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RESUMEN

OBJETIVO: Estudiar la posible relacién entre las manifesta-
ciones clinicas de la sarcoidosis y los polimorfismos del gen de la
ciclooxigenasa-2 (COX-2).

METODO: Estudio multicéntrico observacional transversal en
el que participaron 7 hospitales de Espaiia. Se incluyeron pacientes
diagnosticados de sarcoidosis segiin criterios internacionales. De
cada caso se recogié edad, sexo, método diagnéstico, enzima conver-
tidora de angiotensina, pruebas de funcién respiratoria, estadio
radiolégico y clinica del paciente en el momento del diagnéstico.
Los hallazgos clinicos se agruparon en respiratorios y sistémicos.
Los estudios genéticos se realizaron a partir del ADN obtenido de
linfocitos de sangre periférica. El ADN se amplifico mediante PCR
convencional y los polimorfismos fueron analizados por sondas de
hibridacién fluorescentes y curvas de disociacion. Se determinaron
4 variantes alélicas del gen de la COX-2: COX2.5909T>G,
C0X2.8473T>C, C0X2.926G>C y COX2.3050G>C.

RESULTADOS: La muestra se compuso de 131 casos de sarcoi-
dosis (63 hombres; edad: 47 + 15 afios), todos con diagnéstico histo-
légico menos 5 casos. El polimorfismo C0X2.3050G>C en homoci-
gosis resulté estar significativamente presente entre los pacientes con
manifestaciones sistémicas frente al resto de pacientes (4,6% vs 0%;
p=0,045). La presencia de manifestaciones sistémicas de la enferme-
dad estuvo significativamente asociada a los pacientes portadores
del alelo C de dicho polimorfismo (34,4% vs. 18,6%; p=0,031; OR:
2,3; IC 95%: 1,03-5,12). El resto de polimorfismos estudiados no
estuvieron relacionados con la expresion clinica de la enfermedad.

CONCLUSION: La presencia de manifestaciones sistémicas
parece estar relacionada con los portadores del alelo C del polimor-
fismo COX2.3050G>C de la COX-2.

Palabras clave: sarcoidosis, clinica, polimorfismos, ciclooxige-
nasa, diagnéstico.

IMPORTANCE OF CYCLOOXIGENASE-2 POLYMORPHISMS
IN THE CLINICAL PRESENTATION OF SARCOIDOSIS

ABSTRACT

OBJECTIVE: To study clinical manifestations of sarcoidosis
according to cyclooxigenase-2 (COX-2) polymorphisms.

METHOD: Observational cross-sectional multicentre trial in
which 7 Spanish hospitals participated. Patients diagnosed with
sarcoidosis according to international criteria were included. Age,
gender, diagnostic method, angiontensin converting enzyme, pul-
monary function tests, radiological stage and clinical findings at the
moment of the diagnosis were recorded for each case included.
Clinical findings were grouped as respiratory or systemic. Genetic
studies were performed on DNA extracted from peripheral blood
lymphocytes. DNA was amplified by conventional PCR and poly-
morphisms were studied by Fluorescent Hybridization Probe-Melt-
ing Curves. COX-2 polymorphisms genotyped were COX2.5909
T>G, COX2.8473 T>C, C0X2.926 G>C y COX2.3050 G>C.

RESULTS: 131 sarcoidosis patients (63 males, age: 47 + 15
years) were included. All included patients had a histological diag-
nosis except for 5 patients. COX2.3050G>C homozygote polymor-
phism resulted to be significantly present in patients with a systemic
manifestation of the disease as compared with the rest of the sample
(4,6% vs 0% p = 0,045). Systemic manifestations were significantly
associated with allele C carriers of this polymorphism (34.4% vs.
18.6%; p = 0.031; OR: 2.3; IC 95%: 1.03 — 5.12). The rest of the
studied polymorphisms were not significantly related to the clinical
manifestations of the disease.

CONCLUSION: Our results suggest that allele C carriers of
C0X2.3050G>C polymorphism are associated with the systemic
manifestations of sarcoidosis.

