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RESUMEN

Objetivos: laidentificacion de nuevos biomarcadores en fluidos
corporales de facil accesibilidad, como saliva, resulta clave para
avanzar hacia la medicina personalizada en el punto de cuidado. La
sustancia P (SP), una taquiquinina presente en los nervios de vias
respiratorias y en células inflamatorias, ha sido considerada como
agente pro-inflamatorio. El objetivo fue determinar SP en saliva de
pacientes con EPOC.

Método: estudio prospectivo observacional analitico de disefio
transversal en el que se evaluaron pacientes con EPOC y controles
sanos. Se incluyeron pacientes mayores de 40 afios, de ambos
sexos, con un diagnéstico establecido de EPOC. La recopilacion de
unos datos clinicos, obtencién de muestra de saliva y realizacion de
espirometria simple se realizé en una sola visita. La determinacion
de SP se realizd mediante ELISA y se mostrd en pg/ml.

Resultados: la poblacion de estudio fueron 102 sujetos (53
sin EPOC y 49 con EPOC). Los niveles de SP en saliva de pacientes
con EPOC fueron mayores, en comparacion con pacientes sin EPOC
(112,66 =+ 16,67 vs 106,20 + 13,45; p = 0,008). Esta diferencia se
mostrd relevante entre exfumadores (p = 0,009). El andlisis de SP
en funcién del grado de afectacion funcional mostré una tendencia
a disminuir con el grado funcional. El andlisis entre SP'y funcién
pulmonar también mostré tendencia a una correlacion negativa
entre el cociente FEV1/FVCy los niveles de SP.

Conclusiones: la SP en saliva podria ser considerada como
biomarcador en el estudio de la patogenia de la EPOC y los
numerosos retos que tiene planteado este estudio.

Palabras clave: EPOC, sustancia P, patogenia, inflamacion,
saliva.

INTRODUCCION

A pesar de los notables avances en los ultimos aios, el
conocimiento de la patogenia de la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC) continda con puntos de su
desarrollo poco aclarados, igualmente relevantes y sin

respuestaque serian necesario conocer parapoderavanzar

hacia una medicina mas personalizadas'. Aspectos como

Recibido: 02.04.2024 Aceptado: 23.05.2024

Dra. Carmen Marin Hinojosa.
carmenmh2007@gmail:com

241

DETERMINATION OF SUBSTANCE P IN SALIVA AS A BIOMARKER
INCOPD

ABSTRACT

Aims: the identification of new biomarkers in easily accessible
body fluids, such as saliva, is key to moving towards personalized
medicine at the point of care. Substance P (SP), a tachykinin present
in airway nerves and inflammatory cells, has been considered a pro-
inflammatory agent. The objective was to determine SP in saliva of
patients with COPD.

Method: prospective analytical observational study with a
cross-sectional design in which patients with COPD and healthy
controls were evaluated. Patients over 40 years of age, of both
sexes, with an established diagnosis of COPD were included. The
collection of clinical data, obtaining a saliva sample and performing
simple spirometry was carried out in a single visit. SP determination
was performed by ELISA and was displayed in pg/ml.

Results: the study population was 102 subjects (53 without
COPD and 49 with COPD). SP levels in saliva of patients with COPD
were higher, compared to patients without COPD (112,66 + 16,67
vs 106,20 + 13,45; p = 0,008). This difference was relevant among
ex-smokers (p = 0,009). The analysis of SP based on the degree of
functional impairment showed a tendency to decrease with the
functional degree. The analysis between SP and lung function also
showed a trend towards a negative correlation between the FEV1/
FVCratio and SP levels.

Conclusions: SP in saliva could be considered as a biomarker to
study the pathogenesis of COPD and the numerous challenges that
this study has posed.

Keywords: (OPD, substance P, pathogeny, inflammation,
saliva.

los determinantes que condicionan la aparicion de la
enfermedad en algunos sujetos expuestos, la diferente
expresién clinica entre compartimentos del aparato
respiratorio, la relaciéon con las comorbilidades o la
diferente respuesta terapéutica, representan algunos
ejemplos. En este marco, la identificacion de nuevos
biomarcadores que solos o en combinacién permitan
avanzar a aclarar estos escenarios clinicos sigue siendo
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un objetivo relevante de la investigacion traslacional en
la EPOC%.

