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TABLA DE ABREVIATVRAS

A: adenina

ACM: andlisis de correspondencias multiple

AcTPO: anticuerpo anti-peroxidasa tiroidea

ADA: asociacion americana de diabetes

ADN: 4cido desorribonucleico

AINE: antiinflamatorio no esteroideo

AP1: activador proteico 1

ATG: globulina anti-linfocito T

ATS: sociedad toracica americana

C: citosina

CDS: region codificante

Cél: célula

Cols: colaboradores

CPA: célula presentadora de antigeno

CTLAA4: proteina 4 asociada a linfocitos T citotoxicos

DM: diabetes mellitus

DNA: 4cido desorribonucleico

EDTA: 4cido etilendiaminotetraacético

ELISA: test inmunosorbente ligado a enzima

ESPGHAN: sociedad europea de gastroenterologia pediatrica, hepatologia y nutricion
F: forward

FAST: test alergosorbente de fluorescencia

FEV;: volumen espirado forzado en el primer segundo

FPRP: probabilidad de emitir un resultado positivo falso

FVC: capacidad vital forzada

FKH: forkhead

FOX: forkhead box

FOXP3: forkhead box P3

G: guanina

GADG65: anticuerpo anti-deshidrogenasa del 4cido glutamico
GITR: receptor de TNF inducido por glucocorticoides
GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos
HLA: antigeno leucocitario humano

HOMALS: homogeneity analysis by means of alternate least squares
[AA: anticuerpo anti-insulina

IC: intervalo de confianza

ICA: anticuerpos anti-células de los islotes

ICA512/TA-2: anticuerpo anti-homdlogo de la tirosina fosfatasa
IDDM: diabetes mellitus dependiente de insulina

IDO: indoleamine-2,3-dioxigenasa

IFN: interferon

IgE: inmunoglobulina E

IgG: inmunoglobulina G

IL: interleucina

IL2RA: cadena alfa del receptor de 1L-2

IPEX: inmunodisregulacion poliendocrinopatia enteropatia ligada al X
ISAAC: estudio internacional de asma y alergia en la infancia



Logo IgE: logaritmo en base 10 de la IgE total

MHC: complejo mayor de histocompatibilidad

MGPs: particulas magnéticas de cristal

mRNA: RNA mensajero

mTOR: diana de la Rapamicina en mamiferos

NCBI: centro nacional para la informacion biotecnoldgica
NFAT: factor nuclear de las células T activadas

NHIS: encuesta de salud nacional

NK: célula Natural Killer

OMIM: herencia mendeliana online en humanos

OMS: organizacion mundial de la salud

OR: odds ratio

PAF: factor activador plaquetario

PC: pruebas cutaneas

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PE: poder estadistico

PGE?2: prostaglandina E2

PTI: trombocitopenia inmune primaria

PTPN22: proteina tirosina phosphatasa, no-receptor tipo 22
R: reverse

RAST: test radioalergosorbente

RNA: 4cido ribonucleico

SNP: polimorfismo de un inico nucledtido

T: timina

TCR: receptor de célula T

TGF: factor de crecimiento de transformacion

TGF-BR: receptor del factor de crecimiento de transformacion 3
Th1: linfocito T cooperador del tipo 1

Th2: linfocito T cooperador del tipo 2

Tm: temperatura de anillamiento

TNF: factor de necrosis tumoral

Treg: célula T reguladora

TSH: hormona estimulante del tiroides

TSH-R: receptor de hormona estimulante del tiroides
tTG: anticuerpo antitransglutaminasa tisular

T4: tiroxina

VNTR: niimero variable de repeticiones en tdndem
XLAAD: disregulacion autoinmunitaria alérgica ligada al X
x?: chi cuadrado

ZnT8: anticuerpo anti-transportador de zinc 8
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1. iNTRODVCCiON

Las enfermedades cronicas son definidas por la Organizacion Mundial de la Salud como
enfermedades de larga duracion y por lo general de progresion lenta. Tedricamente no existe
curacion y, si existe, no se puede prever cuando seria. Segun la encuesta “National Health
Interview Survey NHIS” realizada en Estados Unidos en el 2004, el 7% de los menores de 18
afos padece una enfermedad cronica. La patogenia de estas enfermedades es muy variable,
pero existe un grupo en el que subyace un sustrato inmunologico, entre las que destacan las

enfermedades alérgicas y las enfermedades autoinmunitarias.

Las enfermedades alérgicas se caracterizan por una respuesta inmunologica anormal, expresada
como una proliferacion rapida de los linfocitos T cooperadores del tipo 2 (Th2) tras la
exposicion a un antigeno (alérgeno). Se consideran enfermedades complejas en las que estan
implicados tanto factores genéticos como ambientales. Existen distintas formas de expresion
clinica, entre las que destacan, por su elevada frecuencia, la rinoconjuntivitis, la dermatitis

atopica y el asma.

Las enfermedades autoinmunitarias estan causadas por una respuesta inmunologica de
predominio Th1 frente a antigenos propios del organismo que son reconocidos como extrafios.
Es un proceso resultante de la interaccion de factores genéticos y ambientales, en la mayoria de
los casos no bien conocidos. Dentro de este tipo de enfermedades destacan por su frecuencia la

diabetes mellitus tipo 1, la patologia tiroidea autoinmune y la celiaquia.

Estas enfermedades cronicas tienen un gran impacto en el Sistema de Salud. Pero mas

importante ain es que causan un elevado grado de dependencia, asi como, una morbilidad
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(incluyendo trastornos del desarrollo, del aprendizaje o del comportamiento) y una mortalidad
prematura nada despreciables (1). Aun en aquellos pacientes con mejor control de su patologia
o con una enfermedad de evoluciéon mas “benigna”, como la celiaquia, puede existir un

deterioro de la calidad de vida y una alteracion de su entorno familiar y social.

1.4. ENFER MEDADES AVTOiNM VNiTARIAS

144. DIiABETES MELLiTVS TiPO 1

La diabetes mellitus tipo 1 se caracteriza por una destruccion de las células B del pancreas,
secundaria a una reaccion autoinmunitaria. Es una de las enfermedades cronicas mas frecuentes
en la infancia. Aunque puede aparecer a cualquier edad, incluso en adultos, existe un primer
pico de incidencia a los 3-6 afios y otro durante la adolescencia. Esto determina que varie la
prevalencia en funcién de la edad, siendo de 1 por cada 1500 nifios a los 5 afios, y de 1 por
cada 400 adolescentes. Si se analiza la incidencia mundial de la enfermedad hay que tener en
cuenta la poblacion estudiada, pues difiere ampliamente, desde 50 casos/100000 por afio en
Finlandia, a 0,1/100000 en Venezuela, Pert y algunas regiones de China. En Espafia se
describe una incidencia alta, en torno a 15-20 casos/100000, similar en ambos sexos (2-5). No
obstante, la incidencia estd aumentando en determinadas regiones. Se cifra este incremento en
un 3-4% anual en Europa (6). Ademas, la edad de presentacion es cada vez mas temprana, con
una tasa de aumento de 6,35% en los primeros 4 anos de vida, observandose cada vez mas

casos en los 2 primeros afios (2-5).
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La diabetes mellitus tipo 1 es un trastorno heterogéneo, con una patogenia no bien conocida, en
el que, segin la hipotesis de Eisenbarth, existe una predisposicion genética sobre la que
influyen distintos factores ambientales desencadenantes, que acaban produciendo una reaccion

autoinmune que conlleva la destruccion celular (7).

Esta predisposicion genética es fundamental en el desarrollo de la diabetes tipo 1 como han
mostrado los estudios de agrupacion familiar, en los que la tasa de concordancia en gemelos
idénticos es superior al 40%, y en el caso de gemelos dicigéticos o hermanos no gemelares, el
riego global es del 6%. El riesgo para la descendencia de un padre o madre diabéticos es del 2-
5%, aunque resulta superior, aproximadamente el doble, si el afectado es el padre. Cuando
ambos progenitores padecen la enfermedad, el riesgo asciende al 30%. Ademdas se ha

observado que hasta el 15% de los pacientes tienen un familiar de primer grado afectado.

No se trata de una enfermedad con una herencia mendeliana clasica, sino de caracter
poligénico, en la que existen genes que proporcionan susceptibilidad y otros que confieren
proteccion. Los genes mds importantes pertenecen a la region HLA (antigeno leucocitario
humano) de clase II del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), localizados en el
cromosoma 6p21. Esta region también se denomina IDDMI1 (insulin-dependent diabetes
mellitus 1) y es la responsable del 60% de la susceptibilidad genética, aunque su contribucion
especifica a la patogénesis sigue sin conocerse. La predisposicion para la diabetes tipo 1 se
asocia principalmente a las distintas variantes en los genes DR y DQ. Mas del 90% de la
poblacion diabética presentan los alelos DR3 o DR4, frente al 40% de la poblacion general. En
individuos caucésicos, el mayor riesgo lo presentan los sujetos heterocigotos DR3/DR4,
seguidos por los individuos homocigotos para cualquiera de ellos. Asi, el genotipo que confiere

un riesgo mayor es DR3/DR4 (DQB1*0201/DQB1*0302), presente en el 30-50% de los nifios
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que desarrollan la enfermedad frente al 2% de la poblacion general. Ademas existe una region
de susceptibilidad en el gen DQBI1, que confiere un riesgo de hasta 100 veces superior de
desarrollar la enfermedad, en el caso de que la secuencia codificante del aminoéacido aspartato

en la posicion 57 esté alterada en ambos alelos y codifique otro aminoacido (2-5, 8-13).

Se cree que deben existir otros loci implicados, ya que menos del 1% de la poblacion con
genotipos HLA de predisposicion desarrolla la enfermedad, y los hermanos de pacientes con
diabetes que no comparten ningin haplotipo HLA tienen un riesgo seis veces superior de
desarrollar diabetes. Se han identificado al menos veinte loci no HLA que confieren
susceptibilidad, de los que destacan dos. El locus IDDM?2 (insulin-dependent diabetes mellitus
2) es el mas importante después de los genes HLA. Se localiza en la region del cromosoma
11p5.5 con un ntimero variable de repeticiones minisatélites en tindem (VNTR), con alelos
cortos que predisponen a la enfermedad y alelos largos que confieren proteccion. El segundo
gen en importancia es el IDDM12 (insulin-dependent diabetes mellitus 12), localizado en la
posicion 2q33 junto a dos marcadores de células T implicados en la activacion celular, CTLA4,
que codifica la proteina 4 asociada a linfocitos T citotdxicos y el CD28 (2-5). Otros loci
relacionados son el PTPN22 (protein tyrosine phosphatase, nonreceptor type 22), que codifica
una tirosina fosfatasa de los linfocitos e inhibe el receptor de las células T; el gen IL2RA (que
codifica la cadena alfa del receptor de IL-2) y el gen codificante del receptor de la vitamina D,

entre otros (2-5, 14-18).

Aunque existe esta predisposicion genética, estd claro que no es el tnico factor que influye,
pues se ha observado, por ejemplo, que el riesgo varia en funcién de la edad de presentacion de
la enfermedad en el primer gemelo; de forma que, si la diabetes se presenta antes de los 5 afios,

el riesgo para el segundo gemelo supera el 50%, mientras que, si lo hace después de los 25
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afios, el riesgo desciende a menos del 10%. Otro dato indicativo del origen multifactorial de
esta patologia es que en los sujetos afroamericanos, en los que los genes asociados a la diabetes
mellitus son los mismos que para los de raza blanca, éstos confieren la mitad o dos tercios
menos de riesgo. Ademas se ha observado que en poblaciones emigrantes la tasa de incidencia
se asemeja progresivamente a la poblacion autoctona. Se ha postulado que podrian estar

influyendo factores ambientales, como agentes infecciosos, y/o factores dietéticos.

A favor de que las infecciones tengan relevancia en la patogenia de la diabetes mellitus tipo 1
se encuentra la asociacidn con la rubéola congénita, que confiere un riesgo de hasta un 10-20%.
Sin embargo, no se ha podido demostrar una relaciéon con la infeccidon postnatal ni con su
vacunacion (2-5); asi como, tampoco la asociaciéon con otras infecciones, como por el virus
Coxsackie B (15, 16, 19), u otras inmunizaciones. Las hipotesis que se postulan sobre el
mecanismo de accidon de la infeccidon por rubéola para desarrollar la enfermedad son, o bien
que el virus destruya directamente las células B pancreaticas, o bien, que induzca una respuesta
inmune contra ciertos componentes estructurales de las células por similitud con los antigenos

viricos (2-5).

Otro de los factores que se plantea como posible responsable de esta patologia es la dieta. En
aquellos lactantes alimentados con férmulas artificiales se ha relacionado la exposicion
temprana a la leche de vaca con la diabetes tipo 1, posiblemente por un mecanismo de
mimetismo entre un péptido de la albimina plasmaética bovina de 17 aminoacidos y el antigeno
69 del islote pancreatico (2-5). También se ha asociado con la introduccion del gluten antes de
los 3 meses o después de los 7 meses (2, 16); asi como, con los residuos N-nitrosos derivados
de ciertos vegetales o de la carne. En cambio, se ha observado un papel protector al ingerir

suplementos de &cidos grasos omega-3 durante el embarazo. Sin embargo, los datos obtenidos
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son en algunos casos contradictorios, por lo que no se ha modificado la alimentacion en la
infancia con el fin de disminuir la incidencia (2-5). Asimismo, se ha descrito una posible

asociacion con el déficit de vitamina D (15, 18).

Sean unos u otros los factores implicados, en un individuo genéticamente predispuesto se
produce una lesion autoinmunitaria contra el pancreas que se inicia por la produccion de IFN-a
por las células B y la expresion en éstas de MHCI. Esto conlleva un ataque de estas células por
células T CD8 autorreactivas con especificidad contra antigenos en el pancreas. Los antigenos
de células B liberados son recogidos por células dendriticas que actuian como células
presentadoras de antigeno (CPA) y transferidos a nodulos linfaticos de drenaje. La presentacion
de los antigenos, con la ayuda de células T CD4, produce la conversion de células B en células
plasmaticas, que sintetizan autoanticuerpos contra los islotes. Ademads, las células T CD8
autorreactivas son estimuladas para proliferar, migrar al pancreas y producir perforinas, IFN-y
y TNF-a, que destruyen las células . También contribuyen a esta destruccion los macréfagos,
mediante la sintesis de TNF, IL-1B y o6xido nitrico; y las células Natural Killer (NK), con la
liberacion de perforinas, IFN-y y granzimas. Este dafio celular puede ser frenado por las células
T reguladoras, con la liberacion de IDO (Indoleamine-2,3-dioxigenasa), IL-10 y TGF-B, que
inhiben la funcion de las CPA. No obstante, el ambiente proinflamatorio generado por el
desencadenante ambiental no favorece la funcion de las células T reguladoras. La destruccion
de las células de los islotes pancredticos conlleva el cese de la produccion de insulina y una

nueva liberacion de antigenos, con inicio del ciclo de destruccion celular (figura 1) (16, 20).

Ademas de esta reaccion inmune celular se produce una respuesta humoral al activarse células
plasmaticas, que sintetizan inmunoglobulinas especificas contra antigenos de los islotes,

denominados autoanticuerpos ICA (Islet Cell Antibodies). Estos no intervienen en la
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destruccion de las células del pancreas, pero si, son marcadores de la lesidon que se esta
produciendo. Son inmunoglobulinas IgG que actiian contra alguna molécula detectada como
antigeno del islote celular, como la insulina (IAA), la deshidrogenasa del 4cido glutamico

(GADG65), el homologo de la tirosina fosfatasa (ICA512/IA-2) y el transportador de Zinc 8

(ZnT8).
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Figura 1. Etiopatogenia de la diabetes mellitus tipo 1. Version modificada de (16).

Para establecer el diagnostico de diabetes se ha de cumplir al menos uno de los criterios

establecidos por la OMS y la ADA (American Diabetes Association) (tabla 1).



iNTRODVCCIiON

La clinica no aparece hasta que la lesion estd muy avanzada y se ha producido la destruccion
del 80-90% de la masa celular de los islotes pancreaticos. La sintomatologia que manifiestan
los pacientes es derivada de la hiperglucemia consecuencia de la no secrecion de insulina por el
pancreas. Estos sintomas son poliuria, polidipsia, polifagia y pérdida de peso. Si no se detecta

la enfermedad en esta fase, pueden acabar debutando con una cetoacidosis.

Tabla 1. Criterios diagnosticos de diabetes mellitus.

« Glucemia plasmatica al azar > 200 mg/dL + sintomas
+ Glucemia plasmatica en ayunas > 126 mg/dL
« Glucemia plasmdtica a las 2 horas de una prueba de tolerancia a la glucosa = 200 mg/dL

Estos pacientes pueden tener complicaciones agudas o cronicas propias de la enfermedad.
Dentro de las primeras, con frecuencia se encuentran la hipoglucemia y la hiperglucemia. Sin
embargo, las complicaciones crdnicas son raras, sobre todo en la infancia, si el control de la
enfermedad es adecuado. Entre ellas, las mas importantes son las derivadas de la afectacion

microvascular, como la retinopatia, la nefropatia y la neuropatia diabética.

El tratamiento de la diabetes mellitus tipo 1 se basa en tres pilares bésicos: alimentacion,
ejercicio e insulinoterapia. Estos pacientes deben someterse a varios controles glucémicos
diarios, en funcion de los cuales adaptaran su ingesta y el ejercicio que tienen que realizar, asi
como la insulina que han de administrarse. Todo esto conlleva una importante alteracion del

estilo de vida del paciente (3-5, 21).

Las nuevas terapias en fase de investigacion (fases I-III) siguen la linea de inducir la

inmunotolerancia, ya sea con farmacos inmunosupresores como globulina anti-linfocito T
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(ATG), anti-CD3 y anti-CD20, entre otros; con tratamientos antiinflamatorios, como Anakinra
(antagonista de IL-1) o Etanercept (antagonista de TNF-a)); con estrategias especificas contra
los antigenos de las células B o mediante terapia celular (20, 22, 23). Dentro de este Gltimo tipo,
se esta estudiando la posibilidad de suprimir la expresion de moléculas coestimuladoras en las
células dendriticas para producir la anergia de las células T y la expansion de las células T
reguladoras (24). También se estd investigando sobre la generacion in vitro de células T

reguladoras y su transferencia posterior al organismo (25, 26).

1.4.2. TiROiDiTiS AVTOINM VNiTARIA © DE HNASHiMOTO

La tiroiditis autoinmunitaria, también llamada tiroiditis de Hashimoto o tiroiditis linfocitaria
cronica, es la causa mas frecuente de enfermedad tiroidea en niflos y adolescentes, con una
prevalencia de 1,3% de los nifios en edad escolar, y es la forma mas frecuente de
hipotiroidismo adquirido. Es de 4 a 7 veces mas frecuente en el sexo femenino, y aunque se
puede presentar durante los primeros afios de vida, lo habitual es después de los 6 afios de edad,
con una incidencia maxima durante la adolescencia. En el 25% de los casos existen

antecedentes familiares.

En su patogenia, al igual que en la diabetes mellitus, estan involucrados factores ambientales,
genéticos y autoinmunes. Entre los factores ambientales se han visto implicados farmacos,
como la Amiodarona y las sales de litio, la ingesta de yodo y selenio y las infecciones como la
rubéola congénita. Los genes involucrados parecen ser, nuevamente, los del HLA de clase II,
concretamente el HLADR3 y DRS5, aunque su asociacion es mas débil que en la patologia

anterior. También parece estar relacionado con CTLA4. Los autoanticuerpos implicados son los

10



iNTRODVCCIiON

antiperoxidasa tiroidea (AcTPO), anteriormente llamados antimicrosomales, que estan
presentes en el 90% de los pacientes, y producen la inhibicién enzimatica, impidiendo la
organificacion tiroidea del yoduro, ademés de estimular la citotoxicidad de las células NK.
También se sintetizan, aunque en menor frecuencia, anticuerpos antitiroglobulina (AcTG) y
anticuerpos bloqueantes del receptor de tirotropina (AcTRB). Estos ultimos contribuyen al

desarrollo de hipotiroidismo.

El inicio del proceso autoinmune parece ponerse en marcha, por un lado, por activacion de las
células T mediante la liberacion de citocinas, como INF-a, IL-2, TGF-p y TNF-q, induciendo
la expresion de antigenos HLA de clase II en las células foliculares tiroideas, y, por otro lado,
por una respuesta humoral mediada por linfocitos B, con la produccion de anticuerpos
antiperoxidasa, antitiroglobulina y antirreceptor TSH. Las subpoblaciones linfocitarias que
infiltran el tiroides durante el proceso inflamatorio son en un 60% células T, tanto células
colaboradoras (CD4+) como citotoxicas (CD8+), y aproximadamente el 30% expresan

marcadores de células B.

La mayoria de pacientes son eutiroideos, pero pueden acabar desarrollando un hipotiroidismo.
Otros presentan hipotiroidismo desde el inicio, pero hasta un 50% de estos pueden volverse
eutiroideos. Es raro que desarrollen un hipertiroidismo. Independientemente del estado
hormonal que presenten, es muy frecuente que presenten bocio, lo que ocurre hasta en el 85%

de los casos, y retraso de crecimiento, raramente, anemia o hipercolesterolemia.

El diagnodstico en estos pacientes se basa en datos clinicos, analiticos y de imagen. En la
analitica sanguinea se detectara una cifra de TSH elevada, con una cifra de T4 libre normal (en

eutiroideos), baja (en hipotiroideos) o elevada (en hipertiroideos) y anticuerpos antitiroideos

11
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positivos. La ecografia cervical para valorar la existencia de un aumento del tamafio del

tiroides, muestra ademas zonas de diferente ecogenicidad.

Soélo los pacientes hipotiroideos precisaran tratamiento hormonal sustitutivo con levo-tiroxina.
No obstante, tanto éstos como el resto de pacientes han de seguir revisiones periddicas para
valorar los cambios clinicos y analiticos que puedan presentar, la necesidad de iniciar o
modificar la terapia hormonal, y sobre todo, para el diagndstico precoz de cancer de tiroides
que pueden presentar aquellos pacientes con nodulos prominentes que persisten en la ecografia

tras tratamiento (27-30).

1.4.3. ENFERMEDAD CELiACA

La enfermedad celiaca o celiaquia, también denominada enteropatia sensible al gluten o esprue
celiaco, es una enfermedad crénica caracterizada por la intolerancia permanente al gluten.
Ocasiona una lesion en la mucosa del intestino delgado proximal, produciendo clinica de

malabsorcion.

