.
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We hypothesized that, because of low exercise capacity and high
OS characteristic of COPD, serum levels of both MOTS-c and Romol
would be altered. We also hypothesized that circulating levels might
be associated with specific outcomes of this disease, for example,
exercise capacity.

Methods

An cross-sectional  study  of
receiving care at a COPD outpatient clinic in Spain was
performed from November 2018 to December 2020. The
study was reviewed and approved by the ethics committee
(CEIm of Cantabria; 2018.276). Written
provided by all before

entering the study. The study protocol was

observational patients

of our institution

informed consent was patients
registered at
www.clinicaltrials.gov (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/

NCT04449419).

Participants

Participants were recruited at a dedicated COPD outpatient clinic
during routine visits. Smokers without COPD (control group) were
recruited from the smoking cessation clinics held at our institution.

The inclusion criteria were as follows: (i) patients diagnosed with
COPD based on the Global Initiative for Chronic Obstructive Lung
Disease (GOLD) guidelines (16) who were >40 years of age and (ii)
sex, age, and smoking status- matched control patients who had not
been diagnosed with COPD.

The exclusion criteria were as follows: (i) patients who
experienced a COPD exacerbation within 8 weeks of inclusion
in the study; (ii) patients undergoing pulmonary rehabilitation
during or up to 6 months before inclusion in the study; (iii)
patients previously diagnosed with coronary or peripheral
artery disease (iv) with
diseases different from COPD; (v) patients with serum C-

or cancer; patients respiratory
reactive protein levels > 2.5 mg/dL; and (vi) patients with a
glomerular filtration rate < 50 ml/min/1.73 m?; (vii) patients
using systemic corticosteroids within 8 weeks of inclusion in

the study.

Measurements

Body composition estimates were obtained using a bioelectrical
impedance device (OMRON BF511, Omron, Japan). Spirometry
and a six-minute walk test (6MWT) were performed according
to the Spanish Society of Pneumology and Thoracic Surgery
(SEPAR) protocol (17, 18). Maximum hand grip strength was
measured with a GRIP-A hand dynamometer (Takei, Niigata,
Japan). Disease-associated malnutrition was determined based on
the European Society for Clinical Nutrition and Metabolism
(ESPEN) consensus guidelines, including body mass index (BMI)
<18.5 kg/m? or 18.5-22 kg/m?, combined with a low fat-
free mass index (FFMI) at <17 kg/m2 for men and <15
kg/m? for women (19). Participants were categorized as having
a high risk of exacerbation (HRE) at the time of entry into
the study if they had two or more moderate or one severe
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FIGURE 1
Flowchart for patient selection.

COPD exacerbation during the previous year as per GOLD
guidelines (17). Oxygen desaturation (OD) was defined as a
fall in oxygen saturation (SpO;) >4% or an overall SpO, <
90% (20). Serum creatinine, albumin, uric acid, and creatine
kinase levels were measured with IDMS-traceable enzymatic assays
(Atellica®

Serum levels of MOTS-c were determined using sandwich

Analyzer, Siemens, Germany).

immunoassay (Mitochondrial Open Reading Frame of the 12S
rRNA-c: MOTS-c kit, CEX132Hu, Katy, Cloud-Clone Corp.,
TX, USA Lot number L210213153). Serum levels of Romol
were determined using sandwich immunoassay (Reactive
oxygen species modulator 1 (Human ROMOI1) ELISA Kit,
Elabscience®, TX, USA Lot number ET4ZBO9UKKQ) as per the
manufacturers’ protocols.

Blood from
the morning to

each participant was collected early in

avoid any confusion that might result

from circadian changes in MOTS-c and ROMO-1 levels.

Samples and patient data were preserved by Biobanco
Valdecilla  (PT17/0015/0019), integrated into the Spanish
Biobank Network, and processed according to standard

operating procedures with approval from both ethical and
scientific committees.