Key words: sarcoidosis, clinical presentation, polymorphisms,
cyclooxigenase, diagnosis.
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INTRODUCCION

La sarcoidosis es una enfermedad sistémica granulo-
matosa que afecta principalmente al pulmén y al sistema
linfatico'. A pesar de que en las tdltimas décadas se ha
avanzado en el conocimiento de la misma, en la actuali-
dad atn existen numerosas cuestiones sin resolver.
Aparte del agente causal que sigue siendo un enigma?,
diversos aspectos de la enfermedad como la diferente
expresion en el lavado broncoalveolar®, los factores que
median la progresion hacia la fibrosis* o la aparicién en
grupos especiales como nifios o embarazadas®, entre
otras cuestiones, siguen planteando preguntas inquietan-
tes. Una de estas cuestiones no resueltas es la diversidad
en la expresion clinica de la enfermedad. En la mayoria
de los casos, la presentacion es exclusivamente respira-
toria y el prondstico bueno. Sin embargo, en no pocos
casos existe una afectacion sistémica de diverso grado de
severidad que condiciona el cuadro de manera notable,
llegando en ocasiones a ser la principal manifestacién de
la misma. Hasta el momento, no se han encontrado los
factores relacionados con esta diversidad clinica.

La prostaglandina E, (PGE,) es un producto de la
degradacién del dcido araquidénico, que constituye uno
de los principales productos sintetizados por fibroblastos,
células epiteliales y macréfagos alveolares®’, y cuyo papel
se ha demostrado en algunas neumopatias intersticiales®.
Su produccién estd mediada por un complejo sistema
enzimatico donde la enzima ciclooxigenasa (COX) tiene
un papel relevante. La COX tiene dos formas principales,
una constitutiva, COX-1, y otra inducible, COX-2, que
estd implicada en diversos mecanismos inflamatorios’. Un
estudio reciente ha encontrado que la COX-2 estaba signi-
ficativamente disminuida en los macréfagos alveolares de
los pacientes con sarcoidosis frente a controles™, sugirién-
dose una posible relacién de esta enzima con la patogenia
de la enfermedad y su presentacién clinica. Con objeto de
aportar nuevos datos sobre esta posible relacién plantea-
mos el presente trabajo que tiene como objetivo estudiar
las manifestaciones clinicas de la sarcoidosis segtin diver-
sos polimorfismos en el gen de la COX-2.

PACIENTES Y METODO

El presente trabajo fue disefiado como un estudio
multicéntrico observacional transversal en el que partici-
paron 7 hospitales de Espafia. El estudio fue aprobado
por el Comité Etico de nuestro centro y se obtuvo el con-
sentimiento informado por escrito de todos los pacientes
incluidos. Se incluyeron los pacientes que habian sido
diagnosticados de sarcoidosis segtin los criterios del
ultimo consenso disponible'. Para la inclusién de los
pacientes se exigié un diagndstico mediante biopsia.
Alternativamente, en algunos casos se aceptaron pacien-
tes sin biopsia cuando presentaban un cuadro clinico

muy sugestivo junto con un cociente CD4/CD8 en el
lavado broncoalveolar (LBA) superior a 3,5".

A los hospitales participantes se les solicité que apor-
taran los siguientes datos de cada caso: edad, sexo,
método diagnéstico, enzima convertidora de angioten-
sina (ECA), pruebas de funcién respiratoria, clasifica-
cidén del estadio radiolégico y clinica del paciente en el
momento del diagndstico. Para el presente trabajo se
empled la clasificacion radioldgica del consenso interna-
cional actual' que estd basada en la clasificacion de Siltz-
bach et al”. Las pruebas de funcién respiratoria aporta-
das incluian espirometria, gasometria, volimenes
pulmonares y capacidad de difusién. La presién parcial
de oxigeno en sangre arterial (PaO,) fue registrada y se
calcul6 la diferencia alveolo-arterial de oxigeno emple-
ando la férmula estdndar”. La capacidad de difusion se
expres6 como cociente de Krogh en mmol/min/kPa/L.
Los pardmetros funcionales de espirometria, capacidad
pulmonar total y difusién se recogieron en valores abso-
lutos y como porcentaje del predicho.