Esta enfermedad presenta una expresion clinica muy variable, pudiéndose diagnosticar a
cualquier edad, aunque el promedio se encuentra por debajo de los 24 meses. Se estima una
prevalencia mundial en poblacion infantil de 1:266 individuos, siendo mds frecuente en raza
blanca. En Espafia se ha encontrado una prevalencia de 1:400 individuos.

Esté producida por la interaccion de factores ambientales y genéticos. El factor ambiental mas
importante es el gluten, un compuesto proteico contenido en el trigo, el centeno y la cebada,

formado por cuatro tipos de proteinas, las albuminas, las globulinas, las gluteninas y las
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prolaminas. Esta ultima fraccion recibe diferentes denominaciones en funcion del cereal que la
contiene; llamandose gliadina en el trigo, secalina en el centeno y hordeina en la cebada. A su
vez, las prolaminas se subdividen en cuatro grupos: alfa, beta, gamma y omega. Se han
encontrado unos 10 epitopos antigénicos en gliadinas alfa y gamma, asi como en gluteninas
(31-34). Uno de estos epitopos denominado 33-mero, fue descrito en el 2002 por Shan y cols.
Es un péptido de 33 aminoacidos que forma parte de la fraccion alfa-2-gliadina y que no puede
ser digerido por las enzimas digestivas, por lo que se cree que puede ser el iniciador de la
respuesta inflamatoria (35, 36). El interés en conocer cual es la region mas antigénica de esta
proteina radica en el hecho de que la composicion de cada cereal, y de las diferentes clases de

éste, difiere de uno a otro, siendo posiblemente un tipo mas toxico que otro.

Otros factores ambientales que podrian estar implicados en el desarrollo de la enfermedad son
la alteracion de la microbiota intestinal, como factor de riesgo para desarrollar la enfermedad
(37), y diferentes infecciones virales, como el virus Ebstein-Barr, el citomegalovirus o la

rubeola, que parecen tener un papel protector (38).

Se sugiere una predisposicion genética como factor importante en la patogenia, pues se ha
encontrado una concordancia entre gemelos monocigdticos superior al 75%, y una prevalencia
alta (8-18%) entre familiares de primer grado. Al igual que en la diabetes mellitus tipo 1, los
genes del HLA son los principales responsables de esta susceptibilidad. Se ha asociado con el
heterodimero DQ2 (DQA1*0501 y DQBI1*0201), que se ha encontrado en el 90% de la
poblacion celiaca europea, y con el haplotipo DR4-DQ8 (DRBI1*04-DQA1*0301-
DQB1*0302), presente en el 10% restante. La ausencia de ambos haplotipos descarta el
diagnostico de enfermedad celiaca. No obstante, se ha observado un 30-50% de hermanos con

HLA de predisposicion que no presentan la enfermedad, hecho que sugiere la existencia de
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otros genes implicados. Se ha relacionado con la region 2q33 en la que se localiza el gen
CTLA4, la region 19p13 que codifica el gen MY09B, y la region codificadora de factores que
intervienen en el control de la respuesta inmunitaria como las citocinas IL-2 e IL-21, entre

otros (31-34).

El mecanismo por el cual el gluten acaba produciendo una lesion en el intestino de algunos
pacientes no se conoce con exactitud, pero se sabe que éste no se digiere totalmente en la luz
intestinal, debido a su alto contenido en prolina, y que activa la sobreexpresion de IL-15 por las
células epiteliales. Esta citocina produce la liberaciéon de zonulina, que abre las uniones
intercelulares (tight junctions). De esta forma, los péptidos residuales de la digestion atraviesan
la barrera epitelial hacia la ldmina propia, donde la tranglutaminasa tisular convierte la
glutamina en 4cido glutdmico, introduciendo asi las cargas negativas necesarias para aumentar
la afinidad por las moléculas HLA-DQ2 o DQ8 que expresan las CPA. Este tipo celular
presenta los residuos a células T CD4, que activaran a las células T citotoxicas, NK y
macrofagos, que producirdan la destruccion del epitelio; asi como a las células B, que
sintetizaran anticuerpos anti-gliadina, anti-endomisio y anti-transglutaminasa (figura 2) (35,

39-42).

La lesion intestinal de la enfermedad celiaca se caracteriza por atrofia vellositaria, hiperplasia
de las criptas y afectacion del epitelio superficial del intestino delgado. La afectacion se
produce en el intestino delgado proximal, pero se puede extender distalmente a una distancia
variable. Esto condiciona la gran variedad de presentaciones clinicas: desde los individuos que

no presentan ninguna manifestacion, a los que presentan una sintomatologia clésica.
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Las manifestaciones tipicas de una enfermedad avanzada son diarrea cronica (heces blandas,
fétidas y voluminosas), distension abdominal, anorexia, vomitos, irritabilidad, fallo de medro,
retraso del crecimiento, palidez e hipotrofia muscular. Pero existe un gran numero de personas
que presentan formas atipicas u oligosintomaticas, que pueden pasar desapercibidas, donde

predominan los sintomas extraintestinales (31-34).
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Figura 2. Etiopatogenia de la enfermedad celiaca. Version modificada de (40).

El diagnostico se realiza segin los criterios de la Sociedad Europea Pediatrica de
Gastroenterologia, Hepatologia y Nutricion o ESPGHAN (European Society for Paediatric
Gastroenterology, Hepatology and Nutrition), actualizados en el 2011. Segun éstos, se
establece el diagnostico de enfermedad celiaca, ante toda sospecha clinica, cuando presenta una
cifra de IgA antitransglutaminasa 10 veces mayor al valor normal, unos anticuerpos

antiendomisio positivos y un HLA DQ8/DQ?2. Si alguno de estos criterios no esta presente, sera
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necesario el diagndstico de confirmacion mediante una biopsia intestinal, en la que se objetive

los hallazgos anatomopatoldgicos propios de la enfermedad (43).

El tratamiento es muy sencillo, pues consiste en una dieta exenta de gluten de por vida, aunque
no es facil llevarla a cabo en una sociedad en que muchos de los alimentos basicos de nuestra
dieta contienen gluten. El seguimiento del cumplimiento de la dieta se puede realizar con los
marcadores serologicos o mediante deteccion de metabolitos de gliadina en heces (44). Se
observara una normalizacién de la antitransglutaminasa tisular, como del resto de anticuerpos,
si el paciente sigue estrictamente la dieta; pero se elevaran si realiza transgresiones. El riesgo
de no cumplir la dieta no es sdlo el presentar la clinica nuevamente, sino que se ha relacionado
con el desarrollo de neoplasias digestivas, en cualquier tramo, no sélo de intestino delgado; asi

como, con linfomas de células T (31-34).

14.4. TROMBOCIiTOPENIA iNMVNE PRiMARIA

La trombocitopenia inmune primaria (PTI), anteriormente denominada puarpura
trombocitopénica idiopdatica, se caracteriza por una disminucién de la cifra de plaquetas por
debajo de 100000/uL, en ausencia de una causa desencadenante de este descenso. Es la causa

de trombocitopenia mas frecuente en la infancia.

Se produce por un desequilibrio de la respuesta inmune, en el que, por mecanismos no bien

conocidos, hay una produccion de anticuerpos antiplaquetarios. Tras la union de éstos a la

membrana plaquetaria son reconocidos por los receptores de la fraccion constante de las

16



iNTRODVCCIiON

inmunoglobulinas que presentan los macréfagos y se produce la destruccion de las plaquetas,

fundamentalmente en el bazo.

La mayoria de pacientes estdn asintomaticos o tienen petequias, hematomas o equimosis
aislados en la piel o mucosas. Sin embargo, algunos pueden sufrir hemorragias més graves a
nivel cutdneo, mucoso o gastrointestinal, o incluso intracraneal (0,1-0,5%). En general, suele

existir el antecedente de una infeccion viral ocurrida de una a cuatro semanas antes.

El diagnoéstico es de exclusion, para lo que es necesario una historia clinica detallada y una
exploracion fisica completa que permitan descartar otras enfermedades hematologicas o
situaciones que de forma secundaria puedan producir trombocitopenia. Se realizaran ademas
una serie de pruebas complementarias, como hemograma y recuento de reticulocitos,
morfologia en sangre periférica, estudio de hemostasia, grupo sanguineo, Rh y Coombs directo,
inmunoglobulinas, estudio seroldgico de algunas infecciones viricas que pueden producir

trombopenia y control de hematuria, entre otras.

El objetivo del tratamiento es prevenir las hemorragias, si bien, el protocolo que se debe seguir
es controvertido. Muchos expertos opinan que no se deberia tratar a los pacientes sin sangrado,
sin embargo, otros si lo consideran necesario en funcion de la cifra de plaquetas. En cambio, en
el caso de sangrado activo existe un consenso sobre la necesidad de administrar un tratamiento
con inmunoglobulina y/o corticoterapia, para producir un rapido ascenso de los recuentos de

plaquetas.

La PTI en la infancia suele presentar un buen prondstico, con una resolucion espontanea en dos

tercios de los pacientes en los primeros 6 meses. No obstante, en el 10-20% de los casos
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persiste la trombopenia después del ano del diagnostico, considerandose entonces como PTI

cronica (45-47).

1.2. ENFER MEDADES ALER GiCAS

Las enfermedades alérgicas son trastornos producidos por una hiperrespuesta inmunoldgica,
con una proliferacion de linfocitos Th2, debida a la exposicion de un sujeto sensibilizado a un
antigeno especifico (alérgeno) por inhalacion, ingestion, contacto o inyeccion. Se manifiestan
con sintomatologia ocular, cutanea, digestiva, del tracto respiratorio superior y/o inferior. En
este grupo de patologias se engloban el asma, la alergia a alimentos, la dermatitis atopica y la
rinitis alérgica, entre otras. Son enfermedades muy frecuentes en pediatria. Se calcula una
prevalencia en Espafa del 15-20% para la dermatitis atdpica, del 7-15% para el asma y del 15-

20% para la rinitis (48).

Presentan una etiologia multifactorial, con una base tanto genética como ambiental. Se
sospecha una implicacion genética debido a la prevalencia elevada dentro de una misma
familia, pues el 60% de los nifios alérgicos tienen algin antecedente familiar, y en el caso en
que ambos progenitores sean alérgicos, el riesgo de tener un hijo con alergia es del 80%. La
atopia (del griego atopos, que significa “fuera de lugar”) se define como la predisposicion a
padecer una enfermedad alérgica. Esta predisposicion es poligénica y se ha descrito la
implicacion entre otros, de genes localizados en el cromosoma 6 que codifican el HLA-I y

HLA-II, la regioén q23-35 del cromosoma 5 con genes que codifican citocinas implicadas en las
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reacciones alérgicas (IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 y GM-CSF), y la region 11q13 donde se

ubican genes del receptor de alta afinidad para la IgE.

La respuesta inmunoldgica se inicia por la penetracion del alérgeno en el organismo y el
contacto posterior de éste con una célula presentadora de antigenos (CPA), bien una célula
dendritica o bien una célula de Langerhans. Estas células captan y procesan el antigeno y
migran a los ganglios linfaticos donde se localizan los linfocitos T en reposo. Es aqui donde las
CPA liberan IL-12, que desencadenara la diferenciacion de linfocito T en Thl o Th2, en
funcion de la subclase de IL-12, CD1 o CD2, respectivamente. Para que se produzca la
presentacion del antigeno son necesarias las moléculas del MHC, y se ve facilitada por
anticuerpos IgE especificos del alérgeno que tienen las CPA en su superficie. Asi, se activaran
los linfocitos Th2 que sintetizaran distintas interleucinas. La IL-4, IL-9 e IL-13 estimularan los
linfocitos B, los cuales produciran IgE especifica. La IL-4, IL-5, IL-9 y GM-CSF produciran la
activacion de los eosindfilos, los cuales liberaran proteinas inflamatorias en el 6rgano diana
(proteina catidnica eosindfila, proteina béasica mayor y proteina X). La IL-3, IL-4 e IL-9
estimulardn los mastocitos que tienen en su superficie moléculas de IgE especifica, y asi, en
una segunda llegada del alérgeno, se liberaran sus mediadores inflamatorios (histamina y

triptasa) (figura 3).

El diagnostico de una enfermedad alérgica se establece gracias a una anamnesis detallada, que
incluye antecedentes familiares y exposiciones ambientales, y una exploracion fisica
exhaustiva, en busca de signos de la patologia sospechada, asi como, de estigmas de atopia,
como ojeras del alérgico, pliegues de Dennie-Morgan, saludo alérgico, entre otras. Se

realizaran pruebas complementarias para apoyar el diagndstico y para demostrar la sensibilidad
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a los alérgenos implicados. Con esta finalidad se disponen de métodos de laboratorio in vitro e

in vivo, como las pruebas cutaneas y las de provocacion.
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Figura 3. Participacion de las citocinas Th2 en la cascada de la alergia. Version modificada de (49).

Las pruebas cutaneas valoran la reaccion de la piel al depositar en ella un extracto del alérgeno
mediante puncion (prick test), inyeccion intradérmica (intradermorreaccion), o por contacto
(pruebas de contacto). Se utiliza la primera para los neumoalérgenos y alimentos, la segunda
para las técnicas de inmunidad celular con antigenos bacterianos y fungicos, y la tercera para
metales, colorantes y productos quimicos. El prick test es una técnica que consiste en colocar
una pequefia gota del alérgeno sobre la piel e introducir una cantidad minima en la epidermis
haciendo una presion ligera a través de la gota con una pequefia aguja. Se realiza en la cara
ventral del antebrazo por su comodidad. La lectura de la reaccién inmediata se realiza,
habitualmente, a los 15-20 minutos, coincidiendo con el punto de maxima reaccion de los

extractos. En general, se considera una prueba positiva si tiene un didmetro de papula mayor o
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igual a 3 mm respecto el control negativo (que es suero fisiologico). Se hard siempre un control
positivo con histamina. Las pruebas de provocacion consisten en la exposicion del paciente al
alérgeno para reproducir la clinica. Existen pruebas de provocacioén respiratoria nasal o
bronquial, cutanea o prueba del parche, mucosa de la conjuntiva ocular y digestiva. Entre las
pruebas in vitro se encuentran la determinacion de IgE total y especifica del alérgeno, la
cuantificacion de eosinéfilos en sangre periférica, determinaciones de mediadores
inflamatorios (triptasa, leucotrienos, prostaglandinas, IL-4, proteina catidnica eosinofila,
proteina béasica mayor y proteina X), y la deteccion del alérgeno con la determinacion de
anticuerpos especificos IgE por radioinmunoensayo (RAST, y su variante CAPsystem),

enzimoinmunoensayo (ELISA) o fluorimetria (FAST) (49-52).

1.24. ASMA

El asma se define como una enfermedad que cursa con inflamacion cronica de las vias
respiratorias e hiperreactividad bronquial, que provoca episodios recurrentes de sibilancias,
disnea, opresion toracica y tos, asociandose con un menor o mayor grado de obstruccion al

flujo aéreo, la mayoria de las veces reversible de forma espontidnea o con tratamiento.

Es la enfermedad cronica mas frecuente en la infancia y afecta a todas las etnias. Ademas, su
prevalencia esta en aumento, aunque se desconocen las causas. No obstante, esta prevalencia
varia enormemente entre unos paises y otros, e incluso dentro del mismo pais. De forma
general, es menor en los paises en vias de desarrollo (India, China, etc). En los paises
occidentales, se cifra entre el 54% y el 7,6%. En Espafia, segin el estudio ISAAC

(Internacional Study of Asthma and Allergies in Childhood), es de entre un 7,1 y un 15,3%,
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segun la region. De estos pacientes, el 80% presentan sintomas antes de los 5 afios. Predomina
en los varones en edad escolar (relacion 2:1 en nuestro medio), pero esta diferencia desaparece

en la adolescencia e, incluso se invierte en la edad adulta.

Se desconoce la causa responsable de esta enfermedad, pero se cree que intervienen factores
genéticos y ambientales. Se ha relacionado con factores genéticos al observar que en el 70% de
los casos existen antecedentes familiares. Apoya también esta relacion el hecho de que en los
gemelos monocigoticos, cuando uno de los gemelos padece asma, el otro también desarrolla la
enfermedad en el 75% de los casos. En esta predisposicion se ha identificado la implicacion de
varios genes en diversas regiones cromosomicas, entre las que destacan la region 5q31-q33,
relacionada con la produccion de IL-4 y que influye en la reactividad bronquial, la region

17921, asociada con el inicio del asma en el nifio, la 12q14-q24.23 y la 6p21.1-p23 entre otras.

Entre los factores ambientales asociados, que predisponen o desencadenan una exacerbacion,
cabe destacar las infecciones viricas del tracto aéreo superior, entre las cuales la mas
importante es la producida por el virus respiratorio sincitial. Otros factores relacionados son los
alérgenos inhalados (4caros, epitelios de animales, pdlenes, hongos, y otros); los irritantes
inhalados (humo de tabaco, otros humos y otros contaminantes ambientales); y el estrés
emocional. También se han implicado fArmacos, como el Paracetamol o algunos antibioticos, si
bien la relacion de causalidad es incierta. Si estd clara la implicacion de los antiinflamatorios
no esteroideos (AINE) como factor precipitante de una crisis de asma. También se ha
relacionado el asma con alérgenos alimentarios, en aquellos pacientes sensibilizados.
Clasicamente se ha pensado que la lactancia materna protegia frente a las enfermedades

alérgicas, incluyendo asma, pero no se ha confirmado. Igualmente estd en entredicho la
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influencia de factores endocrinos, como hormonas sexuales, obesidad o hipertiroidismo, o del

reflujo gastroesofagico sobre la patogenia del asma.

Las exacerbaciones de la enfermedad se producen cuando los factores exdgenos inespecificos
actian sobre los receptores colinérgicos traqueobronquiales junto a los factores exodgenos
especificos que se comportan como alérgenos, desencadenando una reaccion antigeno-
anticuerpo en las vias inferiores del arbol bronquial. Alli dan lugar a la liberacion de
mediadores bioquimicos, como histamina y triptasa, que provocan en una primera fase el
espasmo de la musculatura bronquial, la tumefaccién de la mucosa y la hipersecrecion de
moco, produciendo una obstruccién de la via aérea. En una segunda fase, intervienen los
leucotrienos, procedentes del metabolismo del é4cido araquidonico de la membrana del
mastocito, que mantienen el broncoespasmo. Estas fases iniciales (primeros 15-30 minutos) se
pueden evitar o tratar con un tratamiento con B-agonista inhalado. Finalmente, se produce la
infiltracion celular, primero eosinofilica y después por neutrofilos y plaquetas. Esta fase tardia
(4-12 horas) no se puede resolver con [-agonistas, y hay que emplear firmacos

antiinflamatorios, como glucocorticoides.

Como es una enfermedad que cursa por brotes, entre éstos el paciente puede estar asintomatico.
Durante el brote o crisis asmatica, presentara tos, disnea, sibilancias y/u opresion toracica. Su
presentacion clinica es muy variable, aunque la forma clinica més frecuente es una
combinacion de estos sintomas y signos, con distinta intensidad. Sin embargo, ninguno de éstos
es patognomonico de asma. Existen ademds formas atipicas de la enfermedad, como la variante
tusigena del asma, tos atdpica y bronquitis eosinofilica sin asma. La forma mas grave de la
crisis de asma es el “status asmdtico”, que se diagnostica por la coincidencia de al menos tres

de los siguientes criterios: prolongacion de las crisis mas de 24 horas, fallo respiratorio con
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acidosis, hipercapnia e hipoxia, y resistencia a las medidas terapéuticas. Si no se instaura un

tratamiento de manera rapida, el cuadro puede acabar en la muerte del paciente.

La combinacién de sintomas y signos junto a la demostracion de la obstruccion reversible de
las vias respiratorias inferiores y la existencia de la inflamacion bronquial serd lo que nos
llevara al diagndstico de asma. Se debe realizar un diagnéstico etiopatogénico sobre la
existencia de wuna predisposicion alérgica, asi como un diagnostico funcional,

fundamentalmente mediante una espirometria forzada.

La frecuencia de aparicién de los distintos sintomas y signos, junto a los datos de funcion
pulmonar, son los parametros utilizados en las actuales guias internacionales para clasificar el
asma en niveles de gravedad, y dar pautas de tratamiento. Estas pautas incluyen mediciones
objetivas de la funcidon pulmonar, tratamiento farmacoldgico y control ambiental de alérgenos e

irritantes.

El tratamiento farmacoldgico estd compuesto por un tratamiento de rescate, que se emplea en el
momento de la exacerbacion, y un tratamiento de fondo, que se utiliza de manera prolongada
para mantener la enfermedad bajo control. El tratamiento de rescate incluye agonistas de los
receptores -2 de accion corta (principalmente Salbutamol y Terbutalina), al que se puede
afiadir en caso necesario anticolinérgicos (como el Bromuro de ipratropio), y, si precisa,
también se emplean glucocorticoides orales. En el tratamiento de fondo se pueden utilizar
glucocorticoides inhalados, agonistas de los receptores f-2 de accidon prolongada asociados a
los anteriores, antileucotrienos, como Montelukast, cromonas (Nedocromil sodico o
Cromoglicato disoddico), cada vez menos empleadas en pediatria, y si es preciso,

glucocorticoides orales. La unica terapia dirigida a la etiologia de la enfermedad es la
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inmunoterapia, aunque s6lo se puede indicar en aquellos pacientes en los que haya una clara

relacion entre la exposicion al alérgeno y la crisis de asma (53-60).

1.3. SINDROME iPEX

El sindrome IPEX (Immunodysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked),
también llamado XLAAD (X-linked autoimmunity-allergic disregulation syndrome) fue
descrito en 1982 al observar a 19 varones afectados en cinco generaciones de una misma
familia. Es un sindrome raro, cuya incidencia no se conoce y que esta producido por
alteraciones en el gen FOXP3. Presenta una herencia recesiva ligada al X, con afectacion de los

varones (61, 62).

La clinica ya esta presente desde la época perinatal, y deriva de la alteracion grave del sistema
inmune, que produce alteraciones autoinmunitarias, infecciones de repeticidon, alergias y
enfermedad linfoproliferativa masiva. Dentro de las manifestaciones autoinmunitarias se
encontrarian alteraciones digestivas (diarrea secretora o enfermedad inflamatoria intestinal),
manifestaciones endocrinas (diabetes mellitus tipo 1, tiroiditis autoinmune, hipotiroidismo
autoinmune), afectacion dermatoldgica (eczema, dermatitis atopica, lesiones psoriasiformes,
penfigoide nodular y alopecia areata), hematologica (anemia hemolitica autoinmune,
neutropenia autoinmune) y nefropatia membranosa, entre otras. En referencia a las
manifestaciones alérgicas, se ha relacionado la enfermedad tanto con la sensibilizacion a
aeroalérgenos, como a trofoalérgenos. Las infecciones que presentan son infecciones graves,

entre las que predominan la sepsis, la meningitis, la neumonia y la osteomielitis, producidas
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por gérmenes como Enterococcus, Staphylococcus, Citomegalovirus y Candida. No se conoce
si la susceptibilidad a padecer una infeccion grave es consecuencia de la alteracion genética,
que produciria una alteracion de la funcioén de barrera de la piel y del tracto gastrointestinal, o
bien, debido a los inmunosupresores administrados como tratamiento. Dada la gravedad del
cuadro general se produce la muerte de los pacientes en edad pediatrica debido a sepsis,

alteraciones metabodlicas, fallo de medro, u otras causas (63-71).