Statistical analysis

Normally distributed data are presented as means =+ standard
deviations (SDs). Non-parametric data are presented as medians
with interquartile ranges. We calculated the sample size in Stata
Statistical Software: Release 15. College Station, TX: StataCorp LLC)
based on an o risk of 0.05 and a B risk of 0.2. Differences
between groups were evaluated with unpaired ¢-tests (for parametric
data) or Mann-Whitney tests (for non-parametric data). Normal
distribution was determined using the Kolmogorov-Smirnov test.
The creation of a dichotomized variable from MOTS-c and Romol
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levels with a cut-off at the median value resulted in the highest
discriminative power for the outcomes under study as it resulted
in the lowest Akaike information criterion value, similar to that
observed in other studies (21, 22). We determined cross-sectional
associations by univariate and multivariate logistic regression based
on high (ie., above the median) vs. low (ie., below the median)
values of baseline circulating MOTS-c and Romol with baseline
characteristics of the patients. Using a similar model, we evaluated
the primary outcomes of the study: baseline oxygen saturation, and
two outcomes of the 6SMWT [6 min walking distance (6MWD) and
oxygen desaturation (OD)] using SPSS Software version 25.00 for
PC. All p-values resulted from two-tailed tests with p < 0.05 as
statistically significant.

Results

Characteristics of patients and controls

One hundred and forty-two COPD patients and forty-seven sex
and age-matched controls (i.e., smokers who were not diagnosed
with COPD) were enrolled in our study (Figure 1). Table 1 includes
demographic, clinical, and biochemical data. The patient population
was 66.2% men with a mean age of 67.5 £ 7.7 years. The COPD
patient cohort included a substantial percentage of current smokers
(30.6%); most had moderate to severe airway obstruction. The
participants included in the control group had normal lung function,
lower scores on COPD assessment tests (CATs), and were capable
of longer six-minute walk distances (6MWD) than the COPD
patients. As shown in Table 1 the percentage of current smokers
was similar in COPD and control groups. The prevalence of type
2 diabetes mellitus (T2DM) which is a well-established cause of
reductions in serum MOTS-c levels was similar in both groups
(p = 0.842). Among our findings, MOTS-c levels were lower in
the COPD group [median 622ng/mL; interquartile range (IQR)
482-848 ng/mL] compared to controls (median 764 ng/mL; IQR
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TABLE 1 Demographic, clinical, and biochemical characteristics of control (smokers without COPD) and COPD patients.

10.3389/fmed.2023.1100211

Variable COPD n = 142 Smokers without COPD n = 47

Age (years) 67.5+7.7 65.6 + 6.8 0.113
Sex Male n (%) 94 (66.2%) 31 (62.0%) 0.592
FVC (mL) 2,723 + 814 3,429 + 861 <0.001
FVC (%) 83+20 102+ 18 <0.001
FEV; (mL) 1,285 (900-1820) 2,635 (2072-3002) <0.001
FEV, (%) 52 (37-68) 98 (86-111) <0.001
FEV,/FVC 49 (39-60) 75 (72-79) <0.001
Weight (Kg) 74.7 £16.2 74.3 £14.8 0.830
BMI (Kg/m2) 27 (24.1-31.6) 27.3(25.1-29.8) 0.810
6MWD (m) 445 (355-495) 525 (448-578) <0.001
Maximum hand grip strength (Kg) 31 (24-40) 33 (23-40) 0.667
FEMI (Kg/mz) 189 +2.7 192424 0.166
CAT score 12 (7-18) 3(1-5) <0.001
Charlson 1(1-2) 1(0-2) 0.092
mMRC score 0/1/LI/III/IV 39 (27.5)/43 (30.3)/38 (26.8)/22 (15.5) 38 (80.8)/8 (17.0)/1 (2.1)/0 (0) /0 (0) <0.001
Current smokers 7 (%) 43 (30.6) 22 (46.8) 0.059
Pack-years 41 (21-56) 40 (20-45) 0.098
Patients with malnutri-tion n (%) 36 (25.4) 4 (8.5) 0.018
GOLD 1/2/3/4 n (%) 19 (13.4)/59 (41.5)/47 (33.1)/17 (12.0) - -
GOLD A/B/C/D 1 (%) 49 (34.5)/39 (27.5)/13 (9.2)/41 (28.9) - -
High risk of exacerba-tion n (%) 56 (39.4) - -
ICS treatment n (%) 71 (50.0) -