La caracterizacidon de biomarcadores para la EPOC
se enfrenta a dos grandes retos. Por un lado, dado
los resultados infructuosos de iniciativas previas, la
identificacién de nuevas moléculas que puedan constituir
una nueva diana diagndstico-terapéutica en el proceso
de caracterizacién, tanto de sujetos en riesgo como de
pacientes con EPOC, representa un paso necesario’.
En este sentido, la sustancia P (SP) es una taquiquinina
presente en los nervios de las vias respiratorias y en las
células inflamatorias que ha sido considerada como
agente proinflamatorio. Estudios previos sobre su
expresion o la de su receptor NK1R han observado un
incremento de los niveles de SP en las vias respiratorias de
pacientes con EPOC otorgando un posible papel de esta
inflamacién neurogénica en su patogenia® .

Por otro lado, la utilizacién de métodos no invasivos
y con resultados directos en tiempo real en el punto
de cuidado seria otra necesidad a cubrir como paso
previo necesario para una medicina personalizada®. En
este sentido, la saliva representa un medio bioldgico
muy accesible pero escasamente estudiado, que refleja
de manera directa el estado fisioldgico del aparato
respiratorio’ y que podria representar una oportunidad
para la investigacion en la EPOC.

En consecuencia, debido a su potencial aplicabilidad
clinica, es necesario disponer de mediciones precisas de
SP en distintos tipos de muestras para obtener resultados
con métodos poco invasivos. El presente estudio quiere
explorar la saliva como método de identificacion de
sustancias relacionadas con la patogenia de la EPOC como
paso previo al desarrollo de posteriores iniciativas de
investigacion. Para ello, emplearemos la determinacion
de SP como biomarcador con un potencial para el mejor
entendimiento de la patogenia de la EPOC.

METODOS

Estudio observacional analitico de disefio transversal
en el que se evaluaron pacientes con EPOC y controles
fumadores o exfumadores sin EPOC. Se incluyeron
pacientes mayores de 40 afos, de ambos sexos,
con un diagndstico establecido de EPOC segun las
recomendaciones actuales, con situacién clinica estable
y sin agudizacién actual ni en el mes previo, obtenidos
de manera consecutiva de la consulta monografica de
EPOC de nuestro centro y clasificados segun los grados
de afectacion funcional actualmente reconocidos®. Los
controles fueron pacientes con espirometria normal
o familiares sanos de los propios pacientes. Tanto en
casos como en los controles se excluyeron aquellos
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pacientes con déficit de alfa' antitripsina, con enfermedad
inflamatoria aguda o cronica, especialmente otras
enfermedades respiratorias o sistémicas de la esfera
cardiovascular, digestiva, genitourinaria, neurolégica,
hematoldgica u osteoarticular. Asi mismo, no se
incluyeron a pacientes en estado de inmunosupresién o
con neoplasia activa o con la presencia de enfermedad
oral, lesién o inflamacidn en la cavidad oral.

El protocolo de actuacion era sencillo y consistia en
la recopilacion de unos datos clinicos, la obtencién de
una muestra de saliva, segun el procedimiento explicado
mas abajo, y posteriormente en la realizacién de una
espirometria simple en una sola visita. Tras la aceptaciéon
del consentimiento informado, a todos los sujetos se
les recogieron datos clinicos mediante un cuestionario
estandarizado que incluia la edad, el sexo, el tabaquismo
cuantificado en paquetes-aio, el indice de masa corporal
(IMQ), la disnea medida por la escala mMRC y el nimero
de agudizaciones u hospitalizaciones en el afo previo.