El diagnostico de sospecha es clinico. Las pruebas complementarias no se suelen realizar, por
su escaso valor diagnostico. Dentro de estas se podrian realizar deteccion de autoanticuerpos
séricos contra hematies, tiroides y/o pancreas, asi como estudio histopatologico del intestino,
pancreas, piel y/o rifién, para objetivar un infiltrado de células inflamatorias en la lamina
propia. No se realizaran pruebas de laboratorio porque no se modifica el nimero de células T,
granulocitos, complemento ni inmunoglobulinas. El diagnostico de confirmacion se realiza
mediante analisis genético del ADN, para detectar las mutaciones en el gen FOXP3. En raras
ocasiones no se detecta ninguna alteracion en el gen, por lo que estos pacientes son

diagnosticados de IPEX-like.

Se realiza un tratamiento de soporte en los casos necesarios, que puede incluir nutricion
parenteral, transfusiones de sangre y control de la glucemia. Se ha probado con farmacos
inmunosupresores, como esteroides a altas dosis, Ciclosporina A, Tacrolimus, Metotrexato,
Infliximab, Rituximab, Sirolimus, Azatioprina. No obstante, el resultado no es 6ptimo, pues no
se controla la enfermedad y presentan numerosos efectos secundarios debido a la toxicidad de
estos medicamentos y al riesgo incrementado de infecciones secundarias. Existen pocos
ensayos clinicos sobre la efectividad de estos tratamientos debido a la baja incidencia de la

enfermedad.
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El tinico tratamiento curativo en la actualidad es la realizacion de un trasplante de médula 6sea
alogénico, para el que se precisa poca cantidad de leucocitos del donante. Con esta terapia se
consigue una disminucion tanto de los autoanticuerpos contra el pancreas como de los sintomas
de enteropatia, eczema o diabetes, entre otros. No obstante, es un tratamiento muy agresivo,
con numerosas complicaciones, como infecciones, enfermedad injerto contra huésped,
sindrome linfoproliferativo secundario o sindrome hemofagocitico, que pueden conllevar la
muerte del paciente. Acerca de esta alternativa terapéutica también existen pocos estudios por
la baja casuistica. Se confia en un futuro tratamiento que consista en la reconstitucién con
células autdlogas CD4 CD25" transfectadas con el gen FOXP3, pero el objetivo no esta cerca

de conseguirse (63-70).

1.4. GEN FOXP3

FOXP3 o Forkhead box P3 es un gen que controla el desarrollo y la funcion de las células T
reguladoras, y es el principal marcador molecular de esta subpoblacion celular. Es conocido

también como gen JM2, AIID, DIETER, IPEX, MGC141961, MGC141963, PIDX o XPID.

1.44. RESENA MiSTORiICA

La primera aproximacion del gen la realizan Russell y cols. en 1959 cuando describen en
ratones una mutacion espontanea ligada al cromosoma X. Observan que los machos afectados

presentan descamacion cutdnea, pérdida de peso, diarrea, malabsorcion, linfadenopatias,
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hepatoesplenomegalia e infiltrado de linfocitos en diferentes drganos, que conducen a la muerte
de éstos en la tercera o cuarta semana de vida. Estos ratones se denominaron “scurfy”. En
1991, Godfrey y cols. sugirieron que los ratones “scurfy” podrian ser el resultado de un tipo de
disregulacion autoinmune y no de una inmunodeficiencia como las reconocidas hasta entonces

(62, 72).

Se observd que en humanos se producia un sindrome similar al de los ratones “scurfy”, el
sindrome IPEX, y en el ano 2000, Chatila y cols. publicaron la identificacién de un gen que

parece ser el objeto de las mutaciones en esta grave enfermedad (73).

No fue hasta el 2001 cuando se completo la caracterizacion molecular del gen, por Brunkow y
cols. Estos investigadores descubrieron una mutacion por insercion de 2 pares de bases en el
genoma de los ratones “scurfy” que producia una alteracién del marco de lectura del gen. En
consecuencia, se generaba una proteina anémala, a la que denominaron proteina escurfina,
funcionalmente inactiva al carecer del dominio de union al ADN. Posteriormente, identificaron

el gen por mapeo fisico, analisis de la secuencia, y lo denominaron FOXP3 (62).

1.4.2. ESTRVCTVRA DE FOXP3

FOXP3 esta localizado en el cromosoma X (Xp11.23), en sentido 3°-5°, consta de 15391 pares

de bases y esta formado por 11 exones codificantes y otros 3 exones no codificantes (figuras 4,

5y6).
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Los 2 exones no codificantes del extremo 5’ (-2a y -2b) estan separados por 640 pares de bases

y éstos estan separados de la estructura codificante por el exdén -1 (62, 72).

Xp22.3

Xp22.2
Xp221

Xp21

Xp1i.
Xgﬂ 2 =

ARI] =
1l 5
L
Xql3
Xg21
Xq22
%xq23
Xg24
Xq25
Xq26
Xq27
Xq28

Figura 4. Localizacion cromosomica Xp11.2 del gen FOXP3
(extraido de NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview)

El analisis de las secuencias conservadas no codificantes del extremo proximal ha revelado
diversos elementos intronicos que desempeflan un papel importante en el control de la

expresion de FOXP3, como son CNS1, CNS2 y CNS3 (74).

(49061523 p [49176311p
CACNAT F FOXP3 ¢——— GAGET 0 i

HsPB1P2 PPPIR3F
ccbcz2

Figura 5. Fragmento cromosomico donde se localiza FOXP3
(extraido de NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites).

Se han reportado mas de 20 mutaciones en regiones codificantes del gen, el 70% de las cuales

son mutaciones que producen un cambio de aminoacido (tabla 2) (62, 72).

_ Promotor Potenciador
Potenciador proximal intrénico

extremo 5' *

-4
4970 +1 +903 +5885

Figura 6. Representacion grafica del gen FOXP3 (62).
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Tabla 2. Variantes

génicas

http://www.genecards.org).

rs

rs122467174
rs142994383
rs17847095
rs138970962
rs111856931
rs143632471
rs56409830
rs138019743
1s2232367
rs140222626
rs148215677
rs143048239
rs140794570
rs2232369
rs122467171
rs74162067
rs146878361
rs143869281
rs122467173
rs122467170
rs28935477
rs141362642
rs145368924
rs55711326
rs122467175
rs122467169

cn

Posicion en
cromosoma

49114960
49114933
49114808
49114201
49114014
49114002
49113975
49113469
49113312
49113304
49113231
49113230
49113221
49112252
49111954
49110471
49110417
49110382
49109661
49107941
49107902
49107900
49107842
49114832
49108172
49108159

regiones

Exon

o O O O 3 N OO O R R R WN NN

= = N e B e e
— et e et e et e

codificantes del

Secuencia

CCGATG/ACCCAA
GGGGCC/TGAGGG
TCGAGG/TCGGGG
TGCCAC/ACATGA
TCCACC/TGTTGA
CGGGCG/ATGGGC
AGGGGG/ATGCAC
TGATCC/TCTGTG
CCCAGC/TACCCT
CAGCCG/ARRAAGG
TCTTCG/ABAAGAC
CTCTTC/TGAAGA
GTCCTC/GTGGCT

CCAGGC/TGGACC

GAGAAGGA/-GAAGC

CTGTCG/ATCCCA
GTGCCT/CCCGGA
CCTGGG/TAATGT
CAGAGT/CTCCTC
AGAACG/ACCATC
TTGTGC/TGGGTG
TCCACC/TCGCAC
GCTCCG/ATTTCT
GGAAGG/CTTCCC
ACTGGT/CTCACA

CATGTT/GTGCCT

iNTRODVCCIiON

gen FOXP3 (extraido

Efecto en la

proteina

Met = Ile
Ser = Ser
Gly - Val
Val 2 Leu
Thr = Thr
His = His
His = His
Gly 2 Glu
Ser = Ser
Ser 2 Leu
Phe - Phe
Glu—> Lys
Glu—> Gin
Ala - Val
Glu = -
Val 2 lle
Arg 2 Gly
Phe - Leu
Phe = Leu
Ala = Thr
Arg = Trp
Arg 2 Arg
Arg =2 Trp
Thr = Ser
Phe = Leu
Phe 2 Cys

de
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1.4.3. EXPRESiON DE FOXP3

El gen FOXP3 se expresa principalmente en tejidos linfoides como timo, bazo y ganglios
linfaticos, en las células CD4'CD25" (Treg) y en menor proporcion en células CD4 CD25,

células CD4"CDS8", células CD8" y timocitos CD4 CDS TCRof "

Se han descrito 2 isoformas principales en humanos: FOXP3 y FOXP342, que carece del exon
2 y no procesa el intron 4. Ademds se recoge otra variante en la que tampoco se procesa el
intron 4. Para evaluar el papel de las dos isoformas principales, Allan y cols. emplearon un
modelo de sobreexpresion de ambas isoformas basado en la transfeccion de vectores
retrovirales. Observaron que la transfeccion de células T CD4'CD25 con una de las dos
isoformas induce un estado de hiporrespuesta y disminucion de la produccion de IL-2. Sin
embargo, s6lo se induce el fenotipo y la funcion reguladora cuando son transferidas las dos
isoformas. Lo que sugiere que ambas isoformas actuan de forma conjunta para la transcripcion

de genes asociados a las células reguladoras CD4'CD25" (62, 72).

1.5. PROTEINA FOXP3

El gen FOXP3 codifica una proteina de 431 aminoacidos, con un peso de 48 KD. Esta proteina

forma parte de un complejo proteico mayor de las células T, formando dimeros y tetrameros.

FOXP3 pertenece a la familia FOX, integrada por un conjunto de factores de transcripcion con

dominio “forkhead” o FKH, que les permite la union al ADN. Dentro de la familia FOX,

31



iNTRODVCCIiON

forma parte de la subfamilia FOXP, que incluye ademés a FOXP1, FOXP2 y FOXP4. Aunque
todas las proteinas FOX se unen al ADN, algunas ejercen efectos transactivadores y otras,

efectos inhibidores de la transcripcion, como es el caso de FOXP3.

Est4 formada por un dominio “forkhead” de union al ADN, en el extremo carboxi-terminal; un
dominio represor, rico en prolina, en el extremo amino-terminal; un dominio Dedo de Zinc y

un dominio de dimerizacion o cremallera de leucina (figura 7).

El dominio ‘forkhead” es una secuencia de 80-100 aminoacidos, que interviene en el
transporte intranuclear y en la uniéon con el ADN, regulando asi la expresion de genes
involucrados en el crecimiento, la proliferacion y la diferenciacion celular. La mayoria de
mutaciones descritas en el gen van a producir una alteracion de este dominio. Una mutacion en
el dominio represor va a provocar la no inhibicioén de la transcripcion general, asi como la no
represion de la transcripcion mediada por NFAT. Finalmente, una mutacion en la cremallera de
leucina va a producir la no homodimerizacion de FOXP3 ni la heterodimerizacion de FOXP3
con FOXP1, por lo que la proteina no va ejercer su accion reguladora. Para que se produzca la

dimerizacion es suficiente con la integridad de la cremallera de leucina (62, 75, 76).

Region rica en Prolina Dedo  cremallera de Dominio “forkhead”
18 Leucina
Zinc

Figura 7. Estructura de la proteina FOXP3 (62).
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1.54. FVNCiON DE FOXP3

Se han identificado varias vias de trasmision de sefales que inducen la expresion de FOXP3,
aunque los mecanismos precisos no se conocen. Se sabe que la expresion es dependiente de la
trasmision de sefales a través del receptor de células T (TCR), de CD28 y de receptores de
citocinas que comparten la cadena gamma comun (yc), como interleucinas 1L-2, IL-4, IL-7, IL-
9, IL-15 y IL-21, y el receptor del factor estimulante de crecimiento B (TGF-BR). Estos
procesos desencadenan la activacion de factores de transcripcion, como CREB, ATF, SP1,
NFAT, AP1, TIEG1, SMAD3 y STATS, que activaran la expresion de FOXP3 (figura 8) (62,

77).

Figura 8. Expresion de FOXP3 en las células T reguladoras (62).

FOXP3 a su vez controla la expresion de diversos genes asociados a las células Treg, como

CD25, CTLA-4 y GITR (78).
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La regulacion epigenética es muy importante para controlar la expresion de FOXP3. En ratones
y humanos, se han encontrado patrones de metilacion en el gen y en su promotor, asi como
acetilaciones en histonas, que difieren entre las células T reguladoras y las células T

convencionales (72).

1.6. FOXP3 Y CELVIAS T REGVIADORAS

Las células T reguladoras CD4'CD25" (Treg) fueron descritas por Shimon Sakaguchi en 1995
y constituyen el 5-10% de las células T CD4". Son las responsables del control de las células T
autorreactivas que han escapado a la seleccion negativa del timo, manteniendo asi la tolerancia

inmunolégica (78, 79).

Se caracterizan por la expresion de la cadena a del receptor de IL-2, conocido como CD25, el
CTLA-4 y el receptor de TNF inducido por glucocorticoides (GITR). El marcador mas

especifico, no obstante, de este subtipo celular es la proteina FOXP3 (65).

Walker y cols. demostraron que la expresion de FOXP3 es inducible mediante la estimulacion
a través del TCR en células que no tenian actividad reguladora previa. Esta nueva generacion
de células T reguladoras adquieren la funcién reguladora y son capaces de disminuir la
proliferacién de las células respondedoras CD4'CD25°, de forma similar a las células
reguladoras naturales (62). Asi, hoy en dia se conoce que existen dos principales poblaciones
de células T reguladoras: las células T reguladoras naturales y las células T reguladoras

adaptativas o inducidas. Las primeras se desarrollan en el timo, estdn implicadas en la
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tolerancia central y realizan su acciéon moduladora a través del contacto directo intercelular o
mediante la secrecion de citocinas. Se caracterizan porque son el unico tipo celular que
presentan el gen FOXP3 desmetilado. Son activadas mediante el receptor de las células T tras
el contacto con un antigeno especifico e inhiben la proliferacion de otras células T sin la
necesidad de la unioén de éstas con un antigeno. Las células T adaptativas se desarrollan en la
periferia tras el contacto del antigeno que es presentado por la célula presentadora de antigenos,
estan implicadas en la tolerancia periférica a nivel intestinal y su primer mecanismo de accién
es a través de la IL-10 y el TGF-a. Otra diferencia con las células Treg naturales es la

metilacion del gen FOXP3 (71, 80, 81).

En el desarrollo en el timo, el crecimiento en la periferia y la supervivencia de las células Treg
naturales estan implicados factores que tienen un efecto sobre la expresion de FOXP3. Entre
estos factores se encuentran el CD28, el TGF-B, las células dendriticas, citocinas que
comparten la cadena gamma comun (yc) (IL-2, IL-4, IL-7 y IL-15), STATS, entre otros. Cabe
destacar la accion de la IL-2 en la generacion en el timo y el mantenimiento en la periferia de
las células Treg naturales. La principal fuente de esta citoquina parece ser el resto de células T,
en un estado fisioldgico. De esta manera, habria un control mutuo entre ambos tipos celulares,
pues las células T efectoras secretarian IL-2 que activarian las Treg, y éstas a su vez inhibirian
la secrecion de esta interleucina al suprimir las funciones de las células T. Existe cierta
controversia en relacion con las sefiales especificas que se requieren para que las células Treg
adaptativas se desarrollen, aunque se cree que hay un solapamiento con las sefiales de las

células Treg naturales (68, 78, 80).

FOXP3 es necesario para el desarrollo y funcion de las células T reguladoras en ratones. Este

hecho se ha comprobado al objetivar la ausencia de este tipo celular en ratones “scurfy”, a los
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que se habia provocado una disrupcion del gen. Ademas se ha probado la recuperacion del
fenotipo normal en aquellos ratones en los que se transfecto6 FOXP3 transgénico (por
transfeccion retroviral) o se realizé un transplante de médula 6sea. Sin embargo, esto no parece
observarse en humanos, y la contribucion especifica de FOXP3 sobre la diferenciacion y
funcién de las células T reguladoras sigue sin conocerse. Bachetta y cols. si observan células T
reguladoras en pacientes en los que no se detecta proteina FOXP3, describiendo distintas
alteraciones funcionales segun la localizacion de las mutacion en el gen. Asi, una mutacion en
el dominio FKH es critica para la funcion de las Treg, pero no para su desarrollo; mientras que
una alteracion en la cremallera de leucina, estd asociada con un defecto parcial de la actividad
supresora de las Treg, por lo que algunos individuos con mutaciones localizadas en esta region

no padeceran la enfermedad (76, 78, 82, 83).

Las Treg modulan la actividad de una gran variedad de células implicadas tanto en la
inmunidad innata como en la adquirida. La disminucién de la funcion de las células Treg se ha
visto implicada en el desarrollo de numerosas enfermedades autoinmunes y de enfermedades
inflamatorias, como diabetes mellitus tipo 1, artritis reumatoide, esclerosis multiple y lupus
eritematoso sistémico. Ademads esta estirpe celular puede regular la inmunidad relacionada con
las infecciones viricas, bacterianas o parasitarias, asi como intervenir en la respuesta
inmunologica anti-tumoral (68, 84). Recientemente, se ha visto en estudios realizados en
ratones una interrelacion entre la inmunidad dependiente de las células Treg y el metabolismo.
Asi en enfermedades como la obesidad, la diabetes mellitus tipo 2 y el sindrome metabdlico, se
han reportado alteraciones en esta estirpe celular. Se ha observado que en condiciones
fisioldgicas, diversos estimulos nutricionales o la leptina producen la activacion de forma
oscilante de la via mTOR (mammalian target of Rapamycin, es decir, diana de la Rapamicina

en mamiferos), con la consiguiente proliferacion de las Treg. Sin embargo, en condiciones en
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las que esta via estd inhibida de forma crénica (como en la deprivacion nutricional o el
tratamiento cronico con Rapamicina) o que estd sobreexpresada (como en la obesidad o el
sindrome metabdlico) provocan una alteracion de la expansion de las células Treg, y en

consecuencia, una disregulacion inmune (figura 9) (77, 85).
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Figura 9. Regulacion de la proliferacion de las Treg en funcion del ambiente o del metabolismo.
Version modificada de (77).

De forma resumida, la regulacion de la transcripcion en las células T convencionales se inicia

por la estimulacion del receptor de células T (TCR) junto a la coestimulacion por el CD28. Asi
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se producird la union de NFAT a AP1 (activator protein 1), que activaran la transcripcion de
genes relacionados con la activacion de las células T.

De la misma manera, la regulacion de la transcripcion en las células T reguladoras CD4'CD25"
(Treg) se inicia con la estimulacion del TCR y la coestimulacion de CD28, pero posteriormente
NFAT se une a FOXP3, en lugar de a AP1, y se produce la transcripcion de genes relacionados

con la supresion de las células T (figura 10).

Regulacién transcripcién en Regulacién transcripcién por FOXP3
células T convencionales en células T reguladoras
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Figura 10. Regulacion de la transcripcion en células T convencionales y en T reguladoras (65).

Los mecanismos de regulaciéon de la funcion de las células T efectoras por las células
CD4'CD25" se inician por la activacion de la célula dendritica al unirse un antigeno. Esta
célula activara a su vez a la célula T reguladora, que ejercera su efecto supresor de la respuesta
inmune por cuatro posibles vias: la primera mediante el consumo de la IL-2 por las Treg en
lugar de por las células T efectoras; la segunda por la inducciéon de la apoptosis de la célula T
via CD30/CD30L, o mediante perforinas o granzimas; la tercera a través de la produccion de

citocinas supresoras por las Treg, como IL-10 y/o TGF-B, y la cuarta y ultima via mediante la
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produccion de metabolitos inmunosupresores del triptéfano como resultado de la regulacion

positiva de Indoleamine-2,3-dioxigenasa (IDO) en la célula dendritica (figura 11) (65).

Autoinmunidad

MHC-1/11

Inmunidad antimicrobiana ] . F
Inmunidad antitumoral

CDBO/86

CDBO/E6

Metabolitos derivados J
-1DO

MHC-11

= IL-10. TGFp

Apoptosis (CD30, CrB.
perforina)

Consumo preferente de IL-2

Figura 11. Regulacion de la funcion de las células T reguladoras. Version modificada de (65).

En condiciones proinflamatorias las células Treg pierden la expresion de FOXP3 y se
convierten en células T efectoras potencialmente patogénicas. Se ha observado que la
expresion de FOXP3 disminuye al exponerse las células Treg a citocinas proinflamatorias
como IL-6 e IL-1, siendo neutralizada su actividad supresora (74). Este hecho explicaria en

parte por qué las células Treg no ejercen su accidon para impedir las enfermedades autoinmunes.

La investigacion actual en modelos animales se basa en la modulacion de las respuestas
mediadas por linfocitos Treg a través de la manipulacion de la expresion de FOXP3, pues se ha
observado que se pueden inducir células Treg a partir de células T CD4'CD25" usando vectores
retrovirales que expresan FOXP3. De esta manera, se podria conseguir en un futuro la

induccién de tolerancia a aloinjertos y el control de la autoinmunidad en humanos (65, 68).

39



OMVIV UL 90 SISTLOIIN °C



MiPOTESIS DE TRABAJO

2. NiPOTESiS DE TRABAJO

FOXP3 es un gen que codifica una proteina implicada en el desarrollo de la respuesta inmune.
Dicha proteina actia como un factor de transcripciéon que ejerce un papel esencial en el

desarrollo y funcion de las células Treg implicadas en el control de la respuesta inmunitaria.

Se desconoce el mecanismo preciso pero se piensa que FOXP3 puede ejercer su control
durante la transcripcion, a través de la interaccion con la region promotora del ADN de

importantes genes de regulacion de la funcion de la célula T.

FOXP3, como marcador especifico de las células Treg, resulta esencial en la tolerancia
inmunolégica, en especial autotolerancia, lo que ha llevado a desarrollar diversos estudios de
asociacion génica entre este gen y algunas enfermedades inmunolégicas cuyos resultados no

han sido concluyentes.