Diabetes Mellitus # (%) 26 (18.3%) 8 (17.0%) 0.842
MOTS-c (ng/mL) 622 (482-848) 764 (604-906) 0.022
Romo—1 (ng/mL) 5.42 (2.84-8.72) 3.72 (1.64-7.59) 0.038
Albumin (g/dL) 4.80 +0.31 4.83+0.28 0.681
Creatinine (mg/dL) 0.82 (0.70-0.96) 0.87 (0.71-0.98) 0.528
Uric acid (mg/dL) 6.19+1.73 5.98 +1.38 0.464
CK (UI/L) 65 (45-95) 64 (41-113) 0.785

FVC, Forced Vital Capacity; FEV1, Forced expiratory Volume in the first second; mMRC, modified Medical Research Council Dyspnea score; CAT, COPD Assessment Test; ICS, Inhaled
Corticosteroids; GOLD, Global initiative for Chronic Obstructive Lung Disease; BMI, Body Mass Index; FEMI, Fat Free Mass Index; 6MWD, 6- Minute Walking Distance; Bold font indicates

statistical significance.

604-906 ng/mL; p = 0.022) (Figure 2). Our findings revealed no
significant differences between serum levels of MOTS-c detected
in patients with COPD either with (median 681 ng/mL, IQR 452-
1150 ng/mL) or without T2DM (median 688 ng/mL, IQR 504-
924ng/mL; p = 0.853). Furthermore, serum levels of MOTS-c did
not correlate with hemoglobin Alc (r = 0.165, p = 0.649) in
patients with T2DM; thus, all COPD patients were evaluated as a
single group.

Serum levels of Romol were higher among those in the COPD
group (median 5.42ng/mL, IQR 2.84-8.72ng/mL) vs. controls
(median 3.72 ng/mL, IQR 1.64-7.59 ng/mL, p = 0.038) (Figure 2).
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Association of circulating levels of MOTS-c
and Romo1l with baseline characteristics of
COPD

Table 2 highlights the associations of MOTS-c and Romol
with baseline characteristics of COPD and between both peptides.
Multivariate logistic regression analysis showed that high levels of
MOTS-c were positively associated with Romol levels (OR 1.075,
95% CI 1.005-1.150, p = 0.036), but no association was found
with other COPD characteristics. On the other hand, multivariate
logistic regression analysis confirmed that high levels of Romol
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FIGURE 2
MOTS-c and Romol distribution in patients with COPD and smokers without COPD.

were independently and positively associated with current smoking
(OR 2756, 95% CI 1.133-6.704, p = 0.025) and circulating
MOTS-c levels (OR 1.001, 95% CI 1.000-1.003, p = 0.012)
(Table 2).

Low MOTS-c and high Romo1 levels as
predictors of basal oxygen saturation,
distance and oxygen desaturation in 6MWT

Forty-eight patients with COPD presented with Oxygen
desaturation (OD). Among these, 33 exhibited low MOTS-c
levels and 23 patients exhibited high Romol levels. Thirty-five
patients walked <350m during the 6MWT; this included 25
patients with low MOTS-c levels and 14 patients with high
Romol levels. Multivariate logistic regression (Table 3) showed
that low MOTS levels were significantly associated with OD
(OR 3.25 95% CI 1.456-8.522, p = 0.005) and walking <350
meters (OR 3.246 95% CI 1.229-8.577, p = 0.018), but not with
baseline O, levels. On the other hand, high Romo 1 levels were
negatively associated with baseline O, levels (OR 0.776 95% CI
0.641-0.939, p = 0.009), but not with OD or walking < 350 m
(Table 4).

Discussion

The
that circulating levels
with  COPD
smokers; by

first evidence

are lower

results of our study provide the
of MOTS-c

compared  with

in patients
healthy

circulating levels of Romol
with  COPD. MOTS-c
COPD
were

otherwise current

contrast, were

higher in patients and Romol

were associated with different characteristics; low
circulating  MOTS-c
6MWD oxygen

circulating levels of Romol

associated with  worse
high
active

levels

and desaturation; by  contrast,

were associated with

smoking and lower baseline levels of oxygen saturation.
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Interestingly we found a positive association between Romol
and MOTS-c.