Para los objetivos del presente trabajo los sintomas se
agruparon en respiratorios y sistémicos. Se consideraron
como sintomas respiratorios: disnea, tos, expectoracion,
sibilancias y tirantez toracica. Los sintomas sistémicos
fueron: astenia, anorexia, pérdida de peso, fiebre y cual-
quier otro sintoma de origen en un érgano no respiratorio.

Polimorfismos COX-2

Se genotiparon los siguientes polimorfismos del gen:
C0X2.5209 T>G, COX2.8473 T>C, COX2.926 G>C y
C0X2.3050 G>C. El ADN genémico se extrajo de los
leucocitos de sangre periférica con el kit comercial High
Pure PCR Template Preparation Kit (Roche®, Alemania)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los poli-
morfismos fueron amplificados por PCR convencional.
Brevemente, la mezcla de reaccién contenia 5 uL de la
dilucién apropiada de ADN, 0,15 mM dNTP (Promega),
1 X tampodn de la polimerasa (EuroClone, Celbio, Mildn,
Italia), 2 mM MgCl,, 0,15 U Taq DNA polimerasa
(EuroClone, Celbio, Mildn, Italia) y 0,4 uM de cada
cebador en un volumen total de 25 pL.. La PCR se realiz6
en un termociclador (MyCycler™, Bio-Rad Laboratories
Inc., Hercules, CA, USA), con las siguientes condicio-
nes: 15 seg. a 94°C, 10 seg. a 55°C, 20 seg. a 72°C, en 30
ciclos. Los polimorfismos fueron detectados mediante
Sondas de Hibridacion Fluorescentes-Curva de Disocia-
cién™ con el sistema LightCycler (Roche Molecular Bio-
chemicals). Las secuencias de los cebadores y las sondas
empleados estdn descritas en la tabla 1.

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé con el programa Sta-
tistical Package for Social Sciences (SPSS, Inc. Chicago,
IL, EE.UU.) versiéon 14.0. Las variables cualitativas se
caracterizaron mediante las frecuencias absolutas y rela-
tivas de sus categorias. Las variables cuantitativas se
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TABLA 1
Cebadores y sondas empleados para el genotipado
Polimorfismo |Cehad0r PCR adelante Cebador PCR atris Sonda FL |Sonda LC
C0X2.926 5 ‘- 5 57-LC Red705-
ACCAAAATAATCCACG CCCCTCCTTGTTTCTTG- AACTGCTTAGGACCAG ACCTTTCCCCCCTCTCTT-
CA-3° 3 TATTATGAGGAGAA--  -PH
FL
COX2.3050 5 5°- 5~ 5°-LC Red705-
TTGTGTCTTATAATGAG TGGAAATATGTTTTTAG CATTCCCTTCCTTCGAA ATGAGTTATGTCTTGACA
TCCCATTAA-3’ ATTAGGCTT-3" ATGCAAT--FL TGTAAGTAC--PH
COX2.5209 5 5 5 5°.L.C Red640-
TACCATGATTATGCCG  TTCATAGCCATGAATT  ACTTTTTTATAATTACC ATCATAGTGAAGTATAT
CT-3" GCTAA-3" AT--FL AAT--PH
COX2.8472 5 5°- 5°-LC Red640-

CAA-3" GGTATA-3"

: 5% s
CACTGTCACAAGATGG CAAGACAGCTTCTTTTT TACTTTTGGTCATTTTT ACAAAAACAGGTATCAG

CTGTCATC--FL. TGCATTATTAAATGA--PH

TABLA 2
Pardmetros funcionales y estadios radiologicos de los
pacientes con sarcoidosis incluidos

Variable Valor
ECA 72,1 364
FVC (%) 89+ 19
FEV, (%) 8619
FEV ,/FVC (%) 80+9
CPT (%) 87+ 14
KCO (%) 104 + 24
PaO, 82+12
Gradiente alvéolo-arterial 2720
Estadio radiologico:
1. Estadio O 9 (6,9%)
2. Estadio 1 42 (32,3%)
3. Estadio 2 63 (48,1%)
4. Estadio 3 14 (10,7%)
5. Estadio 4 3(2.3%)