Basados en estos datos, nuestra hipotesis de trabajo es que la presencia de mutaciones en el gen
FOXP3 podrian dar lugar a modificaciones en la proteina, alterando su capacidad de unién a la
region promotora de los genes diana y afectando a los mecanismos transcripcionales de
expresion génica, lo que podria explicar algunas de las alteraciones fisiopatologicas que
subyacen en enfermedades de caracter inmunologico en las que se encuentran alterados los

mecanismos de tolerancia.
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3.

OBJETIVOS

OBJETiVOS

En este estudio se plantean los siguientes objetivos:

Analizar las variables clinico-bioldgicas de los grupos poblacionales de enfermedades
inmunolégicas utilizando como modelos la enfermedad alérgica y las enfermedades

autoinmunitarias mas frecuentes en la infancia.

Identificar posibles polimorfismos localizados en el gen FOXP3 y determinar las
frecuencias alélicas y genotipicas asi como las combinaciones haplotipicas de los

polimorfismos detectados en los distintos grupos poblacionales.

Valorar la relacion de los polimorfismos individualmente considerados con los

parametros clinico-bioldgicos analizados en el primer objetivo.

Analizar las posibles asociaciones de los Haplotipos con las diferentes enfermedades

autoinmunes y con la enfermedad alérgica.

Interpretar los posibles mecanismos mediante los cuales las variantes génicas

identificadas podrian contribuir a la etiopatogenia de los fenotipos asociados.
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4. DiSENO EXPERiMENTAL Y METODOLOGTA

44. DiSENO DEL ESTVDiO

Este trabajo est4 disefiado como un estudio observacional, transversal, de casos y controles. Se
ha desarrollado en el Servicio de Inmunoalergia (Unidad de Alergia Infantil) y en el Servicio
de Pediatria (Unidad de Endocrinologia Infantil y Unidad de Gastroenterologia Infantil) del

Complejo Asistencial Universitario de Salamanca.

4.2. POBLACiON DE ESTVDiO

En el presente estudio se incluyeron 255 individuos, de los cuales 95 eran controles y 160
pacientes (159 con enfermedades alérgicas y/o autoinmunitarias y 1 paciente diagnosticado de

IPEX-like).

El estudio se ha sometido a la aprobacion del Comité de Etica del Hospital Universitario de
Salamanca. A todos los individuos incluidos en el estudio, o responsables de éstos, se les

solicitd un consentimiento informado.

4.2.4. PACIiENTES

El primer grupo de pacientes lo constituyeron 159 individuos que se recogieron de forma

consecutiva, no seleccionada, entre los pacientes que habian acudido a la consulta de
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Endocrinologia Infantil, Gastroenterologia Infantil y/o Inmunoalergia Infantil del Hospital

Universitario de Salamanca, y que cumplian los siguientes criterios de inclusion.

4.24.4. CRiTERiOS DE iNCLVSiON

Todos los pacientes incluidos tenian que cumplir el criterio de edad inferior a 18 afios y ademas
uno de los dos siguientes criterios:
e Individuos diagnosticados previamente de una, o mas, de las siguientes enfermedades
autoinmunes:
0 Diabetes mellitus tipo 1:
= Se establecio el diagnostico segliin los criterios establecidos por la OMS vy la
ADA (tabla 1).
0 Tiroiditis autoinmunitaria:
= Se realiz6 el diagnodstico ante la presencia de una elevacion de la TSH (>10
pU/mL) junto a la positividad de los anticuerpos antitiroideos (anticuerpos
antiperoxidasa tiroidea, anticuerpos antitiroglobulina y/o anticuerpos
bloqueantes del receptor de tirotropina) (27, 28, 30).
0 Enfermedad celiaca:
= Se siguieron los criterios de la ESPGHAN para su diagndstico (43).
e Individuos diagnosticados de enfermedad alérgica:
Individuos que presentaban pruebas cutaneas positivas frente a una bateria estandar de
aquellos aeroalérgenos mas frecuentes en nuestro entorno (acaros, poélenes, hongos y
epitelios) (ALK-Abello, Madrid-Espafia, Bial-Aristegui, Bilbao-Espaiia y Laboratorios
Leti, Barcelona-Espafia) (tabla 3).

0 Podian o no estar diagnosticados de asma
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Se siguieron los siguientes criterios para el diagnostico de asma:

= Al menos dos sintomas consistentes con asma (tos, disnea, sibilancias,
opresion toracica).

=  Ausencia de otras enfermedades pulmonares.

=  Alteraciones en la funcion pulmonar. Se realizé una espirometria basal segun
las normas de la American Thoracic Society (ATS) (86). A todos los pacientes
con FEV1/FVC < 0,7 se les realizd una prueba de broncodilatacion; si ésta fue
negativa, se procedio a realizar una prueba de hiperrectividad bronquial con
metacolina (87). Se exigié una prueba broncodilatadora positiva (mejoria del
FEV1 > 12% y mas de 200 ml) o una PC20 metacolina < 16 mg/ml,

considerandose su positividad caracteristica de asma.

Ademas se incluyd un paciente con diagndstico de IPEX-like procedente del Servicio de

Pediatria del Hospital El Bierzo de Ponferrada.

Tabla 3. Bateria de aeroalérgenos empleados.

Dermatophagoides  pteronisynuss, — Dermatophagoides  farinae,
ACAROS Lepidogliphus  destructor, Tirophagus putrescentiae, Eurogliphus

maynei, Acarus siro, Glycyphagus domesticus.

Mezcla de gramineas, mezcla de arboles, Parietaria judaica,
POLENES Chenopodium album, Artemisia vulgaris Plantago lancelolata, Olea

europea, Cupressus arizonica, Platanus acerifolia.

Alternaria alternata, Cladosporium herbarum, Penicillium notatum,

HONGOS

Aspergillus fumigatus.

EPITELIOS Perro, gato, hamster, caballo y mezcla de plumas.

OTROS Mezcla de cucaracha
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4.2.2. CONTR OLES

Se seleccionaron 95 individuos evaluados en la consulta de Inmunoalergia del Hospital

Universitario de Salamanca que cumplian los siguientes criterios.

4.2.2.4. CRIiTER i0S DE iNCLVSiON

Pacientes adultos. Se eligio una poblacion adulta ya que con la inclusion, como controles,
de una poblacion infantil existia mayor posibilidad de que algunos de ellos, genéticamente

predispuestos, desarrollasen las enfermedades de estudio en un futuro.

e Sin sintomas o antecedentes de enfermedades autoinmunes.

e Sin sintomas o antecedentes de asma u otras enfermedades alérgicas.

e Sin sintomas o antecedentes de enfermedades dermatoldgicas cronicas.

e Sin antecedentes familiares de ninguna de las enfermedades respiratorias.

e Con pruebas cutaneas negativas frente a una bateria estdndar de aquellos aeroalérgenos
mas frecuentes en nuestro entorno (&caros, polenes, hongos y epitelios) (ALK-Abelld,
Madrid-Espana, Bial-Aristegui, Bilbao-Espafia y Laboratorios Leti, Barcelona-Espafia)

(tabla 3).

4.3. PROTOCOLO Y VARIABLES DE ESTVDiO

En el estudio se recogieron las siguientes variables.
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. DATOS BASICOS Y SOCIODEMOGRAFICOS

4.3.1.1. Datos identificativos: nombre y nimero de historia clinica.
4.3.1.2. Edad y sexo

4.3.1.3. Raza

4.3.1.4. Existencia de parentesco con algun otro individuo del estudio.

4.3.2. VARIABLES CLINICAS Y ANALITICAS

4.3.2.1. Presencia de enfermedades autoinmunes, como diabetes mellitus tipo 1, patologia
tiroidea autoinmune y/o celiaquia.
Se recogio la edad del paciente al diagnostico.
4.3.2.2. Presencia de enfermedades alérgicas, como rinitis, conjuntivitis y/o asma.
Se registro la edad del paciente al diagnostico.
4.3.2.3. Presencia de dermatitis atopica.
4.3.2.4. Pruebas cutdneas de hipersensibilidad inmediata frente a una bateria de
aeroalérgenos comunes de la zona de residencia (en aquellos individuos con
sospecha de enfermedad alérgica).
4.3.2.5. Niveles de inmunoglobulina E (IgE) total (en aquellos individuos con sospecha
de enfermedad alérgica).
4.3.2.6. Presencia de autoanticuerpos propios de la enfermedad autoinmune

diagnosticada (tabla 4).

4.3.3. ANTECEDENTES FAMILIARES

4.3.3.1. Antecedentes familiares de primer grado de alguna enfermedad autoinmune.

4.3.3.2. Antecedentes familiares de primer grado de atopia o asma.
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4.3.4. ANTECEDENTES OBSTETRICOS Y PERINATALES DE LOS CASOS

4.3.4.1. Incidencias en el curso del embarazo.
Se consideré que no hubo un curso normal del embarazo cuando se presentd6 amenaza
de aborto o de parto prematuro, rotura prematura de membranas, oliogoamnios o
polihidramnios, crecimiento intrauterino retrasado o algiin tipo de patologia materna,
como por ejemplo, hiperemesis gravidica o diabetes gestacional, u otras enfermedades
por la que precisara tratamiento o ingreso durante la gestacion.

4.3.4.2. Edad gestacional.
Un nacimiento fue a término cuando se produjo entre la semana 37 y la 42 de edad
gestacional, pretérmino cuando sucedi6é antes de las 37 semanas, y postérmino en el
caso que naciera después de la semana 42.

4.3.4.3. Tipo de parto.
Se considerod que el parto habia sido eutdcico cuando se habia producido via vaginal sin
ayuda instrumental, y distdcico a aquellos partos instrumentados (ventosa o forceps) y
las cesareas por cualquier motivo.

4.3.4.4. Apgar al minuto de vida: superior o inferior a 7.

4.3.4.5. Distrés respiratorio al nacimiento que requiriera ingreso.

4.3.4.6. Ventilacion mecéanica y modalidad.
Se anotd si precisaron ventilacidon mecéanica por problema respiratorio o por otro
motivo, como por ejemplo, patologia cardiaca, sepsis, etc. Ademads se recogio el tipo de

modalidad, es decir, invasiva o no invasiva (CPAP o BIPAP).

4.3.5. OTROS ANTECEDENTES PERSONALES Y DE RIESGO AMBIENTAL

4.3.5.1. Tipo de lactancia.
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Se considerd que habian tomado lactancia materna si habian estado mas de un mes con

este tipo de alimentacion. Ademas se recogid la duracion de cada tipo de alimentacion,

y se clasific la lactancia materna en funcioén de ésta en menos o mas de 3 meses.

4.3.5.2. Asistencia a guarderia

4.3.5.3. Hébito tabaquico en los padres y durante la gestacion.

4.3.6. VARIABLES GENICAS EN EL GEN FOXP3

Se recogieron las variables relacionadas con el andlisis genético de FOXP3 incluyendo los

datos de genotipado, frecuencias alélicas, genotipicas y datos de haplotipos.

Tabla 4. Autoanticuerpos de las enfermedades autoinmunes incluidas en el estudio.

ENFERMEDAD AUTOINMUNE

AUTOANTICUERPOS

Diabetes mellitus tipo 1

Anticuerpos frente a células de los
islotes pancreaticos (ICA)
Anticuerpos antidescarboxilasa del
acido glutamico (GAD)
Anticuerpos antitirosin-fosfatasa de
los islotes pancredticos (ICA2)
Anticuerpos antiinsulina (IAA)

Tiroiditis linfocitaria

Anticuerpos antiperoxidasa tiroidea
(AcTPO)

Anticuerpos antitiroglobulina (AcTG)
Anticuerpos bloqueantes del receptor
de tirotropina (AcTRB)

Enfermedad celiaca

Anticuerpos antitransglutaminasa
Anticuerpos antiendomisio
Anticuerpos antireticulina
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4.4. ANALiSiS MOLECVIAR

El anélisis de polimorfismos del gen FOXP3 se realiz6 en todos los individuos incluidos en el

estudio.

4.4.4. EXTRACCiON DEL ADN

Inicialmente se realizé la extraccion de sangre periférica mediante venopuncion en la region
antecubital. Todas las muestras de sangre periférica para estudio del ADN fueron recogidas en
tubos con EDTA. La conservacion de las mismas se realizo a una temperatura de 4°C hasta que

se realizo la extraccion del ADN genomico, generalmente en el mismo dia de la extraccion.

La obtencion del ADN a partir de las muestras de sangre periférica se llevo a cabo utilizando el
sistema MagNA Pure Compact System (Roche, Barcelona, Espafia) (figura 12). Es un
procedimiento automatizado, en el que se obtiene un eluido de ADN gendmico a partir de una
muestra de 1 ml de sangre total. La extraccion del ADN se basa en la tecnologia Magnetic
Glass Particle, que consiste, en un primer paso, en la lisis de la muestra e incubacion con
Proteinasa K y un buffer de lisis especial que contiene sales caotropicas. Posteriomente, se
anaden Particulas Magnéticas de Cristal (MGPs) y los acidos nucleicos son inmovilizados en la
superficie de las MGPs. Las sustancias libres, como proteinas, desechos celulares e inhibidores
de la PCR, son eliminados mediante sucesivos pasos de lavado. Por tultimo, los acidos

nucleicos purificados son eluidos y separados de las MGPs.
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La cuantificacion y determinacion de la pureza del ADN extraido se determind mediante
espectrometria en un espectrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, Delaware, USA.). El eluido de ADN obtenido se conservé posteriormente a -20°C

hasta el momento de su utilizacion.

Figura 12. Imagen del sistema MagNA Pure Compact System (Roche).

4.4.2. REACCiON EN CADENA DE LA POLiMERASA (PCR)

Para el estudio de la region génica de interés, en nuestro caso la secuencia nucleotidica
correspondiente a la region codificante del gen FOXP3, se procedi6 a la amplificacion de dicha
zona a partir de las muestras de ADN gendémico y mediante la técnica de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR). Para llevar a cabo dicha técnica se utilizo el kit comercial PCR-Master
Mix (Promega, Wisconsin, EE.UU.). Cada reaccion fue preparada afiadiendo 7,5 pL de Master

Mix (22 mM Tris-HCI pH 8,4, 55 mM KCI, 1,65 mM MgCl,, 220 mM dNTPs y 22U de Taq
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ADN polimerasa), 2,5 pL de agua destilada libre de nucleasas, 3 uL. de ADN genémico y 1 pL.
de cada oligonucledtido a una concentracion de 20 uM. El volumen final de la reaccion fue en
todos los casos de 15 pL y siempre se prepard una reaccion sin ADN como control negativo
para monitorizar las posibles contaminaciones experimentales. La reaccion de amplificacion se

llevé a cabo en un termociclador de MWG-BIOTECH. (Ebersberg, Alemania).

La region codificante analizada comprende los exones del 1 al 11. El exén descrito como -1 se
corresponde con una secuencia transcrita pero no traducida por lo que no se analizd en el
presente estudio. Ademas de los exones codificantes se amplifico para su posterior analisis una
secuencia reguladora localizada inmediatamente después de la secuencia de finalizacion del
gen (region UTR tras el exén 11) y una secuencia reguladora localizada aguas arriba del ATG

(figura 13).

rs F 2-3F 4-5F  6-7F
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%t I

Figura 13. Regiones del gen FOXP3 amplificadas. Se sefialan los exones (en rojo), los oligonucléotidos
(en morado), la region UTR (en verde) y el polimorfismo rs6609859 (en azul).

Los oligonucledtidos empleados para la amplificacion de cada uno de los fragmentos de interés

de la region codificante de FOXP3 se muestran en la tabla 5.
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Tabla 5. Descripcion de los oligonucledtidos utilizados en las reacciones de PCR y caracteristicas de
los fragmentos amplificados.

NOMBRE

Exén 2-3 F

Exén 2-3 R

Exon 4-5 F

Exon 4-5 R

Exon 6-7 F

Exon 6-7 R

Exon 8 F

Exon 8 R

Exén 9 F

Exén 9 R

Exon 10-11 F

Exén 10-11 R

UTR F

UTR R

RS 9859 F

RS 9859 R

SECUENCIA

ATCTCCATGAGCCTCAGTTTC

Tm (°C)

Localizacion

respecto

Region amplificada

ATG (pb)

Exon 2 y exon 3

CGTTTTTTGGAGGGTGGA 64,6 1231
AGTCAAAATGTCAGCACCTG 61,8 1296
Exon 4y exdn 5
ATGGGGGTAAATAACAGCAC 62 2003
AGAGGGAGACTGAGGTAGAGAG 61,4 2558
Exon 6y exon 7
TGAATGTGAGGTTAGGTTCC 59,8 3165
AGGCTGAGGCAGAAGACTTG 64,1 4249
Exon 8
CCAAGGGAGTCAGGGCTA 64,1 4822
CTGGACACGGGTGTTGACGG 72,1 5181
Exon 9
GGCACTCAGAGGGAGACAGG 67,5 5465
ATGTCAGATGGCTCGGGGTAG 68,3 6652
Exon 10y exon 11
TCAGGGCTGTGCTTGTGTG 67,6 7649
GCCAAACAGAGCCTTCACAAC 67,7 7438
Region UTR
GTGATGGGGGCTGGTGAG 67,5 8429
TCGATTCTGCAGGCTTAGCA 66,3 -5227

GGAAATGGAGGTATGGAGAGGT

SNP rs6609859

El programa de amplificacion utilizado se detalla a continuacion:

95°C, 5 min. (x 1 ciclo)

94°C, 30 seg.

T°C*, 1 min.

72°C, 1 min.

(x 35 ciclos)

72°C, 5 min. (x 1 ciclo)

8°C, GO
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* La temperatura (T°C) fijada en cada reaccién de PCR esta determinada por la temperatura de
anillamiento de los oligonucledtidos empleados en la misma, por lo que fue diferente para los

distintos fragmentos amplificados.

Tabla 6. Temperatura de anillamiento fijada para cada fragmento amplificado.

NOMBRE | TEMPERATURA PCR (°C)

Exon 2-3 61
Exoén 4-5 60
Exén 6-7 60
Exén 8 63
Exén 9 65
Exén 10-11 67’5
UTR 67’5
RS 9859r 64

4.4.3. ELECTR OFOR ESiS HORIiZONTAL EN GEL DE AGAR OSA

Los amplicones obtenidos fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa de alta
resolucion a una concentracion de 1%, que es el porcentaje adecuado al tamafio de nuestros
fragmentos, en solucion TAE al 0,5%. Los productos de PCR fueron visualizados con Redsafe

(iNtRON Biotechnology Inc., Corea) y con Gelred (Biotium, EEUU). Como marcador de
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tamafio se utiliz6 DNA Molecular Weight Marker VIII (Roche, Alemania), que permite

determinar el peso de fragmentos de ADN de entre 19 y 1114 pares de bases (figura 14).

pb Marcador

1114
200

692

501

Figura 14. Ejemplo de gel de agarosa en el que se visualiza en el primer carril el marcador de peso
molecular, seguido de cuatro amplicones (M1 y M2: fragmentos de 608 pb correspondientes a la region
de los exones 6 y 7; M3 y M4: fragmentos de 992 pb correspondientes a la region UTR). En el altimo
carril se coloco el control negativo correspondiente a una amplificacion en la que no se incluyé ADN
molde (C-).

4.4.4. PVRiFiCACiON DE LOS FRAGMENTOS DE ADN AMPLiFiCADOS

Los productos de PCR se purificaron utilizando el enzima ExoSAP-IT (Affymetrix, Barcelona,
Espana) o Illustra ExoSTAR 1-step o 2-steps (VWR International Eurolab, Barcelona, Espafia)
para evitar que los restos de la reaccion de amplificacion pudieran interferir en el posterior

analisis de secuenciacion.

El procedimiento se basa en la degradacion enzimatica del exceso de oligonucledtidos y de

nucleétidos que no se han incorporado a los amplicones durante la PCR. Para ello, es necesario
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afiadir 1 pl del preparado comercial que contiene dos enzimas, una fosfatasa alcalina y una
exonucleasa, a 5 pl de la muestra de PCR e incubarlo a 37°C durante 15 minutos, para facilitar
la accion enzimatica, y posteriormente a 80°C durante otros 15 minutos, para inactivar las

enzimas (figura 15).

PCR Post-Amplificacion

T ; T '\f
Exceso de ¢ T "\fr T T o i il Exceso de

oligonucleodtidos T nucleotidos
W T
T T

o p 372, 15 min para tratamientos
Anadir ExpoSAP-IT® 80°, 15 min para inactivar

|

Producto de PCR

VA A Vil Vi Al Y g ViV

Figura 15. Representacion esquematica de la purificacion de los fragmentos de ADN con ExoSap
(extraida de la pagina on-line del producto: http://www.affymetrix.com/estore. Version modificada).

4.4.5. SECVENCIACiON AVIOMATICA DEL ADN

Finalmente se procedié al estudio de los alelos mediante secuenciacién automatica en un
secuenciador 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, C.A, USA). Las reacciones de
secuenciacion se prepararon con 4 pL del producto de la PCR purificada que contenia la
secuencia de interés y con 3 pL del cebador a una concentracion de 1uM, todo ello en un

volumen final de 7 pL.
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4.4.6. CONTROL DE CALiDAD DEL LABORATOR iO

Todos los procedimientos de laboratorio se realizaron siguiendo las recomendaciones de

calidad de la European Molecular Genetics Quality Network.

Las normas de control de calidad llevadas a cabo durante la realizaciéon de este trabajo
comenzaron con la adecuada recepcion de las muestras y su almacenamiento. La extraccion del
ADN se realiz6é siempre minimizando el riesgo de contaminacion de las muestras. Se habilitd
un area aislada para realizar las PCR en cabina de flujo laminar y las pipetas utilizadas para

dicho proceso contenian filtros para evitar posibles contaminaciones.

En el estudio se utilizaron controles negativos y marcadores de peso molecular apropiados. Las
muestras procedentes de sujetos control y de pacientes se trataron conjuntamente
desconociendo el grupo al que correspondian durante su tratamiento en el laboratorio para

evitar posibles sesgos.

4.5. ANALiSiS DE LOS DATOS

4.54. ANALISiS DESCRiPTiVO

Se realiz6 el analisis descriptivo de todas las variables estudiadas para la caracterizacion de la
muestra seleccionada. Para este andlisis se emplearon porcentajes para las variables
cualitativas, y, para las variables cuantitativas, medidas de tendencia central (media) y de
dispersion (desviacion estandar). Se utilizd para ello el programa informatico SPSS version

18.0. (Chicago, Illinois, EE.UU.).
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4.5.2. ANALISiS BiVARIANTE

Inicialmente se analizo la normalidad de la distribucion de los datos mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Para comparar la distribucion de las variables cualitativas se emplearon
las pruebas de y* y OR (odds ratio, razén de posibilidades) con los correspondientes intervalos

de confianza, asi como las pruebas exactas de Fisher, Pearson y Monte Carlo.