Circulating MOTS-c levels were reduced in COPD patients.
Similar responses have been observed in other chronic diseases
associated with OS, including T2DM (23), obesity with or
without obstructive sleep apnea syndrome (24, 25), endothelial
dysfunction/coronary artery disease (26), kidney failure (27), and
multiple sclerosis (28). Interestingly, concomitant T2DM resulted
in no further reductions in circulating MOTS-c levels compared to
patients with COPD alone; these results suggest that the effects of
these two diseases on MOTS-c levels are not additive. Low MOTS-
c levels, as happens with “low T3 sick euthyroid syndrome”, may be a
generalized non-specific response to many illnesses (29).

Reductions in circulating MOTS-c levels may result from
mitochondrial damage. Alternatively, OS may induce profound
sequestration of MOTS-c in the nucleus, thereby blocking its
transfer into the peripheral circulation (12). Given that low levels
of circulating MOTS-c have been reported in numerous diseases
associated with OS, the second explanation may be the more likely
of the two.

Lower levels of circulating MOTS-c were associated with shorter
distances walked in the 6MWT, specifically with walking < 350 m,
a parameter that is associated with the risk of death in COPD (6)
and more profound OD. Exercise induces MOTS-c synthesis in
healthy individuals (13, 30); MOTS-c in turn activates the synthesis
of other enzymes (such as AMP-activated protein kinase) known
to be induced by exercise (11, 31). On the other hand, it has been
reported recently that MOTS-c promotes muscle differentiation of
muscle progenitor cells (32). Thus, it is reasonable to hypothesize
that individuals who are unable to induce MOTS-c synthesis will
exhibit a comparatively low exercise capacity. One recent study
evaluated the relationship between oxidative biomarkers associated
with stable COPD and their role in exercise, identifying superoxide
dismutase (SOD) as an independent determinant of performance in
the SMWT (33).

Our study shows that patients diagnosed with COPD have
higher circulating levels of Romol. This finding was also suggested
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TABLE 2 Univariate and multivariate logistic regression analysis for the associations between baseline chronic obstructive pulmonary disease characteristics
and high levels of MOTS-c and Romol.

High MOTS-c High Romo—1
Univariate Multivariate Univariate Multivariate
(O] P (@] Jo) (0] p (@]
(95% Cl) (95% CI) (95% ClI) (95% ClI)
Age (years) 0.994 0.777 0.979 0.412 0.980 0.361 0.988 0.648
(0.952- (0.931- (0.937- (0.937-
1.037) 1.030) 1.024) 1.041)
Sex
Male 1 1 1 1
Female 1.660 0.157 0.436 0.065 0.880 0.726 1.553 0.302
(0.822- (0.187- (0.430- (0.673-
3.353) 1.020) 1.799) 3.588)
Smoking status
Former- 1 1 1 1
smoker
Current- 1.222 0.584 1.093 0.837 2411 0.025 2.756 0.025
smoker (0.596- (0.469- (1.119- (1.133-
2.503) 2.545) 5.195) 6.704)
Exacerbation
0 1 1 1 1
>1 1.404 0.314 2.200 0.072 0.812 0.554 0.739 0.487
(0.725- (0.932- (0.408- (0.315-
2.719) 5.193) 1.617) 1.734)
Charlson
1 1 1 1 1
2 0.743 0.561 0.992 0.989 0.726 0.554 0.767 0.656
(0.273- (0.317- (0.252— (0.242-
2.021) 3.105) 2.092) 2.445)
>2 1.479 0.364 2.331 0.133 0.444 0.078 0.328 0.052
(0.635- (0.772- (0.180- (0.107-
3.445) 7.042) 1.095) 1.010)
FEV1 (%) 1.003 0.735 0.994 0.685 1.006 0.501 0.990 0.506
(0.987- (0.963- (0.989- (0.960-
1.019) 1.025) 1.023) 1.020)
FVC (%) 1.007 0.400 1.017 0.282 1.008 0.387 1.022 0.158
(0.991- (0.986- (0.990- (0.992-
1.024) 1.048) 1.025) 1.052)
Romol /MOTS-c (ng/mL) 1.050 0.104 1.075 0.036 1.001 0.031 1.001 0.012
(0.990- (1.005- (1.000- (1.000-
1.114) 1.150) 1.002) 1.003)
Diabetes Mellitus 0.228 0.665 1.095 0.867 0.420 0.066 0.554 0.294
(0.353- (0.377- (0.167— (0.184-
1.943) 3.184) 1.057) 1.671)