La saliva se recogié en tubos Salivette (Sarstedt AG &
Co, DEU), siguiendo una serie de indicaciones como evitar
la ingestion de alimentos con alto contenido de azucar,
acidez o cafeina inmediatamente antes de la recoleccién
de la muestra. No cepillar los dientes ni comer una comida
fuerte dentro de los 60 minutos anteriores a la recoleccion
de la muestra. Para la toma de la muestra la boca se
enjuagaba con agua y se esperaba 10 minutos antes de
recoger la saliva. Ademas, se anoté el consumo de alcohol,
cafeina, nicotina y medicamentos recetados o de venta
libre en las 12 horas anteriores. Asi mismo, se anoto la
actividad fisica y la presencia de enfermedad oral, lesién
o inflamacién. Tras ello, a cada paciente se le recogié 500
pl de saliva en los tubos Salivette, e inmediatamente
la muestra fue centrifugada a 2.600 rpm, 2 min, 4°C.
Al sobrenadante recogido tras la centrifugacion se le
anadié un inhibidor de proteasas (Abcam plc, UK) y fue
almacenado a-80°C hasta su utilizacién. La determinacién
de SP serealizé mediante el Human Substance P (SP) ELISA
kit (MyBioSource Inc, USA). La SP se mostré en pg/ml.

El estudio siguié las recomendaciones de la
Declaracion de Helsinki para estudios con seres humanos
promulgada por la Asociacion Médica Mundial®. El
presente estudio ha sido aprobado por el Comité de
ética e investigacion clinica de nuestra institucion
(acta VM-VR_05/2021_N; codigo interno: 1510-N-21).
En cumplimiento de lo establecido en la Ley Organica
3/2018, de 5 de diciembre de Proteccion de Datos
Personales y Garantia de los derechos digitales LOPDGDD
y su normativa de desarrollo los datos personales de los
pacientes se mantuvieron bajo estricta confidencialidad y
sélo el investigador principal del proyecto tenia acceso a
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ellos. En la base de datos que se diseAd no existia ningin
dato personal que permitiera identificar al paciente. Los
pacientes eran identificados por un cédigo de estudio.
Este cédigo se empleaba en todo el material de estudio
incluyendo los cuestionarios y las muestras biolégicas. La
relaciéon entre el nimero de caso y el nimero de historia
clinica estaba en posesidn del investigador responsable
y no se registraba en la base de datos. El responsable
del estudio tomé las medidas oportunas para proteger
y prevenir el acceso a estos datos, por parte de terceras
partes no autorizadas. Cualquier dato requerido por
el protocolo podia estar sujeto para auditorias por las
autoridades competentes. Los pacientes firmaban un
consentimiento informado por escrito autorizando
su conformidad con su participacion en el estudio,
previamente a su inclusién en el estudio.

Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa
IBM SPSS Statistics (IBM Corporation, Armonk, NY), version
26.0. En primer lugar, se realiz6 una estadistica bivariante
descriptiva de los rasgos basales de los sujetos incluidos
para ver si habia diferencias entre ambos grupos. Las
variables cualitativas se muestran con las frecuencias
absolutas y relativas observadas de las categorias. Las
variables continuas se describen con la media y el error
estandar. La comparacién entre ambos grupos se realizé
empleando el test de la Chi-cuadrado (o test exacto de
Fisher) para las variables categéricas y con la prueba de
Mann-Whitney para las variables continuas. El estudio de
las concentraciones de SP entre los 3 grupos de afectacién
funcional se realizé con la prueba de Kruskal-Wallis.

RESULTADOS

La poblacion de estudio fueron 102 pacientes de los
que 53 fueron sin EPOCy 49 con EPOC. Las caracteristicas
de los sujetos incluidos estan resumidas en la tabla1. Como
era esperable, se encontraron diferencias en impacto
clinico y funcional entre ambos grupos. La distribucién
por grupos de afectacion funcional fue: 5 (10,2%) leves
(FEV1 >80%), 18 (36,7%) moderados (FEV1 80 - 50%), y 26
(53%) graves (FEV1 50 - 30%).

Los niveles de SP en la saliva de los pacientes con EPOC
fueron mayores, en comparaciéon con los pacientes sin
EPOC (112,66 + 16,67 vs 106,20 + 13,45; p = 0,008) (figura 1).
Esta diferencia se mostré especialmente relevante entre
los exfumadores de cada grupo (p = 0,009) (figura 2).

El analisis de SP en funcion del grado de afectacién
funcional mostré que los niveles de SP en saliva tienden
a disminuir a medida que aumenta el grado de gravedad
de la EPOC sin alcanzar la significacion estadistica (figura
3). El analisis de los niveles de SP en saliva en funcién del
tabaco no mostré significacion estadistica en ninguno
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de los tres subgrupos funcionales estudiados (datos no
mostrados).