El analisis de variables cualitativas frente a cuantitativas se realizé mediante el analisis de la
varianza (ANOVA). En todos los casos se analiz6 la homogeneidad de la varianza mediante la

prueba de Levene también empleando el programa SPSS.

4.5.3. ANALiSiS M VLTiVARIANTE DE CORRESPONDENCIAS

Se realiz6 un andlisis Multivariante, denominado Anélisis de Correspondencias Multiple o
HOMALS (“HOMogeneity analysis by means of Alternate Least Squares”), con la finalidad de
obtener informacion de las variables que puedan caracterizar los pacientes incluidos en nuestro
estudio y si fuera posible, establecer una tipologia de las variables en estas enfermedades en la

poblacion general.

El analisis de correspondencias maultiple (ACM) es una metodologia eminentemente
descriptiva que cuantifica los datos nominales o categoricos, mediante la asignacion de valores
numéricos a las categorias de cada variable. Dicha metodologia se puede utilizar para
representar graficamente la relacion entre las variables, de manera que si las variables

clasifican objetos de las mismas categorias en los mismos subgrupos se consideran
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homogéneas. En ese caso los individuos de la misma categoria (“objetos de la misma
categoria” en la terminologia de GIFI, 1990) aparezcan proximos entre si y los individuos de
categorias diferentes estén alejados los unos de los otros. Ello permite establecer una tipologia
de los individuos u objetos, puesto que las categorias dividen los individuos u objetos en

subgrupos homogéneos (de ahi el nombre de Analisis de Homogeneidad u HOMALS) (88-95).

Para el ACM se utiliz6 la matriz de datos generada a partir de respuestas, observaciones y datos
experimentales obtenidos de los pacientes que constituian nuestra muestra. En dicha matriz, las
filas se correspondia con los individuos y las columnas se correspondia con las variables

consideradas.

Dicho andlisis se llevo a cabo mediante el mdédulo programado por el grupo de investigacion

DTSS (Data Theory Scaling System group) perteneciente a la Universidad holandesa de Leiden

y que se encuentra implementado en el programa SPSS.

4.5.4. CONTROL DE CALiDAD DEL ANALiSiS ESTAD{STiCO

El control de los estudios estadisticos se realiz6 analizando la potencia estadistica y el analisis

del error tipo I mediante los calculos de probabilidad de emitir resultados falsos positivos en el

estudio. Un valor de p menor de 0,05 se considerd estadisticamente significativo.
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4.6. ANALiSiS BiOiNFOR MATICO

4.6.1. ESTVDIiO DE LA SECVENCiA NVCLEOT{DiCA DE REFERENCIA DE FOXP3

Para llevar a cabo el estudio de FOXP3 y la busqueda de posibles diferencias entre los distintos
grupos de pacientes y controles es necesario determinar previamente las secuencias de
referencia del gen a analizar. La determinacion de dichas secuencias de referencia del gen
FOXP3, de su correspondiente transcrito y de la region codificante de la proteina FOXP3 se
llevé a cabo empleando distintos programas informaticos, entre los que se encuentra la

plataforma OMIM® (http://www.ncbi.nlm.nth.gov/omim).

*300292
FORKHEAD BOX P3; FOXP3

» Table of Contents - 300292

Alternative titles; symbols Extemal Links

SCURFIN
» Genome
™M2
- DNA
Ensembl
HGNC Approved Gene Symbol: FOXP3 NCEI RefSeq
UCsCCename Srowser
Cytogenetic location: Xp11.23 Genomic coordinates (GRCh37): X:49,106,896 - 49,121,287 (riom ucen ()
» Gene Info
Gene Phenotype Relationships » Clinical Resources
Location Phenotype Phenotype » Vanation
MIM number
Xpl123 Immunodysregulation, polyendocrinopathy, and enteropathy, X-linked 0 + Animal Models
[Diabetes mellitus, type I, susceptibility to} DR A
TEXT
Description

FOXF3, a member of the fork-winged helix family of transcription factors, plays an important role in the development and function of
naturally occurring CD4 (186940)-positive/CD25 (IL2RA; 147730)-positive T regulatory cells (Tregs). Tregs are involved in active
suppression of inappropriate immune responses (summary by Riccardelli et al., 2008).

Figura 16. Vision parcial de la pantalla que muestra los resultados de la busqueda del gen FOXP3 en la
pagina web del OMIM. Muestra la localizacion cromosomica, el fenotipo y parte de la descripcion del
gen. Se subraya en rojo el enlace para obtener la secuencia del gen.

El OMIM® (Online Mendelian Inheritance in Man®) es un portal que ofrece informacion
actualizada sobre mas de 12000 genes en humanos, su estructura molecular, las variantes

génicas descritas para ese gen, asi como los estudios de asociacion con distintas enfermedades.
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Esta plataforma ofrece igualmente informacion acerca de la localizacién cromosémica de cada
gen, su funcidn, el fenotipo que produce su alteracion y bibliografia relacionada con el tema

entre otras opciones (figuras 16 y 17).

FEATURES Location/Qualifiers oRTGTN
source 1..2397 1 goacacactc atcgasaaaa attiggatta GLagaagaga gaggtctgcy gottccacac
/organism="Homo sapiens" 61 cgtacagcgt OUTTETTCLT CTLCOUTATaa 2agcaaagtt JUCLLTgata COrgacagrt
/mol_type="mRNA" 121 tcecacaage caggetgate cttttotgtc agtccactte accaao il it el
/db_xref="taxon:3606" EEEl- gaccogat goccaaccce aggcetggea agcectogge CoCLLCCELy gooottgges
/map="Xpll. 23" 301
gene 1..2397 EGMccccttoctt gaaccocatg coaccatcge agotocadgiinant e
/gene="FCXP3" 421 tggtggcacc CLCoggggca CUYCtggUce COLtgoocca cttacaggca ctootocagy
/gene_synonym="AIID; DIETER; IPEX; JM2; PIDX; XPID" 481 acaggecaca tttcatgoac Cagcototeaa cggrOgatge CCACgeScgy ACCCCTgrge

/note="forkhead box P3" 541 tgecaggtgea ccccctggag agoccagcoca tgatcagect cacaccacece accaccgeea
/db_xref="Genel! " 601 CTgQUOTCLT CTCCCTCaag goccggecty goCTCCCact TOgUatcaac grggccagec
661 Tggaatgggt grCcagggag CogEcactge TCLGEaccit cocaaatcec agtgeaccea
721 ggaaggacag caGCCLLtog gOLGLJGGCC agagotccta GGCACtgoty goaaatggtg
781 tetgeaagty goccggatght gagaaggtct togaagagoc agaggacttc ctcaagoact

/db_xref="MIM

exon 1..166 841 gocaggogga CCATCTTCTY gatgagaagy goagggcaca aTgTCTCCLC cagagagaga
""" /gene="FOKE3" 901 tggracagtc tetggagoag cageotggigoc Tggagaagga gaagotgagt gocatgeagg
/gene_synonym="AIID; DIETER; IPEX; JM2; PIDX; XPID" 961 cocacotggc tgggaaaaty goactgacca aggottcatc tgtggcatca tocgacaagg
/inference="alignment:Splign™ 1021 gctcctgotg catcgtagct gotggcagdcs aaggocctgt COtoCCagoc TOgtotggce
/number=1 1081 cccgggaggc cocctgacage ctgtttgoctg tccggaggca cotgtggggt agcocatggaa
5TS 159..1523 1121 =cagcacatt CCCBFAQTTC CTCCACaaCR TUYACTACcTT CaaghTCCac aacatgogac
/gene="FCXP3" 1201 cccctttecac ctacgecacq CTCAtccgct gUgccatcct ggaggotcea gagaagoage
/gene_synonym="RIID; DIETER; IPEX; JM2; PIDX; XPID" 1261 ggacactcaa tgagatctac Cactggttca Gacgcatgbt GUCCLLGLLC agasaccatc
/db_wTef="UniSTS:485823" 1321 ctgccaccty gaagaacgcc atecgocaca acctgagtct goacaagtoc TTTETgcesy
@ 167..398 1381 tggagagcga gaagggggct gtgtggaccg tggatgagot ggaghttccge aagasacgga
/gene="FOXP3" 1441 gecagaggec cagoaggTgr TOCaaccota CaccTggeoce CTgacctcaa gatcaaggaa
/gene synonym="AIID; DIETER; IPEX; JM2; PIDX: XPID" 1501 aggaggatog = aggtgotogy ggcagggatg
/infersnce="alignment:Splign” 1561 ataggcocty gatgtgecca ga Tt Tgtc trocctgcca
1621 gggccectgt tocccegetg goagecacce CCLCCCCCat Catatcciit gecccaagge
cos 1681 tgctcagagg gUcCOCUUEG GLgESCGOGag GGGCCAGGEC GYCCGCAgac acaccoccca
/gene="FCXP3" 1741 grcgagecct goagcocaaac agagcctTa Caaccageoca Cacagagoct goctcagetg
/gene_synonym="AIID; DIETER; IPEX: JM2; PIDX; XPID" 1801 ctcgeacaga ttacttcagg gotggaaaag teacacagac acacaaaatg toacaatcot

/note="isoform a is encoded by transcript variant 1; 1861 QgUCCCTCACT Caacacaaac T coctcagt T
immunodsficiency, polyendocrinopathy, enteropathy, 1921 ctcaaagetg catcatcaca caatcacaca Caageacagc CCLQacaace cacacaccoe
X-linked: immune dysregulaticn, polvendecrincpathy, 1981 aaggcacgca cocacageca goctCagggc CCacagggec actgtcaaca Caggugtotg
enteropathy, X-linked; scurfin; forkhead box protein P3: 2041 cccagaggoc tacacagaag cagoghcagh acccotcagga totgaggtoe caacacghge
FOXP3deltaln 2101 tcgotcacac acacggocty TTAEAsTTCE CCTUTTAtc TCACCAtat goacacgcac
Jcodon start=1 2161 agccccccag TOQELCTCLT QAgLcccgig Cagacacaca Cagecacaca cactgecttg

/product="forkhead box protein B3 isoform an 2221 ccaaasatac CGGGLQLGLG GGGLUCCAct Gacctcactc Goattcocty agocctgatc
: ccecoc o 2281 carncorcan crramactoc Acagmaacta croavrrare rogparccas goc

Figura 17. A la izquierda, vision parcial de la pantalla que muestra los enlaces para obtener la
secuencia de cada exon, de la region codificante (CDS), etc. del gen FOXP3. En el panel de la derecha
se muestra la secuencia nucleotidica (obtenida del enlace sefialado en rojo) y se marca (en marrén) el
primer exo6n codificante.

Como ya se indico en el correspondiente apartado de la introduccion, la secuencia génica de
referencia del gen FOXP3 comprende 14 exones, los tres primeros de los cuales (exon -1, -2a'y
-2b) se transcriben pero no se traducen, por lo que la region codificante (CDS) de la proteina
FOXP3 corresponde a los exones del 1 al 11 englobando una secuencia de 1296 nucleo6tidos
que codifica una proteina de 431 aminoacidos. Paralelamente, se describen en las bases de
datos dos posibles variantes con un procesamiento alternativo de la misma secuencia genomica.
La variante 1 es similar a la secuencia descrita con la diferencia de que no se procesa el intrén
4. Por la tando, la region codificante es mas larga pero cuenta con un exén menos (10 exones),

englobando una secuencia de 1365 nucleo6tidos que codifica una proteina de 454 aminoacidos.
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Finalmente, la variante 2 es similar a la variante 1 a excepcion del exon 2 que esta ausente en la
variante 2, con lo que la region codificante comprende 1191 nucledtidos y la proteina resultante

tiene 396 aminoacidos.

4.6.2. DiSENO DE OLiGONVCLEOTiDOS

Los oligonucleétidos utilizados en las reacciones de PCR se disefiaron utilizando el programa
comercial VectorNTI 10.3.0© 2006 Invitrogén Corporation (Carlsbad, California, EE.UU.).
Este es un programa que permite la creacion de una base de datos de secuencias y el analisis de
las mismas. Permite la representacion grafica de la secuencia, el alineamiento de secuencias,
disenio de oligonucledtidos, simulacion de geles y seleccion de vectores de clonacion, entre

otras opciones.

[ Vector NTI - [FOXP3 5-3' + exones definitivo con SNPs]

[#] File Edit View [Analyses| Cloning Gel List Align Assemble Tools Window Help [-][&]x]
¢ | B | < MR IECTEUTES 5 3 v |0 PR 66N 8
Oligo Analyses »| Amplify Selection
Active Pane: @ Motifs... Amplify Features... = ‘;?\‘%’ ‘#lf 0
v ORE... PCR using Existing Oligos... =
4] Mutagenesis | LongPCR.
Translation | Multiplex PCR List
1F Restriction Analyses | Alignment PCR List Ex11bR
) Back Translation Sequencing Primers...
Yook Probes.. ?

GenomBench Tools P
A P‘ P
\
L au,u VI

|

1

7101 TTACTGTGGC ACTGGGCGEG AGGGGGECTE GCIGGGGCAC AGGRAGTGET TICTGGETCC CAGGCAAGTC TGIGACTTAT GCAGATGTTG CAGGGCCRAG -
AATGACACCG TGACCCGCCC T C CGACCCCGTG TCCTTCACCR AAGACCCAGG GICCGTTCAG ACACTGAATA CGTCTACAAC GICCCGETTC

7201 ARRATCCCCA CCTGCCAGEC CTCAGAGATT GGAGGCTCIC CCCGACCTCC CAATCCCTGT CTCAGGAGAG GAGGAGGCCG TATTGTAGTC CCATGAGCAT
TITTAGGGGET GGACGGICCG GAGTCTCTAA CCICCGAGAG GGGCTGGAGG GITAGGGACAE GAGTCCICTC CTCCTCCGGC ATARCATCAG GGTACTCGTA

7301 AGCTATGIGT CCCCATCCCC ATGTGACRAG AGRAGAGGAC TGGGGCCAAG TAGGTGAGGT GACAGGGCTG AGGCCAGCTC TGCRACTTAT TAGCIGITIG
TCGATACACA GGGGTAGGGE TACACTGITC TCTTCTCCTG ACCCCGETTC ATCCACTCCA CTGTCCCGAC TCCGGTCGAG ACGTTGAATA ATCGACARAC

7401 ATCTTTAARA AGTTACTCGA TCTCCATGAG CCICAGTTTC CATACGTGTA ARAGGGGGAT ErervicwNbiaitee Sl ccmeicw et e
TAGAAATTIT TCAATGAGCT AGAGGTACTC GGAGICAAAG GTATGCACAT TTTCCCCCTA [SwXSwSyslcsgfeSicyfe feloaci¥.lolcs Yol Aelcyyoy oy

REDEN TTGAATTAGA CACAGAACAG TGAGGATCAG GATGGCCTCT CACCCACCTG CCTTICTGCC CAGCTGCCCA CACTGCCCCT AGTCATGGIG GCACCCTCCG
AACTTAATCT GTGICTIGTC ACTCCTAGTC CTACCGGAGA GTGGGTGGAC GGAAAGACGG GTCGACGGGT GIGACGGGGA TCAGTACCAC CGTGGGAGGC

E|
7601 GGGCACGGCT GGGCCCCTTG CCCCACTTAC AGGCACTCCT CCAGGACAGG CCACATTITCA TGCACCAGGT ATGGACGGIG RATGGGCAGG GRGGAGGGAG
CCCGTGCCGA CCCGGGGAAC GGGGIGAATG TCCGTGAGGA GGICCIGTCC GGTGTAAAGT ACGIGGTCCA TACCTGCCAC TTACCCGTCC CTCCICCCTC
ReDMN CLGGTGGGAG AACTGTGGGE AGGGGCCCCG AGTCAGGCTG AACCACAGCC CACATGTIGCC CCCCAGCTCT CAACGGTGGA jaeeieler\elcooleicier {elololos yci
GTCCACCCTC TTGRCACCCC TCCCCGGGGC TCAGTCCGAC TTGGTGICGG GIGTACACGG GGGGTCGAGR GTTGCCACCT [leeelefeocciicelon fe/e el
7801 TGCTGCAGGT GCACCCCCIG GAGAGCCCAG CCATGATCAG CCTCACACCA CCCACCACCG CCACTGGGGI CITCICCCIC AAGGCCCGGEC CIGGCCICCC
ACGACGTCCA CGIGGGGGAC CTCTCGGGTC GGTACTAGTC GGAGTGIGGT GGGIGGIGGC GGTGACCCCA TT! GACCGGAGGG
7901 ACCTGGTAAC ACCTCAGCCC GTACCCCATG GCTITCACAGA ACCCCCAAGT CCCCAGATCC TTGGCTGIGA GCAGTGTAGG CTATTCIGAR TTGCAGTACT
TGGACCATTIG TGGAGICGGG CATGGGGTAC CGAAGTIGICT IGGGGGITCA GGGGTCTAGG AACCGACACT CGTICACATCC GATAAGACTT AACGICATIGA

8001 CTGGGGGICA AAGGTGICAG GICTICAGAGG CTTGGAAACT CCACCCTCCA ARAAACGTCA GGTGCAGAAC CITAAAGATG CAGAATGTCA ARATCACAAA -

Find PCR primers 7461 bp - 7780 bp (320 bp) Melbp(s) ||

Figura 18. Pantalla general del VectorNTI. En ésta se visualiza la representacion del gen (arriba), asi
como la secuencia del mismo (abajo). Permite el disefio de oligonucleodtidos para la region del ADN
seleccionada.
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La opcion “Find PCR primers”, localizada dentro de “Primer design”, que a su vez esta en la
opcion “Analyses” de la barra de herramientas, redirecciona a otra ventana en la que se pueden
establecer las propiedades fisico-quimicas que deberian tener los oligonucledtidos (figura 18 y
19). Las caracteristicas principales que tuvimos en cuenta en el disefio de los oligonucledtidos
empleados en este trabajo fueron:
- Tamafio: el oligonucledtido debia ser entre 18 y 22 pares de bases, que es la longitud
Optima para unirse al ADN.
- Temperatura de anillamiento (Tm): ambos oligonucleétidos forward (F) y reverse (R)
tenian que tener una temperatura similar a la hora de unirse al ADN, siendo ésa la que se
fijaria en el programa de PCR.
- Porcentaje de guaninas (G) y citosinas (C): en torno a 50%.
- Tipo de base en extremo 3’: lo dptimo es que fuera una citosina o una guanina, pues el
enlace que establece con el ADN es mas fuerte, al ser un triple enlace, y asi la unién a

éste es mas estable.

& Vector NTI - [FOXP3 5'-3' + exones definitivo con SNPs]
[# File Edit View Analyses Cloning Gel List Align Assemble Tools Window Help BER|

[ sEAEa@vwr RS FYREIXBIB|Y 4L PRGN

acerene [H[EE B -E-8 @ 8|0 4| QRQARQX R &£ 0
T T 7 ]

7 -
1F 2F !
1F'i| irs F Ex-2F | Ex11bR
bbb UL L 1
Find Primers in Selected Region of FOXP3 5'-3' + exones definitivo con SNPs (SRS
Primer | Ampiicon | Structure | Pairs | Smiarty | 3 end | Uniqueness | Gualties | Fiters |
? Region of Analysis Product Length y
’7me bp  To: |7780 bp ’VMm 240 bp Max: (320 bp
J Maximum Number of Output Options |10 |E
Salt Conc Probe Cor dG Temperaturs -
500 robe Conc. e
7101 TTACTGTGGC ACTGGGCG {mMol) oM 1200 o 10 ACTTAT GCAGATGTTG CRGGGCCAAG -
AATGACACCG TGACCCG) GARTA CGTCTACAAC GICCCGGITC
7201 RARRTCCCCA CCTGCCAG @ "'fl_: Le:?"'  DNA  RNA AGGCCG TATTGTAGTC CCATGAGCAT
TTTTAGGGET GGACGGETQ >= 450 = 450 L4 CCGGC ATAACATCAG GGTACTCETA
7301 AGCTATGIGT CCCCATCG <= 600 <« [Ba <z SLGCTC TGCAACTTAT TAGCIGTTIG
TCGATACACA GGGGTAGGH LE0ED | STCGAG ACGTTGRATA ATCGACARAC
7401 ATCTITAARA AGTTACTC] | CAIGT GGGCTIGCAG TGCAGAGTAT
TAGAAATTTT TCRATGAG Load | Save | Aceptar Cancelar | Aplicar | :GTACA CCCGAACGTC ACGTCTCATA

TTGRATTAGE CACAGRAC ! ' -CCCCT AGTCATGGTG GCACCCTCCG

AACTTAATCT GIGICTIGIC ACICCIAGIC CIACCGGAGH ( oI GIGACGGGGA TCAGTACCAC CGTGGGAGGC

bL(EM GGECACGGCT GGGCCCCTTG CCCCACTTAC AGGCACTCCT CCAGGACAGG CCACATTTCZ TGCACCAGGT ATGGACGGTG AATGGGCAGG GAGGAGGGAG
CCCGTGCCGA CCCGGGGRAC GGGGTGAATG TCCGTGAGGA GGTCCTGTCC GGTGTARAGT ACGTGGTCCA TACCTGCCAC TTACCCGTCC CTCCTCCCTC
kel P CLCETGGGEAGE AACTGTGGEGE AGGGGCCCCE AGTCAGGCTE AACCACAGCC CACATGIGCC CCCCAGCTCT CAACGGTGGR piesue.lsecoogiolr ) o ooio el
GICCACCCTIC TTGACACCCC TCCCCGGGGC TCAGTCCGAC TTGGTGTCGG GTGTACACGG GGGGTCGAGE GTTGCCACCT Nuedafcueelleumyetele:.ls

7801 TGCTGCAGGT GCACCCCCTG GAGAGCCCAG CCATGATCAG CCTCACACCE CCCACCACCG CCACTGGGGT CTTCTCCCTC AAGGCCCGGC CTBGCCTCCC

ACGACGTCCA CGTGGGGGAC CICTCGGGIC GGTACTAGIC GGAGTGIGET GGGTGEIGGC GGTGACCCCA GAAGAGGGAG TTCCGGGCCE GACCGGAGGSE

7801 ACCTGGTAAC ACCTICAGCCC GTACCCCATG GCTTCACAGA ACCCCCAAGT CCCCAGATCC TIGGCTGIGA GCAGTGTAGG CTATTCIGAA TIGCAGTACT
TGGACCATTG TGGAGTCGGE CATGGGGTAC CGAAGTGICT TGGGGGTTCA GGGGTCTAGG RACCGACACT CGTCACATCC GATAAGACTT ARCGTCATGAE

8001 CTGGGGGTCA AAGGTGTCAG GTCTCAGAGG CTTGGAARACT CCACCCTCCA ARAAACGTCA GGTGCAGAAC CTTAAAGATG CAGAATGTCA AARATCACAAR -
Ready 7461 bp - 7780 bp (320 bp) | 7861 bp (59 =]

7501

i}

Figura 19. Vision de la ventana que permite la seleccion de las caracteristicas de los oligonucléotidos.