High MOTS-c levels > 622 ng/mL; High Romol levels > 5.42 ng/mL; Exacerbation, Need for antibiotic or systemic corticosteroids; FEV1, Forced expiratory Volume in the first second; FVC, Forced
Vital Capacity; Bold font indicates statistical significance.

previously in a cross-sectional study that included a small population
of COPD patients (15). The results of our study reveal for the
first time an important association between high circulating levels
of Romol with current smoking and reduced oxygen saturation
(i.e., factors intrinsically associated with oxidative stress), although
no relationship with exercise capacity. Our data revealed a positive
(albeit weak) association between high circulating levels of MOTS-
¢ and Romol. This relationship that has not been described
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previously, warrants further research and contrasts with the fact
that low MOTS-c is associated with worse outcomes related
with exercise capacity but high Romol is associated with low
oxygen saturation, suggesting that each molecule relates to different
characteristics of COPD. In a different model of respiratory disease,
Ye et al. (34) have recently reported that serum Romol and
ROS were increased in patients with obstructive sleep apnea
syndrome.
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TABLE 3 Multivariate logistic regression analysis showing factors associated with baseline low MOTS-c.

95% CI OR
Lower Upper
Baseline SatO, —0.063 0.694 0.405 0.939 0.810 1.089
Oxygen Desaturation 1.259 7.806 0.005 3.523 1.456 8.522
6MWD < 350 meters 1.178 5.643 0.018 3.246 1.229 8.577

Low MOTS-clevels < 622 ng/mL; All variables adjusted by Age, Sex, Charlson Index, High risk of exacerbation (2 or more exacerbations during previous year or 1 previous admission), FEV1, Forced
Expiratory Volume in the first second, smoking status. Oxygen desaturation was defined as > 4% reduction between pretest and posttest arterial oxygen saturation (A SpO, > 4%) and posttest SpO;
< 90% measured by pulse oximetry. 6MWD, 6-Minute Walking Distance. Bold font indicates statistical significance.

TABLE 4 Logistic regression analysis showing factors associated with baseline high Romo1.

95% CI OR
Lower Upper
Baseline SatO, —0.254 6.800 0.009 0.776 0.641 0.939
Oxygen desaturation 0.064 0.018 0.892 1.066 0.425 2.673
6MWD < 350 meters -0.311 0.353 0.552 0.733 0.263 2.043

High Romol levels >5.42 ng/mL; All variables adjusted by Age, Sex, Charlson Index, High risk of exacerbation (2 or more exacerbations during previous year or 1 previous admission), FEV1, Forced
expiratory Volume in the first second, Smoking status. Oxygen desaturation (OD) was defined as >4% reduction between pretest and posttest arterial oxygen saturation (A SpO2 > 4%) and posttest

SpO2 <90% measured by pulse oximetry. 6MWD, 6-Minute Walking Distance. Bold font indicates statistical significance.

Several of the strengths of this study are worth highlighting. First,
this study was designed specifically to evaluate the impact of COPD
on circulating levels of MOTS-c and Romol in a group of carefully
selected and well-characterized patients without comorbidities (other
than T2DM and asymptomatic coronary diseases) that might
influence the results and a matched for current smoking control
group of smokers without COPD (in order to avoid smoking as
a potential confounding factor). Second, we considered a variety
of factors and clinical characteristics of COPD that might have an
impact on circulating levels of MOTS-c and Romol.

Our study has several limitations. Most importantly, this type
of study reveals associations but not causality. Any assessments
of causality will require specifically designed In vitro and in
vivo experimental studies. Furthermore, largely because of the
complex pathophysiology of mitochondrial dysfunction and
oxidative stress, a full understanding of this phenomenon will
require consideration of a large collection of markers. Finally,
our patient cohort was enrolled from a single center. Thus, these
findings will need to be replicated in large multicenter trials
with patients from a large range of socio-demographic settings
and who exhibit a variety of comorbidities that might influence
the results.

Conclusion

Our study provides the first evidence of reductions in
circulating levels of MOTS-c levels in patients diagnosed with
COPD, lower MOTS-c is associated with lower 6MWD and
higher rate of oxygen desaturation. Our study also revealed
increases in levels of Romol in COPD patients that are associated
with current smoking and baseline oxygen saturation but are
not associated with 6MWD or oxygen desaturation in 6MWT.
Further studies will be needed to confirm our findings which
will open new perspectives in the multidimensional management
of COPD.
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GDF-15 y su asociacién con las caracteristicas MPOC.