Valores expresados en media + desviacion estandar o en valores absolutos
con los relativos entre paréntesis. ECA: enzima convertidora de angioten-
sina. FVC: Capacidad vital forzada. FEV : Volumen espirado forzado en

el primer Segundo. CPT: Capacidad pulmonar total. KCO: Coeficiente de
Krogh. PaO,: Presi6n parcial de oxigeno en sangre arterial.

expresaron como media + desviacion estandar. Las com-
paraciones entre pacientes con o sin clinica sistémica se
realizaron sobre variables cualitativas mediante el test de
la chi cuadrado, empleando el test exacto de Fisher
cuando fue preciso. Las diferencias de las variables
cuantitativas entre ambos grupos se estudiaron mediante
el test de la t de Student, previa realizacién del test de
Levene para comprobar la igualdad de las varianzas. La
razén de probabilidades (OR) y el intervalo de confianza
al 95% (IC95%) de los distintos alelos se calcularon
mediante regresién logistica binaria multiple ajustando
por edad, sexo y nivel de ECA en suero. El nivel de sig-
nificacion estadistica se estableci6 en 0,05.
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RESULTADOS

La muestra se compuso de 131 casos de sarcoidosis
(63 hombres; edad: 47 + 15 afios). Los diagnésticos se
obtuvieron mediante biopsia transbronquial en 55 (42%)
casos, biopsia bronquial en 2 (1,5%) casos, toracotomia
en 4 (3,1%) casos, videotoracoscopia en 12 (9,2%)
casos, mediastinoscopia en 21 (16%) casos y por medio
de biopsias de localizacién extratoricica en 31 (23,7%)
casos. La localizacién de las biopsias extratoracicas fue
principalmente ganglios de otras regiones anatdmicas,
piel e higado. En 6 (4,6%) casos se consider6 adecuado
un diagndstico por criterios clinicos sin biopsia.

Los estadios radioldgicos y las caracteristicas funcio-
nales de los pacientes estdn resumidos en la tabla 2. La
presentacidn clinica del cuadro fue con sintomas exclusi-
vamente respiratorios en 39 (29,8%) casos, sintomas sis-
témicos en 25 (19,1%) casos y ambos tipos de sintomas
en 36 (27,5%). En 31 (23,7%) casos los pacientes esta-
ban asintomdticos, no presentando sintomas respirato-
rios ni sistémicos.

Las caracteristicas de los pacientes con presentacion
sistémica de la enfermedad frente a los que no presenta-
ban clinica sistémica estdn resumidas en la tabla 3. La
relacién entre presencia o no de sintomas sistémicos y
los distintos genotipos se encuentra resumida en la tabla
4. No se encontré ninguna relacion de los polimorfismos
analizados con el sexo. La presencia de manifestaciones
sistémicas de la enfermedad fue significativamente méas
frecuente en los pacientes portadores del alelo C (tabla
4) del polimorfismo COX2.3050G>C.

DISCUSION

Los datos del presente estudio nos muestran que el
polimorfismo COX2.3050G>C est4 relacionado con la
presentacion clinica de los pacientes con sarcoidosis.
Que sepamos éste es el primer estudio en analizar los
polimorfismos en el gen de la COX-2 con la presenta-
cién clinica de la enfermedad.

La sarcoidosis es una enfermedad multiorgénica.
Aunque el aparato respiratorio es el mds frecuentemente
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TABLA 3
Comparaciones entre pacientes con y sin sintomas generales
Variable Con clinica sistémica (n=61) | Sin clinica sistémica (n=70) | P
ECA 75,7404 69 32,5 NS
FVC (%) 91 £19,6 88,8 91 NS
FEV, (%) 88,7+19,3 85,1 £20,3 NS
FEV,/FVC (%) 81,9+78 78,2+ 10 0,024
CPT (%) 874 +14,6 87,3 +14,.2 NS
KCO (%) 100,9 + 26 106,9 + 23,4 NS
PaO, 80,6 £ 13,8 836+11,6 NS
Gradiente alvéolo-arterial 27,6 +£25,7 274 +13,7 NS
Estadio radiolégico: NS
1. Estadio O 4 (6,6%) 5(7,1%)
2. Estadio 1 18 (29,5%) 24 (34,3%)
3. Estadio 2 32 (52,5%) 31 (44,3%)
4. Estadio 3 6 (9,8%) 8 (11.4%)
5. Estadio 4 1 (1,6%) 2(2,9%)

ECA: enzima convertidora de angiotensina. FVC: Capacidad vital forzada. FEV : Volumen espirado forzado en el primer segundo. CPT: Capacidad
pulmonar total. KCO: Coeficiente de Krogh. PaO,: Presién parcial de oxigeno en sangre arterial.