65



DiSENO EXPER iMENTAL ¥ METODOLOGTA

Una vez que el programa determina los posibles oligonucledtidos para amplificar una region de
ADN, es necesario conocer sus propiedades fisico-quimicas, y para esto se emple6 el programa

bioinformatico Beacon Designer (www.premierbiosoft.com/qpcr/index.html) (figura 20). Esta

herramienta on-line permite conocer las caracteristicas de los oligonucledtidos disefiados
gracias a complejos algoritmos, para asi elegir los méas adecuados para nuestro ensayo. Ademas
permite conocer la formacion de estructuras secundarias como dimeros y horquillas (hairpins),
y la homologia con otras regiones del ADN que restaran especificidad y eficiencia a la
amplificacion de la region deseada. Los dimeros se forman por unién de un oligonucledtido
con otro, ya sea del mismo tipo o el del sentido contrario; mientras que las horquillas se
generan al formarse un bucle en su secuencia para unirse consigo mismo. Para un correcto
rendimiento de la reaccioén en cadena de la polimerasa es recomendable evitar la formacion de
ambas estructuras, ya que restan especificidad a la union de los oligonucledtidos con el ADN

molde.

premierbiosoft.com/q Oligo/Analysis.jsp ¢ | B~ Google Pl A& B~

eacon f\.:e'e 3 PREMIER Biosoft
DESIgllB Edﬂ.\p International
Name: January 16, 2013
Description: Assay Type:SYBR®Green | _
Reaction Conditions:
Hucleic Acid Concentration Monovalent Concentration
(nM) 0.25 (mM) 50
Free Mg++ Concentration Total Na+ Concentration
3 (mm) 269.09
Sense Primer: ATCTCCATGAGCCTCAGTTTC
Length Tm GC% GC Clamp Cross Dimer Self Dimer Hairpin
o o @6) (8G) (46)
21 54 65 47 62 1 -43 24 -10
Anti-sense Primer: CG GGAGGGTGGA
Length Tm GC% GC Clamp Cross Dimer Self Dimer Hairpin
o o @6) (8G) (46)
18 5143 50 1 -43 oo oo

Secondary Structures for Sense Primer

Dimer: -

5' ATCTCCATGAGCCTCAGTTIC 3
(NN
3" CTTTGACTCCGAGTACCTICIA 5'
-2.4

Figura 20. Vision parcial de la pantalla del Beacon Designer que ofrece las caracteristicas fisico-
quimicas de los oligonucleotidos analizados. En la parte inferior de la imagen se representa
graficamente uno de los dimeros que se formarian con estos oligonucleo6tidos.
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Cuando fue necesario confirmar la eficiencia de los oligonucledtidos disefiados se empled
conjuntamente el programa Netprimer (www.premierbiosoft.com/netprimer/index.html) que
igualmente ofrece un andlisis de las caracteristicas fisico-quimicas de cada oligonucledtido, asi

como las posibles estructuras secundarias que pueden interferir en la eficiencia de la PCR

(figura 21).

@ NetPrimer o
Oligo
Name: FOXP3F
Description: | <Enter Description>
Sequence: 5' CGTTAGTGGACCTGATCGGGGET 3' Length: |23 bp
Oligo type
@ Sense () Anti-sense
Prefi R It Results
Nucleic Acid Conc: | 250,0 pM Rating: 33,0 WGAzgg 32,4

5 4G:
Mono lon Conc: 50,0 mM Molecular Wi: 7151,71 N -42,71 kcalimol
-~ ¥ end Stability: -10,55 kealimol
Free [Mg2+] Conc: 1,5 mM m s 68,1 °C .
oC % &H: -183,5 kcalimol

Total [Na+] Conc: 204,92 mh - 60,87 AS: 0,47 Keal*Kimol
Temperature: 25,0 *C nmolifze, : 4,53 5 end AG: -7,86 kcalimol

I’ Restore Default ” ‘__. Analyze ” @ Print ” @ Help

I R Hairpin | ‘_,u_’ Dimer | ‘_n.’ | Palindrome | Repeat&Run|

I AG = -1,31 kcal/mol {3" Hairpin) Total Found = 1 nll

I [TAGTCCAGGTGATTGE 5° o

1
I LeeeeseT 30

lf' (1} b
]

Figura 21. Vision parcial de la pantalla del Netprimer que ofrece las caracteristicas fisico-quimicas de
los oligonucledtidos analizados. En la parte inferior de la imagen se representa graficamente uno de los
dimeros que se formarian con estos oligonucleotidos.

4.6.3. ANALiSiS DE IAS SECVENCiAS

Las secuencias obtenidas mediante secuenciacion automatica de los productos de PCR
purificados se analizaron con el programa Chromas 2.3 (Technelysium. Pty. Ltd. 1998-2004,

South Brisbane, Australia). Esta aplicacion permite visualizar la secuencia del fragmento de
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ADN amplificado y el cromatograma correspondiente (figura 22). Ademas permite realizar
distintos analisis de la secuencia en cuestion, como buscar marcos de lectura abierta,
secuencias de enzimas de restriccion, obtener la secuencia reversa y complementaria u obtener

la secuencia de aminodacidos de la proteina codifica por dicha secuencia.

N
L Ve AR AT L,.M-ali.. L.ci‘.gl_ | ‘«J.Ll Y .-.l el :;Q.nAhb!kL

‘u. ‘.\ Basn

Figura 22. Ejemplo de analisis de Secuenciaciéon con el programa Chromas 2.3, en el que se observa un
cromatograma con un polimorfismo en heterocigosis en la posicion 533 (sefialado con una flecha roja).

i Ai&i&;lgg NN e )

L7,

Una vez analizadas las secuencias, se introdujeron en el programa VectorNTI 10.3.00 2006
Invitrogén Corporation (Carlsbad, California, EE.UU.), para poder compararlas, o alinearlas,
con la secuencia genomica de referencia depositada en la base de datos del OMIM para el gen

FOXP3, y asi poder determinar la existencia de posibles variantes génicas (figura 23).
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Project Edit View Align Analyses Assemble Tools Window Help
== ] (3, & oS [P
Active Pane: ™

8433[0 8440
EX5-6R 3 rc| 266|CC A
EX5-6F 14| 230
EX5-6F 15 230
EX5-6F 16 [ 230
EX5-6F29 | 22|
Ex5-6R 46 rc|  208|
258|
Ex5-6F 66 | 227
EX5-6R 114 rc| 155
EX5-6F 131 | 195

Ex5-6R 156 rc 234(C

AGCACCCTIT!
AGYACCCTTIT

Ex5-6F 194" 207|

Ex5-6F 199 261

Ex53-6R 227 rc 297

Ex5-6R 254 rc 298

Ex5-6R 257 rc 285

Ex53-6R 268 rc 200

Ex5-6R 275 rc 301

Exdn 5-6 114

[OXP3 5'-3" + exones definitivo [ 8433

Consensus 8433| CCTCGCCCTCCTATCCCCTCCCCTGACACCCTCTGICCCCCCAGYRACCCTTTCGGCTGTGCCCCAGAGCTCCTACCCACTGCTGGCARATGGTGTCT
L] |

Figura 23. Vision de un alineamiento de varias secuencias de pacientes con la secuencia gendmica
(Gltima secuencia). Se observa un polimorfismo en posiciéon 8478 en homocigosis (T) o heterocigosis
(Y) en algunos pacientes (C en secuencia de referencia).

4.6.4. BVSQVEDA DE LOS POLiMOR FiSMOS

Para conocer si los polimorfismos que habiamos encontrado ya habian sido descritos con
anterioridad, se hizo wuna buisqueda en la plataforma online del NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp).

El NCBI o National Center for Biotechnology Information es un portal que ofrece una
amplisima informacion biomédica y sobre genética molecular, tanto aspectos gendmicos, como
protedmicos, como transcriptdmicos, entre otros. Asimismo, dispone de una base de datos de
polimorfismos (“single nucleotide polymorphisms” o SNP) y de multiples variaciones que

incluyen inserciones/delecciones, microsatelites y variantes no polimoérficas.
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Al buscar informacién sobre los SNP descritos en el gen FOXP3, nos muestra una pagina en la
que se nombran todos ellos (figura 24), y desde la cual se puede acceder a informacion
concreta de cada polimorfismo, como la localizacién cromosdmica, la frecuencia alélica, la

relevancia clinica, entre otras.

S NCBl  Resources B How To [+

Sign in to NCEI

dbSNP SHP ~ | foxpd m
‘Save search  Limits  Advanced Help
Display Settings: (5] Graphe Summary, 20 per page, Sored by Defaull odes Send to: 5] Fliter your results:
2 All (226]
s Limits Actlvated: homa sapiens  changs | semeve @8
Human (active) (201)
Results: 1 to 20 of 226 Page 1 of12 Hexi>  Lawi>> Clinicalll 0B Submissions (8
ined in Pubi 1
F3201928852 [Homo sapians] Cited in PubMed (11)
1 Manage Filters
ARCCCACATUCCET TOCTCOCTART [ A/ 6] TECCTATEAGCUCASALTCABSCCT
» Find related data -
Database: Select -
MG Mamas: [ 1 [
L4
Or 201920052
r3201723322 Homo sapiens] Search details -
2
CCACGETCCACACAGOCCECTICTC [A/ 6] CTCTCCACECGEACARAGCACTIGT fompd[All Fields] AND "Homs
aapienan [Organiam]
N M
23 10,9 49107091604 | | MG_007297 1.6 1029065 | [ WO_021218, 9.0 70965004 | [ Ma_oonssearr 1e tesscaT | [ ” |
s | | Mot 2 Saetiiie | | NI_O79S73 .41 115080800 | [ AL GORBHEIE 19 141 TIGRA
Search S08 M
13201474125 [Homo sapiens]
B . Recent activity =
TGTGTET &l Turn Off  Clear
P epiien | o ire e Lo Aaca M Q, foxpd AND fhomo sapens|Crganism]) (926)

Figura 24. Vision parcial del resultado de la busqueda en el NCBI de los polimorfismos del gen
FOXP3 en humanos.

4.6.5. ANALISiS DE [AS FRECVENCIAS ALELiCAS

Se procedi6 a la determinacion de las frecuencias alélicas de los polimorfismos encontrados y a
su comparacion con las descritas para esos polimorfismos en otras poblaciones empleando las

bases disponibles (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) y la plataforma estadistica on-line SHEsis

(http://analysis.bio-x.cn/myAnalysis.php) (96, 97).
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El programa SHEsis es una plataforma que permite el andlisis de frecuencias alélicas y
genotipicas de forma individual en controles y en pacientes. Ademads, puede determinar la
frecuencia de los haplotipos, gracias a un complejo algoritmo que reconstruye los haplotipos

posibles de una muestra dada (figura 25).

€& @ analysis2.bio-x.cn/myAnalysis.php & | | BY- Googie Al A& B0~
Choose the analysi 2 )
oose nZeE::lné ysis you vl Single site analysis Pair-loci D'/r2 value Haplotype
| analysis
Number of sites : 13

e.g. "1 10 1" to choose 1st, 2nd & 4th sites for hap-analysis when
1111111 there is 4 sites in total. Error input will be recognized as default -- "1 1
11..." (all chosen).

Selected sites for
haplotype analysis:

Calculate linkage

] Both d control + i i ilibrium in di .
disequilibrium in: oth case and control ~ |You can compare linkage disequilibrium in different groups.

Lowest frequency Default value is 0.03, any number in [0, 1) could be accepted.
threshold (LFT) for 0.01 Haplotype with frequency less than this number will not be considered
haplotype analysis: in analysis.

Marker names (please
use space to split
variation names) :

Input data of control Caution: The \ Input data of case
L. L4 GG CC GG {gp;asthgugpb”g__ L. L4 GG CC GG
2 AA GG CC GG 2. AA GG CC GG
3. A GG CC GG DiIGA1ilab .. 3. A6 6L CC GG
4 AA GG CC GG 4, A4 GG CC GG
5. AA GG CC GG ID2AG12bb ... 5. AA GG CC GG
5. A4 GG  CC GG 5. 44 80 CC GG
7. A GG CC GG ID3GGllcc.. T KA 60 CC GG
8. LA GG CC GG £ KA GG CC GG
9. KA 06 CC GG | s A4 00 CC GG
10, LA GG CT GG 10. KA GG CC GG
1. AA GG CC GG Here, the first 1. AA GG CC GG
1z A GG CC GG column refers to 12, AL GG CC GG
13. AA GG CC GG the sample 1D; 13. A GG CC GG
14, AA GG CC GG ) 14, AA GG CC GG
15, LA GG CC GG the second & third 15. LA G6G  CT GG o

Figura 25. Pagina principal del programa SHEsis. Permite seleccionar el analisis deseado, asi como el
nimero y combinacion de polimorfismos a analizar. En la parte inferior se observan las casillas en la
que se introducen los resultados de la secuenciacion de los grupos de controles y pacientes (case).

Se realizd también una estimacion del Equilibrio de Hardy-Weinberg para todos los
polimorfismos, tanto en el grupo de pacientes como en el de controles. La situacion de
equilibrio se analizé mediante la prueba de y*. Esta estimacion proporciona a su vez un control

del estudio.

Para el estudio de Haplotipos se empleo6 los algoritmos Clark’s, EM y Pseudo Gibbs, en los
calculos probabilisticos de combinaciones Haplotipicas. Se analizaron las frecuencias de las

.. . y e I . 7 gt 2
distintas variantes génicas en los grupos fenotipicos y se aplicaron las pruebas estadisticas i,
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prueba exacta de Fisher, prueba de Monte Carlo con 10* simulaciones y OR con intervalo de

confianza al 95%.

4.6.6. PREDiCCiON PR OTEiCA

Se realiz6 una prediccion proteica mediante la plataforma ExPASy.

Este es un portal bioinformatico que proporciona acceso a diferentes bases de datos cientificas
y herramientas en distintas areas de las Ciencias de la Salud como la Protedmica, Genomica,

Filogenética, Biologia, Genética poblacional, Transcriptomica, etc.

ﬁ!ﬁ.‘EXPASV Translate fiome | Goatact

Translate Tool - Results of translation

Open reading frames are highlighted in fed! Please select one of the following frames - in the next page, you will be able to select your initiator
and retrieve your amino acid sequence

mn

5'3' Frame 1
MetPNPRPGKPSAPSLALGPSPGASPSWRAAPKASDLLGARGPGGTFQGRDLRGGAHASSSSLNP
MetPPSQLQLPTLPLVMetVAPSGARLGPLPHLQALLQDRPHFMetHQLSTVDAHARTPVLQVHPLESP
AMetISLTPPTTATGVFSLKARPGLPPGINVASLEWVSREPALLCTFPNPSAPRKDSTLSAVPQSSYP
LLANGVCKWPGCEKVFEEPEDFLKHCQADHLLDEKGRAQCLLQREMetVQSLEQQLVLEKEKLSA
MetQOAHLAGKMetALTKASSVASSDKGSCCIVAAGSQGPVVPAWSGPREAPDSLFAVRRHLWGSHG
NSTFPEFLHNMetDYFKFHNMetRPPFTYATLIRWAILEAPEKQRTLNEIYHWFTRMetFAFFRNHPATW
KNAIRHNLSLHKCFVRVESEKGAVWTVDELEFRKKRSQRPSRCSNPTPGP Stop L4

53' Frame 2
CPTPGLASPRPLPWPLAHPQEPRPAGGLHPKPQTCWGPGAQGEPSRAEIFEAGP MetPPLLR Stop T
PCHHRSCSCPHCP StopSWWHPPGHGWAPCPTYRHSSRTGHISCTSSQRWMetPTPGRECCRCECTEW
RAQPStopSASHHPPPPLGSSPSRPGLASHLGSTWPAWNGCPGSRHCSAPSQIPVHPGRTAPFRLC
PRAPTHCWQMetVSASCGPDVRRSSKSQRTSSSTARRTIFWMetRRAGHNVSSRERWYSLWSSSWCW
RRRS StopVPCRPTWLGKWH StopPRLHLWHHPTRAPAAS StopLLAAKALSSQPGLAPGRPLTACLLS
GGTCGVAMetETAHSQSSSTTWTTSSSTTCDPLSPTPRSSAGPSWRLQRSSGHSMetRSTTGSHACL
PSSETIERPCRTPSATTStopVCTSALCGWRARRGLC G PWMeSWSSARNCARCRPACVETENEAR

5'3' Frame 3
AQPQAWQALGPFLGPWPIPRSLAQLEGCTQSLRPAGGPGPRGNLPGPRSSRRGPCLLFFLEPHATI
AAAAAHTAPSHGGTLRGTAGPLAPLTGTPPGQATFHAPALNGGCPRPDPCAAGAPPGEPSHDQPH
TTHHRHWGLLPQGPAWPPTWD QR G QPG MEEVACACTACHEPKSOCTAOECOHPFCCAPELCERPTAC
KWECLTQVARMetStopEGLRRARGLPQALPGGPSSGStopEGQGTMefSPPERDEGTVSEAAACACEGEA
ECHAGPPGWENGTDQGFICGIIRQGLLLHRSCWQPRPCRPSLVWPPGGP StopQPVCCPEAPVG
StopPWKQHIPRVPPQHGLLQVPQHATPFHLRHAHPLGHPGGSREAADTQStopDLPLVHTHVCLLQK
PSCHLEERHPPQPESAQVLCAGGEREGGCVDRGStopAGVPQETEPEAQQVFQPYTWPL

Figura 26. Vision parcial de la pantalla del ExXPASy que muestra los péptidos/proteinas que se
obtendrian (en rosa) segin los posibles marcos de lectura en sentido 5°-3’. La primera secuencia de
aminoacidos corresponderia a la proteina codificada por la secuencia de referencia de FOXP3.
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Entre todos los recursos que proporciona, existe la opcion de determinar, a partir de una
secuencia de ADN codificante, la secuencia de aminoacidos de una proteina. Asi, pudimos
conocer la secuencia de nuestra proteina silvestre y hacer una prediccion de la proteina que se
obtendria al modificar la secuencia base con cada uno de los polimorfismos en regioén exdénica
encontrados (figura 26 y 27). Ademas, ofrece informacién sobre los motivos funcionales a

partir de la secuencia de la proteina.

ﬁ!“ EXPASy PROSITE Home | Contact

pr Hnme'_‘ScanPrnsite.‘ ProRule Dncuments_ Downloads || Links || Funding
99 ScanProsite Results Viewer

This view shows ScanProsite results together with ProRule-based predicted intra-domain features (help)

show hits of frequently occuring signatures
Hits for all PROSITE (release 20.89) motifs on sequence USERSEQ1 :

found: 25 hits in 1 sequence

USERSEQ1 (431 aa)

1 100 200 300 400 500 600 F00 800 900 1000

ruler:

hits by profiles: [1 hit (by 1 profile) on 1 sequence]

Hits by PS50039 FORK_HEAD_3 Fork head domain profile

USERSEQ1 T T T T I@ (431 aa)

Figura 27. Vision parcial de la pantalla del ExXPASy que muestra la secuencia proteica, sefialando la
que forma el dominio Forkhead (arriba), y la representacion grafica de este motivo funcional (abajo).
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S>. RESVLTADOS

3.1. ESTVDiO DESCRiPTiVO

En el estudio se incluyeron 255 individuos, 95 eran controles y 160 pacientes. El grupo control
estaba constituido por 95 individuos de raza caucésica en el que se observaba un 43,2% de
varones y un 56,8% de mujeres, de edades comprendidas entre 25 y 86 afios, con una media de
edad de 53,7 afos y desviacion tipica de 16,9 anos. El grupo de pacientes estaba formado por
89 varones (55,6%) y 71 mujeres (44,4%). La distribucion por edades fue de 0,6% lactantes
(definido como menor de 2 afios), 22,5% preescolares (de 2 a 6 afios), 53,1% escolares (de 6 a
12 afios) y 23,8% adolescentes (de 12 a 18 afios). La edad media era de 8,6 afios, con una

desviacion tipica de 3,9 afios.

Este grupo se encontraba constituido por 76 nifios con atopia (47,5%), 72 con enfermedades
autoinmunes (45%) y 12 que presentaban ambas condiciones (7,5%), en el que se incluia un

paciente con IPEX-like (figura 28).

PACIENTES (n=160)

ENFERMEDADES
AUTOINMUNES
72

Figura 28. Distribucion de los pacientes en el estudio.
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S.4.1. PACiENTES CON ENFER MEDAD AVTOiNM VNE

Este subgrupo de pacientes estaba constituido por 72 nifios que presentaban enfermedad
autoinmune, con una edad media de 8,7 afios y una desviacion tipica de 4 afios, de los cuales un

34,7 % eran varones (figura 29 y tabla 7).

ﬂNFERMEDADES AUTOINMUNES \

Tiroides A Diabetes
g‘hm

\_ - Y,

Figura 29. Distribucion de los pacientes con enfermedad autoinmune.

Tabla 7. Caracteristicas demograficas de los pacientes con enfermedad autoinmune.

o : . v Edad media Edad media +/-
N® total de Varones/ ; N T P
asionies ooy TV +/- desviacion desviacion tipica al
PACIEME Stz tipica (afios) diagnoéstico (afios)
il 20 35/65 9,6+-3,7 72+-34
mellitus
FElon 12 83/91.7 12,2 +/-3 9.7+-28
tiroidea
Bnlon i 46 41,3/58,7 7,7 +-3,8 3,14-3
celiaca

Se recogieron ademas otros datos de interés como son los antecedentes familiares de
enfermedades autoinmunes y de enfermedades alérgicas. En cuanto a los antecedentes de
patologia autoinmune en los familiares de primer grado (padres, hermanos y/o hijos) cabe
destacar que el 31,9% de los pacientes tenia un familiar afectado. Los datos se detallan en la

figura 30.
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100 ?‘ 68,1%

= MNopatologia autoinmune
80 A
0
60 - 31,9% 1 patologia autoinmune
40 7 68 ’ .
M 2 patologias autoinmunes
20 A -
74
0 T f
No antecedentes Si antecedentes
familiares familiares

Figura 30. Antecedentes familiares de enfermedades autoinmunes en los pacientes con enfermedad
autoinmune.