Paula Martin Audera 1, Carlos Antonio Amado Diago 1, Maria Teresa Garcia Unzueta 1, Milagros Ruiz De
Infante 2, Daymara Bouclé Tirador 1, Juan Agiiero Calvo 1, Ana Berja Miguel 1, Bernardo Alio Lavin Gomez 1

1 Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, Santander. 2 Hospital Comarcal Sierrallana, Torrelavega

Introduccion

~

La EPOC es una enfermedad heterogénea que se caracteriza por una obstruccion progresiva de las vias aéreas cuyo diagnostico se
basa en la espirometria y el antecedente de tabaquismo. El pronéstico de la EPOC depende de varios factores como la capacidad de
ejercicio, la masa muscular o la agudizacion de la EPOC.

El GDF-15 (growth differentiation factor 15) es una hormona circulante que puede desempefar funciones importantes en la

inflamacion croénica, la desnutricion y la capacidad de ejercicio.
\_

Objetivo

-
Determinar si GDF-15 esta elevada en los pacientes con EPOC, vy si esta relacionada con la masa
muscular y un mayor riesgo de exacerbacion con el fin de hallar un potencial biomarcador de laboratorio.
\

Metodologia

~

Se reclutaron 165 pacientes con EPOC y 49 controles fumadores sin EPOC ajustados por edad y sexo. El test de la marcha de 6 ‘
minutos (TM6M) se realizé acorde a la Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica. La composicion corporal se midié mediante
impedancia bioeléctrica (OMROM BF511, Japan). El diagndstico de desnutricion se determind segun el consenso ESPEN (IMC <18,5
kg/m2 o 18,5-22 kg/m2), combinado con FFMI bajo (hombres <17 kg/m2 y mujeres <15 kg/m2).

Se clasificaron como alto riesgo de exacerbacioén si tenian dos o mas episodios moderados, o un episodio de exacerbacion grave,

segun criterios GOLD, durante el afio anterior. EIl GDF15 se midioé por inmunoensayo especifico tipo sandwich (ThermoFisher Scientific).
\_

Resultados

En pacientes EPOC en situacion basal, los niveles de GDF15 se encontraban mas elevados que en el grupo control, con una media
de 1244 pg/mL (913-1716) versus 1050 pg/mL (736.5-1487.5) p=0.013.

Univariante Multivariante
OR (95% IC) p OR (95% IC) p
[LELNETTN)] 1.063 (1.019-1.11) 0.005 1.010 (0.945-1.079) 0.776
Masculino 1 1
Femenino 0.433 (0.224-0.837) 0.013 0.235 (0.072-0.770) 0.017
- Exfumador 1 1
- Fumador actual 0.580 (0.295-1.142) 0.115  1.456 (0.535-3.964) 0.462
Exacerbaciones
| [ 1 1
. B 1.032 (0.551-1.935) 0.921  3.028 (1.134-8.03) 0.027

Composicion corporal

- Normal 1 1

I obeso 1.195 (0.618-2.312) 0.597  0.514 (0.161-1.642) 0.251
-Sarcopénico 2.319 (1.006-5.343) 0.048  3.578 (0.851-15.046) 0.082

T™M6M 0.995 (0.992-0.988) <0.001 0.995 (0.990-0.999) 0.017
- 10.495 (4.236-26.000) <0.001 1.183 (0.335-4.176) 0.794
>2 10.833 (4.184-28.050) <0.001 14.920 (4.694-47.619) <0.001

Discusion

Los pacientes con EPOC estable en comparacién con el grupo control, tenian niveles séricos significativamente mas altos de GDF-
15. Ademas, se pudo demostrar que estaba relacionado con los parametros clinicos considerados caracteristicos de la EPOC, como la
masa muscular (sarcopenia) y mayor riesgo de exacerbaciones, entre otros.

El GDF15 podria ser un biomarcador prometedor, aunque inespecifico, en la EPOC; lo que podria significar un mayor papel del
laboratorio en el diagnostico de estos pacientes.
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