TABLA 4
Polimorfismos de la enzima COX-2 entre pacientes con y sin presentacion sistémica
Polimorfismos Serie completa Con clinica Sin clinica p¥ OR (IC95%)"
(n=131)* sistémica sistémica
(n=61)* (n=70)*
C0X2.926 G/G 66 (50,4%) 31 (50,8%) 35 (50%) NS |
G/C 57 (43.5%) 26 (42,6%) 31 (44,3%) 0,94 (0,41-2,12)
Cc/C 8 (6,1%) 4 (6,6%) 4 (5,7%) 1,81 (0,27-2,26)
C0X2.3050 G/G 97 (74%) 40 (65,6%) 57 (81,4%) 0,031 1
G/C+C/C 34 (26%) 21 (34.4%) 13 (18.6%) 2.6 (1.06-6.63)
C0OX2.5209 T/T 68 (51,9%) 34 (55,7%) 34 (48,6%) NS 1
T/G 56 (42,7%) 23 (37,7%) 33 (47,1%) 0,76 (0,33-1,73)
G/G 7 (5,3%) 4 (6,6%) 3 (4,3%) 1,66 (0,24-
11,18)
C0OX2.8473 T/T 49 (37,4%) 25 (41%) 24 (31,3%) NS 1
C/T 66 (50,4%) 28 (45,9%) 38 (54,3%) 1,04 (0,44-2,44)
c/C 16 (12,2%) 8 (13,1%) 8 (11,4%) 0,98 (0,27-3,52)

*Valor de p calculado mediante test de ji cuadrado. | Calculado mediante regresion logistica miltiple binomial ajustado por sexo y nivel de enzima
convertidora de angiotensina en suero. ¥ Valores expresados en frecuencias absolutas y relativas con respecto al nimero de individuos totales por

columnas. N/A: no aplicable.

implicado®, casi cualquier 6rgano puede verse afectado,
principalmente el corazén, higado, piel, tracto gastroin-
testinal, alteraciones hematolégicas, glandulas salivares,
manifestaciones endocrinas, érganos reproductivos y
rifones. Hasta el momento, se sabe que el cuadro clinico
de la enfermedad depende de factores como la raza, la
duracién de la enfermedad, el sitio y la extension de la
afectacion en un determinado dérgano y la actividad del

proceso granulomatoso'®, sin que se conozcan factores
genéticos implicados en esta presentacion clinica.
Numerosos trabajos previos han investigado la presen-
cia de alteraciones genéticas en la sarcoidosis, entre las
que caben destacar los antigenos del complejo mayor de
histocompatibilidad”, las proteinas heat-shock®, diversas
citoquinas®, o la propia ECA®. Sin embargo, la mayoria
de estos trabajos tienen por objetivo evaluar el riesgo de
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aparicion de la enfermedad o su prondstico, sin profundi-
zar en las diferencias en su aparicién clinica. Tan solo un
reciente trabajo de Spagnolo y cols?. encuentra diferentes
polimorfismos del complejo de histocompatibilidad para
los pacientes que no presentan un sindrome de Lofgren
como forma de presentacion de la enfermedad.

En nuestro trabajo, un polimorfismo del gen de la
COX-2 que produce el cambio de una guanina por una
citosina en la posicién 3050 se ha relacionado con la pre-
sencia de una manifestacion sistémica de la enfermedad.
Ambos grupos (con y sin manifestaciones sistémicas)
fueron comparables entre si en términos funcionales y
radioldgicos (tabla 3). Tan solo el grupo sin clinica sisté-
mica demostrd tener un FEV /FVC menor que el grupo
de estudio. Sin embargo, como se desprende de nuestros
datos, estas diferencias fueron clinicamente no relevan-
tes, ya que ambos grupos obtuvieron un FEV /FVC
medio dentro de la normalidad.