En relacion con los antecedentes obstétricos, la mayoria de los pacientes presenté un embarazo
normal (82,9%) con una edad gestacional a término en el 85,5% de ellos. El parto fue eutdcico
hasta en el 70,6% de los casos. La mayoria present6 un Apgar superior a 7 al minuto de vida.
So6lo presentd distrés respiratorio el 2,9%, aunque ningin paciente precisd ventilacion
mecanica. Los antecedentes obstétricos y perinatales de estos pacientes se representan en la

figura 31.

100 : 2,9

8 o A
80 -
60 -
98 97,1 100
0 1 & ' 0,6
20 -
0 I I 1 1 T [/
Embarazo Edad Parto Apgar al Distrés  Ventilacion
gestacional minuto > 7 respiratorio mecanica
[ | Normal B Awmino B Eutecico B si B B N
B raologico M pretérmine I Distocico M o B s W s

" Postérmino

Figura 31. Antecedentes obstétricos y perinatales en los pacientes con patologia autoinmune.
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Se recogio informacion sobre otros aspectos de interés, como el tipo de lactancia que habian

recibido, la asistencia a guarderia y el habito tabaquico de los padres. Los resultados se detallan

en la figura 32.
100 / 6,9 2 4
5,6
90 - /
80 -/
70 A
60 A
50 A 90,2
40 T 68
30 A
40,8
20 A
10 9
O 1 1 I T
Tipo de Duracion Asistencia a Habito Habito
lactancia lactancia guarderia  tabaquicoen tabdaquico en
materna padres embarazo
. No consta . < 3 meses . Mo consta . Mo consta . No consta
. L. materna . = 4 meses . Si . Si . Si
[ L. artificial B N B B o
- L. mixta

Figura 32. Otros antecedentes personales y de riesgo
autoinmune.

5.4.2. PACIENTES CON ATOPiA

ambiental de los pacientes con patologia

En el grupo de pacientes con atopia se incluyeron un total de 76 individuos, con una edad

media de 8,2 afos y una desviacion estandar de 3,6 afios, de los cuales el 76,3% eran varones.
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El estudio alergoldgico mostré que la mayoria estaban sensibilizados a pdlenes y epitelios

(93,4% y 67,1%, respectivamente), recogiéndose en la figura 33 todas las sensibilizaciones de

estos pacientes.

40 / 31%
27.4%
35 / 23,6%
30 -
18% .
25 A
20 A A
15 -
10 -
5 h QO
0 T T T T
Monosensibilizacion Sensibilizacion Sensibilizacion Sensibilizacion
a 2 alérgenos a 3 alérgenos a 4 alérgenos
M Polenes (P) W r+H M P+H+E B P+H+A+E
] Hongos (H) W raA FP+A+E
W Acaros (A) M p+E M H+A+E
M Epiclios® WM H+A

Figura 33. Sensibilizacion en los pacientes con atopia.

En cuanto a la clinica respiratoria, se observd que el 96,1% sufria asma y el 88,2% padecia

rinitis. Ademas, el 89,5% presentaba dermatitis atopica. La combinacion de estas patologias se

representa en la figura 34.

ﬂTOPIA

Rinoconjuntivitis

Dermatitis
atépica

2

Figura 34. Clinica alérgica de los pacientes con atopia.

79



RESVLTADOS

En relacion a los niveles de IgE total, los pacientes presentaban una media del log;o IgE de
2,08, con una desviacion tipica de 0,71. El grupo control presentaba una media del logaritmo

en base 10 de la IgE total (log;o IgE) de 1,57, con una desviacion tipica de 0,56.

100 -1 H No antecedentes
80 +—" B Madre

60 L Padre

40 _/_23 254 M Padres

22,7 21,3
20
1,3 1,3
o 1

Figura 35. Antecedentes familiares de atopia en pacientes con atopia (expresado en porcentajes).

En cuanto a los antecedentes familiares de atopia, el 72% de los pacientes tenia algun familiar
de primer grado que presentaba atopia. Sin embargo, cabe destacar que aunque un gran
porcentaje de pacientes tenia antecedentes familiares de atopia, solo el 17,3% presentaba

antecedentes de asma. En cuanto al familiar que presentaba la predisposicion, en las figuras 35

y 36 se muestra la distribucion.

100 H No antecedentes
82,7

80 - H Madre
Padre
60 -
B Padres
40 B Hermano

20

Figura 36. Antecedentes familiares de asma en pacientes con atopia (expresado en porcentajes)
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En relacion con los antecedentes obstétricos y perinatales, el 76,3% de los pacientes presentod
un curso del embarazo normal, fue a término en el 92,1% de los casos, y con un parto eutécico
en el 64,5%. El 94,7% mostrd un Apgar superior a 7 al minuto y present6 distrés respiratorio el
5,3%. Unicamente el 2,6% precisé ventilacion mecénica. Estos antecedentes se representan en

la figura 37.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

v

Embarazo Edad Parto Apgar al Distrés  Ventilacion
gestacional minuto > 7 respiratorio mecdnica

B normal ™ Atermino ™ Eutocico M si B o B o
B raoiogico I prermino Il Distocico M No W s W s

- Postérmino

Figura 37. Antecedentes obstétricos y perinatales en los pacientes con atopia.

Se anotaron también otros antecedentes personales relacionados con los primeros meses de

vida y el ambiente tabaquico de estos pacientes, que quedan reflejados en la figura 38.

81



100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

RESVLTADOS

NN

Duracién
lactancia
materna

Tipo de
lactancia

. No consta . < 3 meses
M L maerna B >4 meses

L. artificial

. L. mixta

Asistencia a Habito Habito

guarderia  tdbaquico en tabaquico en
padres embarazo

. No consta . MNo consta . Mo consta

W s s M s

o No ¥ No W No

Figura 38. Otros antecedentes personales y de riesgo ambiental de los pacientes con atopia.

5.1.3. PACiENTES CON ATOPiA Y AVTOiINM VNiDAD

Este subgrupo estaba formado por 12 pacientes que presentaban enfermedad autoinmune y

ademas pruebas cutaneas positivas (figura 39). Se observo igual nimero de varones que de

mujeres. La edad media fue de 10 afios, con una desviacion tipica de 4,3 afos.

( ATOPIA

S

XN

+ AUTOINMUNIDAD

A Diabetes

Cellaca
6

\

J

*Trombocitopenia inmune primaria

Figura 39. Distribucion de los pacientes con enfermedad autoinmune y atopia.
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El tipo de enfermedad autoinmune que presentaba cada paciente se muestra en la figura 39.

Segun la sensibilizacion, la mayoria de los pacientes estaban sensibilizados a pdlenes (90,9%)

seguido de epitelios (54,5%). La combinacion de aeroalérgenos se distribuyé como se muestra

en la figura 40.

40
35
30
25
20
15
10

36,4%

18,2%

NN

36,3%

9,1%

Monosensibilizacion

M Polenes

T
Sensibilizacion
a2 alérgenos

M pr+u
W ria

B A+E

Sensibilizacion
a3 alérgenos

M p+H+E
P+A+E

Sensibilizacion
a 4 alérgenos

M rP+H+A+E

Figura 40. Sensibilizacion en los pacientes con atopia y autoinmunidad.

En cuanto a la clinica respiratoria, se muestra la distribucion en la figura 41.

Rinoconjuntivitis

Dermatitis
atépica
2

/ATOPIA + AUTOINMUNIDAD \

Figura 41. Clinica alérgica de los pacientes con atopia y autoinmunidad.
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Se determind el nivel de IgE total en el 75% de los pacientes, y presentaban una media del

logio IgE de 2,49, con una desviacion tipica de 0,63.

De los pacientes que se recogio los antecedentes familiares, el 41,7% de los pacientes tenia
antecedentes familiares de primer grado de una o mas enfermedades autoinmunes (diabetes
mellitus, tiroiditis autoinmune, celiaquia, lupus eritematoso sistémico o sindrome de sjogren) y

el 75%, antecedentes de atopia, aunque solamente el 25% tenia algin familiar afecto de asma.

En referencia a los antecedentes obstétricos y perinatales, el 90,9% tuvo un embarazo normal, y
a término y con parto eutdcito el 63,6%. Todos tuvieron un Apgar mayor de 7 al minuto de
vida y ninguno presentd distrés respiratorio, aunque el 9,1% precis6é ventilacion mecanica. El

50% recibio lactancia materna durante mas de 3 meses (figuras 42 y 43).

100 -/ e

90 -
80 -
70 A
60 -
50 - 90 9
40
30 A
20 A

10 ~ /

0 1 1 1 1 1 1
Embarazo Edad Parto Apgar al Distrés  Ventilacién
gestacional minuto >7 respiratorio mecanica

63,6

- Normal . A término . Eutocico . Si . No . No
B raoisgico M pretermino M Distocico M No H W s

Figura 42. Antecedentes obstétricos y perinatales en los pacientes con atopia y autoinmunidad.
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100 / :

90 '/'

80 /- 0 |

70 '/'

60 -

50 A

0

40 A

30 - 0 8 8 S

20

10 - e

0 1 1 1 T 1
Tipo de Duracidn Asistencia a Habito Habito
lactancia lactancia guarderia tdbaquicoen tabdaquico en
materna padres embarazo

. No consta . E3meses . No consta . No consta . No consta
. L. materna . > 4 meses . Si . Si . Si
" L.artificial B N B No B No
. L. mixta

Figura 43. Otros antecedentes personales y de riesgo ambiental de los pacientes con atopia y
autoinmunidad.

S.4.4. iPEX~LiKE

En este estudio se incluy6 un varén de 7 afios caucésico que presentaba [IPEX-like.

Con relacion a los antecedentes personales se constatd que el embarazo fue patoldgico, pues se
detectd un crecimiento intrauterino retrasado (CIR) en el segundo trimestre, y se programo una
cesarea a las 34 semanas de edad gestacional por sospecha de pérdida de bienestar fetal. No
obstante, nacid vigoroso, sin precisar reanimacion, y recibio un Apgar 9/10. Asimismo, no

presento distrés respiratorio tras el nacimiento, pero si tuvo que ingresar por la prematuridad y

&5



RESVLTADOS

acab6 siendo ventilado mecanicamente. A los 21 dias de vida fue hospitalizado nuevamente
por una enterocolitis necrotizante y una sepsis secundaria. Durante el ingreso presenté ademas
hiperbilirrubinemia no conjugada, anemia, eosinofilia, diarrea, hernia umbilical, dermatitis

seborreica y eritrodermia descamativa de Leiner.

A los 5 meses ingreso en la Unidad de Cuidados Intensivos Pediatricos por debut diabético con
cetoacidosis. Ademas se detectd hipotiroidismo autoinmune, iniciando tratamiento hormonal
sustitutivo, y presentd un cuadro de diarreas. Como complicaciones, presentd cuadro
compatible con shock séptico por Staphylococcus aureus e infeccion del tracto urinario por
Escherichia coli. Ante la sospecha de IPEX (presencia de DM tipo 1, hipotitoidismo, diarrea,
dermatitis e infecciones graves), se realiz6 estudio inmunoldgico y genético. Dentro del primer
estudio se determinaron los niveles de inmunoglobulinas, que fueron normales para la edad del
paciente, estudio del complemento, que también fue normal, y subpoblaciones linfocitarias,
donde se observo la cifra de linfocitos B muy disminuida. Dentro del andlisis genético se
realizd un estudio de mutaciones del gen FOXP3, que fue negativo, y estudio de la proteina
BTK, que resulté normal. Como no se hallé mutacion en el gen, pero el cuadro clinico sugeria

el diagnostico de IPEX, no se le catalogd como tal, sino de IPEX-like.

Al afo de vida se le realiza biopsia intestinal de colon descendente, donde se observa escasa
infiltracion linfocitaria con linfocitos CD3CDS". Ingresa nuevamente al afio y medio de edad
por cuadro de diarrea crénica de 3 meses de evolucion e infeccion del Port-a-Cath por
estafiloco coagulasa negativo. Se realiza en esta ocasion estudio de médula Osea, donde se

observa stop madurativo en LB en fase pre-B2.
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Desde el punto de vista cardiologico, fue diagnosticado a los 2 afios de edad de extrasistoles
ventriculares frecuentes, por lo que precisa tratamiento con Propranolol desde los 5 afios y

medio. El ecocardiograma realizado fue normal.

A los 4 afos, se le diagnostico ademds de potomania, alopecia universal e
hipogammaglobulinemia, por lo que precisa infusion de gammaglobulinas endovenosas cada
21 dias desde entonces. También se inicid tratamiento sustitutivo con hormona de crecimiento
por déficit de GH, que tuvo que ser suspendido al afio por falta de respuesta. Ademas se realizo
resonancia magnética nuclear cerebral donde se objetivd microcefalia vera con disminucion de
circunvoluciones e hipogenesia de cuerpo calloso. En el electroencefalograma que se le
practico se vio un trazado anormal, con actividad de base en vigilia escasamente estructurada

en relacion a la edad del paciente.

El paciente no ha presentado asma ni rinoconjuntivitis alérgica. No consta en la historia clinica
si se le ha realizado pruebas cutdneas a aeroalérgenos y/o alimentos, ni si se ha determinado la
IgE total, porque es seguido clinicamente en su ciudad de origen, y soOlo realiza los

seguimientos por el Endocrindlogo Infantil en el Hospital Universitario de Salamanca.

En su historia tampoco figura si recibi6 lactancia artificial o materna, si la madre fumo en el

embarazo o si fuman los padres, ni tampoco si fue a la guarderia.

No presenta antecedentes familiares de enfermedades autoinmunes ni alérgicas. Sin embargo,

cabe destacar que dos tias maternas fallecieron de lactantes debido a una sepsis.
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5.2. ANALISiS BiVARIANTE

Se han realizado estudios de asociacion en tres niveles distintos, en relacion con los datos
demograficos, clinicos, antecedentes personales (obstétricos, perinatales y socio-ambientales) y

antecedentes familiares.

5.24. GRVPO GLOBAL

En el conjunto global de los pacientes estudiados, al analizar los antecedentes obstétricos se
encontrd, como era de esperar, una asociacion entre el curso del embarazo y la edad gestacional
(p = 0,004), observando que cuando el curso fue normal hubo mas partos a término (91,3%).
De la misma manera, también se encontr6 una asociacion estadisticamente significativa entre el
curso del embarazo y el tipo de parto, p = 0,004, OR [IC 95%] = 3,5 [1,5-7,9], observando maés
partos eutdcicos cuando no aparecieron incidencias durante el embarazo (72,8% vs 56,7%).
También se observo relacion entre la edad gestacional y el tipo de lactancia (p = 0,011), pues se
detectaron mas casos de lo esperado de nifios a término con lactancia materna (70,7% vs
17,3%), mientras que ocurrid lo contrario en los nacidos pretérmino (28,6% alimentados al
pecho y 50% con formula artificial) (figura 44). No se encontré asociacion en los nifios
postérmino. Igualmente se observd una asociacion significativa entre haber presentado un
Apgar inferior a 7 al minuto y haber tenido distrés respiratorio posterior, p = 0,012, OR = 24,33
[3,14-188,35], (40% vs 2,7%). Finalmente, se hallo relacion entre el tipo de lactancia y haber
presentado distrés respiratorio (p = 0,018). La mayoria de los nifios con lactancia mixta habia

presentado distrés respiratorio (50% vs 11%) (figura 45). Estas asociaciones, muchas de ellas
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esperadas desde el punto de vista pediatrico, constituyen un control estadistico de la muestra de

nuestro estudio.

/ i Lactancia mixta
100 +

M Lactancia artificial
90 A
80 -
70 A
60 - 0
50 A
40 - 0
30 A

M Lactancia materna

Pretérmino A término Postérmino

Figura 44. Tipo de lactancia (en porcentajes) segun la edad gestacional en el grupo global de pacientes.

En relacion a los factores de riesgo ambiental, se detectd que los pacientes que no fueron a la
guarderia presentaban una mayor presencia de asma (87,2%) frente a los que acudieron a la

guarderia (64%), p = 0,018, OR = 0,27 [0,09-0,78].

= Lactancia mixta
M Lactancia artificial
100 -

B Lactancia materna

0

80 - 0

60 -

40 A 63

20

0 T f
Distrés respiratorio No distrés respiratorio

Figura 45. Tipo de lactancia (en porcentaje) segun la presencia de distrés respiratorio en el grupo global
de pacientes.
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Cuando analizamos la distribucion del sexo y edad en los tres principales grupos de pacientes
(pacientes con enfermedad autoinmune, con atopia y con ambas patologias), vimos que existia
una asociacion estadisticamente significativa entre el grupo al que pertenece el paciente y el
sexo (p < 0,001), observandose mas pacientes de sexo masculino en el grupo de atopia
(76,3%), respecto al grupo de autoinmunidad (34,7%). En cambio, la distribucion de edad en

ambos grupos fue similar (figuras 46 y 47).

/ B Mujeres
100 +

W Varones
90 -
80 - 0

60 -
50 -
40
30 0
20 -
10 A

Atopia Autoinmunidad Atopia +
autoinmunidad

Figura 46. Distribucion por sexo (en porcentajes) en los grupos de pacientes.

En relacién con las variables clinicas recogidas, se obtuvo, como era de esperar, una relacion
significativa entre la presencia de asma con el grupo de atopia (p < 0,001). No se observd asma
en ningun paciente con enfermedad autoinmune. También hubo asociacion con la presencia de
dermatitis atdpica (p < 0,001), observando mas nifios con esta dermopatia en los atopicos

(89,5%) que en el grupo de pacientes con enfermedad autoinmune (41,7%).
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M Lactantes
Preescolares
M Escolares

B Adolescentes

Figura 47. Distribucion por edad (en porcentajes) de los grupos de pacientes.

Del mismo modo, se encontraron diferencias significativas en los niveles de IgE, con un

aumento de éstos en el grupo de atopia (p < 0,01) y en el grupo de atopia y autoinmunidad (p <

0,01), respecto el control (representadas en la figura 48). No se observaron diferencias

significativas entre el grupo de atopia y el de atopia y autoinmunidad.

2,5

1,5

0,5

/

—

Control

Atopia

Atopiay
autoinmunidad

Figura 48. Comparacion de la media de los logaritmos de la IgE entre el grupo control y los grupos con

atopia.

91



RESVLTADOS

Al comparar los antecedentes obstétricos, perinatales y de riesgo ambiental entre los tres
grupos de pacientes, se observaron diferencias estadisticamente significativas en la edad
gestacional de los pacientes de los distintos grupos (p = 0,008). Se observaron mas nifos
pretérmino en el grupo de atopia y autoinmunidad que en los otros grupos (36,4% vs 7,9% y
8,7% respectivamente) y tan soOlo se observaron nifios postérmino en el grupo de

autoinmunidad (5,8%) (figura 49).

No se encontrd asociacion estadistica con el resto de variables.

/ Postérmino
100 - 9

M Pretérmino

90 - / B A término
80 -

70 A
60 -

40
30 ~
20 -

Atopia Autoinmunidad Atopia +
autoinmunidad

Figura 49. Distribucion de la edad gestacional (en porcentajes) en los grupos de pacientes.

Cuando analizamos los antecedentes familiares, observamos un distribucion similar en los tres
grupos de pacientes, si bien el grupo de atopia y autoinmunidad present6 el porcentaje mas
elevado de antecedentes familiares tanto de atopia (75% vs 72% en el grupo de atopia y 60%
en el autoinmunidad), como de asma (25% vs 17,3% en el grupo de pacientes alérgicos y
19,4% en el de pacientes autoinmunes) como de antecedentes familiares de autoinmunidad

(41,7% vs 17% en el grupo de atopia y 39,1 en el de autoinmunidad).
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5.2.2. PACIENTES CON ENFER MEDAD AVTOiNM VNE

Al estudiar el grupo de pacientes con enfermedad autoinmune, se hallé6 una asociacion
estadisticamente significativa entre el curso del embarazo y la edad gestacional (p = 0,045),
observando mas nifios a término cuando el embarazo transcurri6 sin incidencias (86,8%) y mas
nifios pretérmino cuando no ocurrid asi (33,3%). Asimismo, se obtuvo asociacion significativa
(p = 0,006, OR = 6,38 [1,69-23,99]) entre la evolucioén del embarazo y el tipo de parto, siendo
mas esperado un parto eutocico cuando el embarazo fue normal y distocico si habia habido
algun problema (76,1% vs 66,7%). Ademas, hubo una asociacion estadisticamente significativa
entre la edad gestacional y la necesidad de ventilacion mecénica (p = 0,019), encontrando que
los recién nacidos a término precisaron menos ventilacion mecénica (0%) que los pretérmino
(11,1%). También entre la edad gestacional y la asistencia a guarderia (p = 0,042); un 82,6% de
nifios a término acudieron a la guarderia, mientras que solo lo hicieron el 33,3% de los
pretérminos (figura 50). Igualmente, obtuvimos un resultado significativo entre el Apgar y el
distrés respiratorio (p = 0,025, OR = 77 [2,56-2312,22]), encontrando mas neonatos que
presentaron un Apgar al minuto inferior a 7 y que posteriormente padecieron distrés (100%),

respecto a los que obtuvieron un Apgar normal y tuvieron distrés respiratorio (1,3%).

Por tltimo, también se observd asociacion entre el distrés respiratorio y el tipo de lactancia (p =
0,039). Asi, se vid que entre los pacientes que habian presentado distrés, el 50% recibieron
lactancia mixta y ninguno so6lo lactancia materna; mientras que entre los que no habian
presentado distrés respiratorio, habia mas casos de lactancia materna (69,9%) y menos con

mixta (6,8%).

En estos pacientes se observé una asociacion entre los antecedentes familiares de enfermedades

autoinmunes y la edad gestacional, de forma que sélo el 66,7% de los que nifios que tenian
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antecedentes familiares de autoinmunidad fueron a término, frente al 93,8% de los que carecian

de ellos (p = 0,013).

B No guarderia
M Si guarderia
100 -~

80 -

60 -

(00}
o)

20 A

A término Pretérmino

Figura 50. Asistencia a guarderia (en porcentajes) en relacion con la edad gestacional en pacientes con

enfermedad autoinmune.

5.2.3. PACiENTES CON ATOPiA

De la misma manera que en el grupo de pacientes con autoinmunidad, se analiz6 si existian
relaciones estadisticamente significativas entre los antecedentes obstétricos y perinatales en los
pacientes con atopia. Se obtuvo relacion entre el curso del embarazo y la edad gestacional (p =
0,035, OR = 4,5 [1,14-17,68]), encontrando mas casos de partos a término en los embarazos

que evolucionaron con normalidad (92,6%).