El andlisis de la funcién pulmonar y los niveles de SP
en saliva mostré la tendencia a una correlacién negativa
entre el cociente FEV1/FVCYy los niveles de SP (coeficiente
Rho =-0,190, p = 0,066) (figura 4).

Tabla 1: Descripcién de los pacientes incluidos en el estudio.

Variable Sin EPOC Con EPOC Valor p
(n=53) (n=49) *
Edad 65,7(11,9) | 79,3(9,3) 0,078
Sexo (Hombres) 2q(54,7) 35(71,4) 0,083
Fumador activo (n) 16 (30,1) 15 (30,6) 0,874
IMC (kg/m?) 2g,06(5,6) | 27,3(52) 0,159
Disnea basal (mMRC) 1,6 (0,5) 2,1(0,a) 0,109
FEV, (L) 2,3 (0,8) 1,2 (0,5) 0,001
FEV, (%0) 87,3 (10,6) £0,8 (20,7) 0,001
FVC(L) 2,0 (1,1) 2,2 (0,6) 0,001
FVC (%) 87,3 (19,7 6g,5(18,1) 0,001
FEV,FVC (L) 78,8 (6,2) 54,4 (12,7) 0,001

Datos expresados con la media (error estdndar) o por sus frecuencias absolutas
(relativas) segtin la naturaleza de las variables. * Calculado por medio de la prueba
chi-cuadrado o la prueba de Mann-Whitney segtn la naturaleza de la variable. FVC:
capacidad vital forzada. FEV1: volumen espirado en un segundo. IMC: indice de masa
corporal. Escala mMRC: modificada del Medical Research Council.

Figura1: Concentracién en saliva de sustancia P entre grupos.
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Figura 3: Concentracién en saliva de sustancia P en los
pacientes con EPOC entre grupos de afectacién funcional.
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Figura 4: Correlacion entre la funcién pulmonar y los niveles
de SP en saliva de pacientes con EPOC.
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Los principales hallazgos de nuestro trabajo indican
que los pacientes con EPOC muestran mayores niveles de
SP en saliva, en comparacién con los pacientes sin EPOC.
Esta diferencia se mostré especialmente relevante entre
los exfumadores de cada grupo. Asi mismo, los niveles de
SP en saliva tienden a disminuir a medida que aumenta el
grado de afectacion funcional.

La SP estd localizada en los nervios sensoriales
amielinicos (fibras C) de las vias respiratorias y es una
taquiquinina que desempefa un papel importante en
el desarrollo de la inflamacién de las vias respiratorias.
Esta SP ha despertado gran interés entre los cientificos
debido a sus propiedades Unicas y su participacién
en diversos fenémenos fisioldgicos y patoldgicos'®.
Multiples evidencias cientificas muestran su presencia
en el sistema cardiovascular, el asma, la lesidn cerebral
traumadtica, la respuesta inmune, la vasodilatacion, la
inflamacion, la artritis, el cancer, la hiperreactividad de
las vias respiratorias y en la enfermedad respiratoria”. Asi
mismo, existe una relacién entre la EPOC e infeccion viral
respiratoria con los niveles elevados de neuropéptidos
y sus receptores, y un defecto en la actividad de la
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neuropeptidasa neutral, principal enzima que degrada
los neuropéptidos en las vias aéreas”. La inflamacién
neurogénica contribuye al desarrollo y progresién de las
enfermedades respiratorias inflamatorias como la EPOCy
el asma bronquial™ ™. Estos estudios muestran el papel
de la inflamacién neurogénica en las vias respiratorias por
mediacién de SP y los cambios en sus niveles séricos y en
esputo. Asi mismo, la SP también ha sido determinada en
otros fluidos corporales como lavado broncoalveolar’, en
sangre, en saliva', exudado nasofaringeo y en lagrimas®.