La mayoria de los pacientes fueron diagnosticados
mediante biopsia asegurando un diagndstico correcto.
No obstante, 6 casos fueron incluidos por criterios clini-
cos. En este sentido, Costabel' demostrdé que un
cociente CD4/CD8 superior a 3,5 tiene una sensibilidad
del 53% y una especificidad del 94%, un valor predictivo
positivo de 76% y negativo del 85%. En otras palabras,
un cociente CD4/CD8 > 3,5 confiere un adecuado valor
diagndstico aunque la biopsia transbronquial no haya
sido demostrativa'.

La frecuencia de los polimorfismos analizados
encontrada en nuestra serie fue similar a la descrita en
los grupos control de diversos estudios sobre COX-2 en
otras patologias como el cdncer de mama® o la enferme-
dad inflamatoria intestinal®. En estos estudios el poli-
morfismo COX2.8473 en homocigosis es el mas fre-
cuente en la poblacién sana (12%) y el COX2.3050 el
menos frecuente (2,5%). Estas frecuencias son similares
a las encontradas en nuestra muestra. Este hallazgo
parece sugerir que la presencia de algunos de estos poli-
morfismos no estaria relacionada con el riesgo de pade-
cer la enfermedad, al ser su frecuencia similar a la pobla-
cién normal. Por otro lado, segiin nuestros datos, una vez
establecida la enfermedad, los pacientes con el polimor-
fismo COX2.3050 tendrian mds efectos sistémicos lo
que es posible que confiera un peor prondstico. Sin
embargo, con los datos del presente estudio no podemos
responder a preguntas de tipo diagndstico o prondstico al
no disponer de grupo control sano en el primer caso o de
seguimiento a largo plazo en el segundo.

La COX es una enzima que regula la sintesis de pros-
taglandinas, participando en la formacién de prostaci-
clina, tromboxano y otras prostaglandinas como la
PGE2. Estudios previos han relacionado las prostaglan-
dinas con la sarcoidosis. Por ejemplo, se sabe que la
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COX-2 estd significativamente disminuida en los macré-
fagos alveolares y en las células epiteliales de los pacien-
tes con sarcoidosis frente a controles'®. Ademds, se ha
demostrado que el cociente PGF, /PGE, esta significati-
vamente elevado en pacientes con sarcoidosis frente a
controles™. Igualmente, otros polimorfismos sobre ele-
mentos de la cascada de la sintesis de prostaglandinas
han demostrado estar asociados con la presencia de la
enfermedad y su prondstico®. Estos datos parecen suge-
rir que alteraciones en los diversos elementos que inter-
vienen en las sintesis de prostaglandinas podrian ser res-
ponsables del efecto en la presentacién clinica
observado, ya que diversos productos derivados del
metabolismo de la COX estdn implicados en la respuesta
inmunoldgica celular®. De los mediadores que partici-
pan en esta ruta metabdlica, la PGE, ha sido las mds
estudiada en la literatura, sobre todo en términos pronds-
ticos, relacionandose con diversas enfermedades fibro-
santes del pulmén®?. Sin embargo, el resto de prosta-
glandinas que se producen en esta cascada también
tienen efectos sistémicos reconocidos e importantes,
entre los que caben destacar la regulacién del tono vas-
cular o de la coagulacién®. Por tanto, seria deseable rea-
lizar futuros trabajos que estudiaran cudl de los elemen-
tos derivados de la sintesis de prostaglandinas estarian
implicados en la manifestacion sistémica de la enferme-
dad o en los mecanismos patogenéticos subyacentes.

En conclusién, en nuestra serie hemos encontrado
una relacién entre presentacion clinica de la sarcoidosis
y la COX-2 con una mayor repercusion sistémica entre
los portadores del polimorfismo COX2.3050G>C. Los
hallazgos descritos en el presente estudio abren pues una
nueva puerta a la investigacién en sarcoidosis sobre las
repercusiones clinicas de la enfermedad, su diagndstico
y su prondstico.
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