Elinterés en la saliva como herramienta de diagnoéstico
ha sido poco explorado y ha aumentado en las ultimas
décadas'. La recoleccién de la saliva es un procedimiento
facil, no invasivo, y relativamente econémico. La saliva
contiene proteinas derivadas de la sangre, proteinas
producidas por las células epiteliales de los acinos de
las glandulas salivales y estd compuesta por mas del
97% de agua, electrolitos, inmunoglobulinas, enzimas
y otras proteinas involucradas en diferentes aspectos
y procesos fisioldgicos como la SP”. En el contexto de
las enfermedades respiratorias constituye una ventana
de oportunidad al ser una muestra mas del aparato
respiratorio mds sencilla de obtener que el esputo
espontdneo o inducido. A pesar del limitado tamafo
muestral, hemos observado que los niveles de SP en saliva
de pacientes con EPOC son mayores en comparacion
con pacientes sin EPOC. Por consiguiente, la SP en
saliva podria ser considerada como biomarcador para el
diagndstico de EPOC. En consecuencia, nuestro estudio
es pionero en mostrar que la saliva podria ser utilizada
como herramienta no invasiva para la determinacién de
taquiquininas, como la SP, en EPOC.

La liberacion de este neuropéptido puede serinducido
por varios estimulos como el humo del cigarrillo, ozono,
alérgenos, etc. El humo del cigarrillo, principal agente
causante de la EPOC, activa las terminaciones de las fibras
C provocando la liberacién de taquiquininas y reduciendo
el umbral de activacion de estas terminaciones
nerviosas'®. No obstante, el efecto del humo del cigarrillo
sobre la sintesis y liberacién de taquiquininas en las vias
respiratorias es controvertido. Estudios previos mostraron
que la exposicidn crénica al humo del cigarrillo aumenta
la expresion y liberacion de taquiquininas de las fibras
nerviosas aferentes que inervan las vias respiratorias'. Sin
embargo, otros estudios indican que la SP puede disminuir
tras el cese de la exposicion al humo del cigarrillo®.
Nuestros resultados también mostraron una disminucion
de los niveles de SP en saliva de pacientes exfumadores.
Lo cual indicaria que el cigarrillo afecta al contenido de
esta taquiquinina en la saliva. Estos hallazgos podrian
ser debidos a que el humo del cigarrillo provoca una
disminucién en el contenido tisular de sustancia P, a través
de la inactivacion que induce sobre la endopeptidasa
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neutral®. Todo ello sugiere una posible implicacién de

este neuropéptido en la patogénesis de algunos cambios
que ocurren en la EPOC. Las alteraciones en la funcién
pulmonar presente en la EPOC pueden estar influidas
por SP, la cual se encuentra en los sistemas nerviosos
periférico y central ejerciendo efectos excitadores
sobre el ritmo respiratorio, aumentando el volumen y la
frecuencia. Uno de los indices espirométricos que define
esta disfuncion pulmonar es el cociente FEV1/FVC. Un
estudio reciente mostré una posible relacién entre las
concentraciones de SP en plasma y esputo con el cociente
FEV1/FVC en pacientes con EPOC*% Sin embargo, nuestros
datos mostraron tendencia a una correlacién negativa
entre dicho cociente y los niveles de SP en saliva. Una
posible explicacion de esta tendencia podria ser que la
estimulacién continua de los nervios sensoriales, a medida
que incrementa la gravedad del EPOC, puede conducir a
un agotamiento del contenido de neuropéptidos.

Una de las posibles limitaciones de nuestro estudio es
el numero pequeio de pacientes que quedd en alguno
de los grupos, tras estratificar en funcién del fenotipo. En
base a los resultados obtenidos nos planteamos ampliar
el estudio con un tamafno de muestra mayor en cada
fenotipo. Otra limitacion seria que nuestro estudio es
trasversal y no tenemos datos para hacer comparativas
entre distintas determinaciones. Por ultimo, se trata de
un estudio bivariante simple inicial y, por consiguiente, el
analisis no se ha ajustado por variables.

En conclusién, la SP en saliva podria ser considerada
como biomarcador en el estudio de la patogenia de la
EPOC y los numerosos retos que tiene planteado este
estudio, lo que en un futuro podria permitir un papel
diagndstico o como diana terapéutica. La saliva puede
ser una localizacion para el estudio de las implicaciones
patogenéticas de las enfermedades respiratorias.
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