Igualmente se encontrd asociacion entre la edad gestacional y el tipo de lactancia (p = 0,003),
observandose que los niflos a término recibieron lactancia materna en mayor nimero (71,4%),

y los pretérmino, lactancia artificial (55,6%).
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En los pacientes atopicos se detectd una asociacion entre el habito tabaquico de los padres y la
presencia de dermatitis atopica, de forma que hasta el 97,7% de los nifios que vivian en un
hogar en el que los padres fumaban presentaron dermatitis atopica frente al 79,3% de los nifios

que no vivian en domicilio con progenitores fumadores (p = 0,015, OR = 10,96 [1,24-96,65]).

En cuanto al tipo de alimentacion se observo que hasta el 75% de los pacientes que recibieron
lactancia artificial presentaron pruebas cutdneas positivas, en concreto a acaros, frente al 23,1%

de los pacientes con lactancia mixta (p = 0,031).

5.2.4. PACIENTES CON ENFER MEDAD AVTOiINM VNE Y ATOPIiA

De la misma manera que para los otros dos subgrupos de pacientes, se estudio la posible
asociacion estadistica entre los antecedentes obstétricos, perinatales y postnatales en el
subgrupo de pacientes que presentaban atopia y enfermedad autoinmune, sin haber encontrado

ninguna asociacion.

5.2.5. ANALiSiS MVLTiVARIANTE DE CORRESPONDENCIAS (HOMALS)

En relacién a los individuos, en el analisis multivariante de correspondencias (ACM) se
consideraron 160 pacientes sobre los que se realizd la tipologia. Dado la gran cantidad de
variables utilizadas y las caracteristicas propias del cuestionario, mediante la aplicacion de la
“Exclusion de valores perdidos” se excluyeron aquellos casos que por tener “valores perdidos”

no contribuian a la variable seleccionada.
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En relacion a las variables que fueron utilizadas en el analisis, se seleccionaron aquellas con
mayor importancia diagndstica, prondstica y terapeutica. Se descartaron aquellas otras que
proporcionaban informacion redundante o que presentaban la misma respuesta para la mayoria
de los pacientes, y que por tanto no servian a efectos de obtener una tipologia de los individuos.

Asi, se consideraron finalmente 33 variables activas, que se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Variables activas en el ACM.

CARACTERISTICAS DE
LAS VARIABLES

VARIABLES NOMENCLATURA DE LAS

VARIABLES EN ELACM

: - e Sexo e Sexo
Sociodemogrificas e Edad e Edad
e Diabetes mellitus e DiabMel
e Tiroditis autoinmune e Tirodes
e Celiaquia e Celiaquia
o e Otra enfermedad e OtrAlergAutoinm
Clinicas . R
autoinmunitaria
e Dermatitis atopica e DermAtop
e Asma e Asma
¢ Rinitis alérgica e RinitAlerg
e Pruebas cutaneas a e Polenes
polenes
e Pruebas cutaneas a e Acaros
acaros
e Pruebas cutaneas a e Hongos
A hongos
Qualidees . Prufbas cutdneas a ¢ Epitelios
epitelios
e Pruebas cutaneas a e Alimento
alimentos
e IgE total e [gEclasific
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DM 1rGrado
Tiroid 1rGrado

(Ir grado) autoinmunitaria
de enfermedad e Enfermedad celiaca CeliaqlrGrado
autoinmunitaria Otras enfermedades OtrosIrGrado
autoinmunitarias
s
Antecedentes familiares AtopiaOtlrgrado

hermanos

(Ir grado) e Asma madre

de atopia Asmamadr

Asma padre y/o
hermanos

AsmaOtlrgrado

Antecedentes personales
obstétricos y perinatales

Curso del embarazo
Edad gestacional
Parto

Apgar

Distrés respiratorio
Ventilacion mecanica

Embarazo
Egestac
Parto
Apgar
DistResp
VM

Otros antecedentes personales

y de riesgo ambiental

Tipo de lactancia
Habito tabaquico
padres

Habito tabaquico
durante embarazo
Asistencia a guarderia

LactMat
FumPad

FumEmbar

Guarderia

Dado que el ACM es una técnica que exige que todas las variables tengan un nivel de
escalamiento nominal (sean cualitativas no ordinales), las variables cuantitativas (como la
variable “Edad”, “IgE total” o “Edad gestacional’’) fueron transformadas a tal efecto antes de la

realizacion del estudio.

Mediante el analisis multivariante se obtuvo una soluciéon en 3 dimensiones (variables latentes)

que recogian una varianza explicada (o montante de informacion) alta, practicamente del 40%

97



RESVLTADOS

(0,393). La primera variable latente (1* dimension), era capaz de recoger el 21% de toda la
informacion original de la matriz de datos, mientras que las otras dos variables latentes (2* y 3*

dimension) recogian el 9,4% y el 8,9%, respectivamente (tabla 9).

Tabla 9. Varianza explicada por cada dimension y la total del modelo.

Varianza explicada
Total (Autovalores) m
1

6,960 0,211
3,088 0,094
2,936 0,089
Total 12,983 0,393

El ACM mostro las variables méas importantes en la construccion de las variables latentes, y
por tanto, que mas contribuian en la tipologia de los pacientes en cada uno de los planos

factoriales resultantes (tabla 10).

Las variables “asma” y “enfermedad celiaca” fueron las variables con mayor influencia en la

discriminacion en relacion a la primera dimension encontrada en el andlisis, aunque también

fueron relevantes en la definicion de la misma, variables como “pruebas cutaneas a polenes”,
» o«

“dermatitis atopica”, “sexo”, “habito tabaquico de los padres” y “hdbito tabaquico durante el

embarazo”.
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Tabla 10. Medidas de discriminacion. Se han resaltado las mayores contribuciones de las variables a
cada dimension, y se han atenuado los valores menores de 0,2 (menos importantes).

1 2 3
Edad ,053 ,169 ,163
Sexo ,348 ,003 ,080
DiabMel 248 ,003 221
Tiroides ,145 ,101 ,603
Celiaquia ,616 ,016 ,325
DermAtop ,224 ,168 ,057
Asma 1,245 ,003 ,002
RinitAlerg 324 ,308 ,049
OtrAlergAutoinm ,070 ,010 ,020
Acaros 231 218 ,009
Epitelios 311 ,430 ,042
Hongos ,260 ,186 ,061
Pélenes 353 ,231 ,109
IgEclasific 240 ,229 ,011
DM1rGrado ,237 ,063 ,010
Tiroid1rGrado ,236 ,018 ,270
Celiaq1rGrado ,267 ,073 ,046
Otros1rGrado ,230 ,093 ,006
Atopiamadr ,091 ,039 ,023
AtopiaOt1irgrado ,098 ,074 ,087
Asmamadr ,082 ,023 ,012
AsmaOtirgrado ,083 ,005 ,039
Embarazo ,036 ,196 ,000
Egestac ,078 ,103 ,218
Parto ,028 ,064 ,008
Apgar ,032 ,017 ,000
DistResp ,024 ,009 ,014
VM ,024 ,006 ,260
LactMat ,039 ,083 ,023
ClasifLM ,010 ,029 ,042
FumPad ,280 ,032 ,021
FumEmbar ,299 ,001 ,004
Guarderia 14 ,085 ,102
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En cuanto a la segunda dimension, la discriminacion de los pacientes se detectd basicamente en
relacion a las variables “pruebas cutaneas a epitelios” y “curso del embarazo”, pero también

“rinitis alérgica”.

05 —
Epitelios
04 —
N ..
c RinitAlerg
% 03 -
- N
b Plene s
&
A 027
g OtrosliGr,
01 o r
Celiaqula Asma
00 )
I | I I I I I
00 02 04 0,6 08 10 12

Dimensioén 1

Figura 51. Representacion grafica de las medidas de discriminacion en el plano 1-2.

Por lo que se refiere a la tercera dimension, las variables determinantes fueron “tiroiditis

autoinmunitaria”, “edad gestacional” y “ventilacidén mecanica”, aunque también “celiaquia”
b y 9

(figura 52).

La tipologia o caracterizacion de los pacientes puede determinarse a partir de su representacion
en el plano factorial de dimension reducida, determinado por dos de las variables latentes
obtenidas en el andlisis de correspondencias multiples, teniendo en cuenta las medidas de

discriminacion que configuran dichas variables latentes o dimensiones.
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Figura 52. Representacion grafica de las medidas de discriminacion en el plano 2-3.
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Asi, se apreciaban aparentemente dos grupos en relacion a la primera dimension, basicamente

determinada por los pacientes que presentaban asma (a la izquierda del grafico) frente a los que

no (a la derecha) (figura 53).
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Figura 53. Plano factorial 1-2 en el que los pacientes aparecen sefialados en relacion a la variable

“asma”.
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Si en el primer plano factorial se representaba a los individuos en funcion de que presentasen

atopia, autoinmunidad o una mezcla de ambas, entonces se observaba un gradiente, en el que a

la izquierda del grafico se situaban los pacientes atdpicos, mientras que a la derecha se

presentaban los pacientes autoinmunes, en tanto que entre ambos grupos se situaban los

pacientes que presentaban tanto atopia como autoinmunidad (figura 54).
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Figura 54. Plano factorial 1-2 en el que los pacientes aparecen identificados seglin presentasen atopia,

autoinmunidad o ambas.

En el plano factorial 1-3, ya no se observaba tan claramente este grupo intermedio (figura 55).
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Figura 55. Plano factorial 1-3 en el que los pacientes aparecen identificados segliin presentasen atopia,

autoinmunidad o ambas.
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En el plano factorial 2-3 desaparece esa diferenciacion (figura 56).
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Figura 56. Plano factorial 2-3 en el que los pacientes aparecen identificados seglin presentasen atopia,
autoinmunidad o ambas.

En el plano factorial 2-3, y de acuerdo a las medidas de discriminacion de las variables
originales con las dimensiones 2 y 3 (variables latentes 2 y 3), si que se observaba un gradiente
en relacion al posicionamiento de los individuos a estudio. Esta diferenciacion ocurria en
relacion fundamentalmente a la 3* dimension, donde se situaban diferenciados los pacientes
celiacos (parte superior), de los diabéticos (parte intermedia), de los pacientes que presentaban
tiroiditis (parte inferior del grafico). Los individuos que presentaban mds de una patologia se

posicionan, en general, en las zonas de transicion entre celiaquia, diabetes y tiroiditis (figura

57).

A partir de las puntuaciones conseguidas en las 3 dimensiones de la solucidon obtenida
mediante el ACM, se realizd un andlisis de conglomerados de K-medias, con la intencion de

determinar otras diferencias entre grupos, a partir de la informacion proporcionada por las
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variables involucradas en el analisis, y que por tanto podrian ser no visibles graficamente y sin

embargo resultar de interés en la tipologia de los individuos analizados.

4,00

@ diabetes
@tiroides
celiaca
@ diabetes+celiaca
O diabetes+tiroides
@ celiaca+tiroldes
@ diabetes+celiaca+tiroides

Dimensian 3

Dimensian 2

Figura 57. Plano factorial 2-3 en el que los pacientes aparecen identificados segiin presentasen distintas

patologias.

Tras realizar este andlisis, se obtuvieron 3 conglomerados con la informacion reflejada en la

tabla 11.

Tabla 11. Numero de casos en cada conglomerado.

Conglomerado

33

108

W (o) e

19
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Se puede comprobar que el grupo mayoritario estaba formado por 108 pacientes
(conglomerado 2), en tanto que el mas pequefio estaba formado Uinicamente por 19 individuos
(conglomerado 3). Representando esta informacion en el mismo grafico anterior, pero
diferenciando los individuos con colores, en relaciéon al conglomerado de pertenencias, se

obtenia la figura 58.
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Figura 58. Representacion de los pacientes en el tercer plano factorial obtenido, identificados por un
color relativo al grupo de conglomerado determinado por el procedimiento K medias realizado.

La discriminacion entre los conglomerados 2 y 3, por un lado, y el conglomerado 1 por otro, se
producia en relacion a la segunda dimension (variable latente 2). La discriminacion entre el
grupo 3, frente a los conglomerados 1 y 2, se producia por otro lado, en relacion a la 3*

dimension.

En el andlisis de Cluster no aparecié ninguna agrupacion clara de los individuos en relacion a

alguna de las variables analizadas, para ninguno de los analisis exploratorios realizados, ni en
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ninguna de las combinaciones utilizadas. Si que fue posible encontrar agrupaciones de
pacientes que presentaban unas caracteristicas mas acentuadas que otras en relacién a una o
varias variables. De esta forma, fue posible establecer una caracterizacion grosera de los 3
grupos encontrados sobre la solucion factorial, sobre todo en lo referido a los Cluster 2 y 3.
Asi, el Cluster 2 lo constituirian fundamentalmente pacientes con pruebas cutdneas positivas a
epitelios, en tanto que el Cluster 3 estaria determinado basicamente por individuos con
patologia tiroidea autoinmune. Sin embargo, el Conglomerado 1 no tenia una interpretacion tan
evidente, pero si algo caracterizaba a la mayoria de los individuos que lo conformaban era la

ausencia de la caracteristica que recogia la gran mayoria de las variables del estudio (figura

59).
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Figura 59. Representacion de los pacientes en el tercer plano factorial, con las posibles interpretaciones
de las agrupaciones encontradas.
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5.3. ESTVDiO DE ASOCIACIiON GENETiCA

Tras analizar la secuencia del gen en los 255 participantes (95 controles y 160 pacientes),

hemos identificado 13 polimorfismos, de los cuales 7 no han sido descritos previamente.

Se observo que el 16,9% de los participantes (43) presentaban al menos un polimorfismo y en 2
individuos se encontraron dos SNP. Se identifico la presencia en homocigosis en el 33,3% de
los participantes y en heterocigosis en el 67,7% (figura 60). Este aumento de heterocigosis
sobre homocigosis se observo en todos los grupos, excepto en los pacientes con autoinmunidad

y atopia en los que el porcentaje de homo y heterocigosis fue similar.

No se ha encontrado ningtin polimorfismo en el paciente diagnosticado de IPEX-like.

100 ~
90

57,8%

M

Controles Pacientes
B Homocigosis B Homocigosis en atopicos
| Heterocigosis i Homocigosis en atdpicos

B Homocigosis en atépicos + autoinmun
" Heterocigosis en atdpicos + autoinmun
Homocigosis en autoinmunidad

| Heterocigosis en autoinmunidad

Figura 60. Caracteristicas clinicas de los individuos con mutacidén (expresado en porcentajes) y la
relacion alélica del SNP.
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5.3.4. CARACTERI{STiCAS DE LOS POLiMORFiSMOS

En el estudio se amplifico toda la region codificante del gen FOXP3, excepto el exén 1 que no
se analizd porque no se consiguid obtener unos fragmentos amplificados adecuados que
permitieran la lectura de la secuencia. Ademas se amplificO una secuencia reguladora
localizada tras el exon 11 (region UTR) y una secuencia reguladora localizada antes del ATG

(region RS 9859r).

Tabla 12. Caracteristicas de los polimorfismos del gen FOXP3 encontrados.

Nomen- rs Posicion en el | Situacién en el Secuencia 5’ -3’
clatura cromosoma gen

SNP 1 4640C>T rs11465476 49110323 Intrén 8-9 CAGGCC>TCTGGG

SNP2  7841C>T  rs148013438 49107122  Intrén 11-UTR CTGTGC>TGTGTG

SNP 3 1651C>T  rs2232367 49113312 Exén 5 CCCAGC->TACCCT

lad

SNP4  2680A>G  rs2232368 49112283 Intrén 7-8 TGCATA>GGAATC

SNP 5 7340A>G 1356066773 49107623 Intron 11-UTR GATGGA2>GGGAGG

SNP6  -4704A>G 156609859 49119666  Intron -1-1 CCAATA>GAATAG
SNP7 1855A>G  No descrito 49113108  Intrén 5-6 GTAAGA>GTGCAA
SNP8  4572C>T No descrito 49110391 Exon 8 GGAAAC>TAGCAC
SNP9  7093C>T  No descrito 49107871 Exoén 11 GTGGAC>TCGTGG
SNP 10 926C>T No descrito 49114036 Intrén 2-3 GCCCAC2>TATGTG

SNP11 7872G>A  No descrito 49107153 Intron 11-UTR GTCCCG>ATGCAG
SNP 12 5234G>T  No descrito 49109729  Intrén 8-9 GTAGGG>TGGAGG

SNP 13 8150G>A  No descrito 49106813 UTR ACAGCG>AGAGGA

108



RESVLTADOS

En el estudio molecular de la secuencia génica se identificaron 13 polimorfismos diferentes, las
caracteristicas de los cuales se detallan en la tabla 12. El 44,5% de los polimorfismos
identificados se localizaron en regiones exonicas y el 2,2% de estos se localizaron en la zona de
uniéon al ADN (dominio FKH), es decir, en los exones 9, 10 y 11 (72). Los polimorfismos
localizados en region intrénica no se hallaban en la region de procesamiento del intrén o

“splicing”.

5.3.2. FRECVENCiIAS ALELiCAS Y GENOT{PiCAS

Se realiz6 la determinacion de las frecuencias alélicas y genotipicas de cada polimorfismo,

comparandolas con el grupo control. Los resultados se expresan en las tablas 13 a 16.

Dentro de la poblacién masculina se encontraron diferencias significativas entre el grupo
control y el grupo de pacientes global para los SNP 3, 5 y 12. En concreto, se observaron
diferencias significativas en la distribucion de las frecuencias alélicas para el SNP3 entre el
grupo control y el formado por los pacientes que tenian atopia o autoinmunidad (p = 0,01, OR
= 0,16 [0,03-0,79]). El alelo mutado T se observd con mas frecuencia en controles. En el resto
de grupos se observo una p significativa, sin embargo el intervalo de confianza de la Odds

Ratio incluyo el 1 por lo que no se consider6 la asociacion (tabla 13).

Igualmente en la poblacion masculina se observaron también diferencias significativas en las
frecuencias alélicas (p = 0,004, OR = 16,2 [1,34-195,15]) del SNP5 entre el grupo control y el
grupo de pacientes con atopia y autoinmunidad. Se observé una mayor presencia del alelo

mutado T en este grupo de pacientes (0,17) que en los controles (0,01) (tabla 13).
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Tabla 13. Frecuencias alélicas de los polimorfismos descritos anteriormente del gen FOXP3 en los
varones (al ser hemicigoticos para los genes del cromosoma X, las frecuencias genotipicas serian
similares a las alélicas).

Fenotipo Alélica Genotipica

SNP1 A
Controles 41 1 B
Pacientes totales 89 1 - -
Atopia 58 1 - -
Autoinmunidad 25 1 - -
Atopia y autoinmunidad 6 1 - -
Atopia o autoinmunidad 83 1 - -

p valor
Controles 41 0,98 0,02
Pacientes totales 80 0,99 0,01 0.43
Atopia 58 1 - 0,97
Autoinmunidad 25 0,96 0,04 0,61
Atopia y autoinmunidad 6 1 - 0,58
Atopia o autoinmunidad 83 0,99 0,01 0,48

p valor
Controles 41 0,93 0,07
Pacientes totales 89 0,98 0,02 0,05%
Atopia 58 0,98 0,02 0,05%
Autoinmunidad 25 1 - 0.05%
Atopia y autoinmunidad 6 0,83 0,17 0,28
Atopia o autoinmunidad 83 0,99 0,01 0,01*
SNP4 n G A p valor
Controles 41 1 -
Pacientes totales 89 0,99 0,01 0,33
Atopia 58 1 - -
Autoinmunidad 25 0,96 0,04 0,07
Atopia y autoinmunidad 6 1 - -
Atopia o autoinmunidad 83 0,99 0,01 0,31

: p valor . p valor
Controles 41 0,99 0,01 0,98 0,028 -
Pacientes totales 89 0,99 0,01 0,96 0,99 - 0,01 0,27
Atopia 58 1 - 0,24 1 - - 0,24
Autoinmunidad 25 1 - 0,43 1 - - 0,43
Atopia y autoinmunidad 6 0,83 0,17 0,004* 0,83 - 0,17 0,03*
Atopia o autoinmunidad 83 1 - 0,16 1 - - 0,16
SNP6 n C T p valor
Controles 41 1 -
Pacientes totales 89 1 - -
Atopia 58 1 - -
Autoinmunidad 25 1 - -
Atopia y autoinmunidad 6 1 - -
Atopia o autoinmunidad 83 1 - -
*p < 0,05

(-) no detectado
# Paciente diagnosticado de sindrome de Klinefelter
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Tabla 14. Frecuencias alélicas de los polimorfismos no descritos anteriormente del gen FOXP3 en los
varones (al ser hemicigoticos para los genes del cromosoma X, las frecuencias genotipicas serian
similares a las alélicas).

Atopia y autoinmunidad

Fenotipo Alélica
SNP7 p valor
Controles 41 1 -
Pacientes totales 89 1 - -
Atopia 58 1 - -
Autoinmunidad 25 1 - -

1

1

Atopia o autoinmunidad

Controles 41 1 -

Pacientes totales 89 0,99 0,01 0,33
Atopia 58 0,98 0,02 0,23
Autoinmunidad 25 1 -

Atopia y autoinmunidad 6 1 - -
Atopia o autoinmunidad 83 0,99 0,01 0,32
Controles 41 1 -

Pacientes totales 89 0,99 0,01 0,33
Atopia 58 0,98 0,02 0,22
Autoinmunidad 25 1 - -
Atopia y autoinmunidad 6 1 - -
Atopia o autoinmunidad 83 0,99 0,01 0,31

SNP10 )

Controles 41 1 -

Pacientes totales 89 0,99 0,01 0,33
Atopia 58 0,98 0,02 0,22
Autoinmunidad 25 1 -

Atopia y autoinmunidad 6 1 - -
Atopia o autoinmunidad 83 0,99 0,01 0,31
SNP11 n G A p valor
Controles 41 1 -

Pacientes totales 89 1 - -
Atopia 58 1 - -
Autoinmunidad 25 1 - -
Atopia y autoinmunidad 6 1 - -
Atopia o autoinmunidad 83 1 - -
SNP12 n G T p valor
Controles 41 0,98 0,02

Pacientes totales 89 1 - 0,04*
Atopia 58 1 - 0,09
Autoinmunidad 25 1 - 0,26
Atopia y autoinmunidad 6 1 - 0,58
Atopia o autoinmunidad 83 1 - 0,04*

C p valor
Controles 4] 1 -
Pacientes totales 89 1 - -
Atopia 58 1 - -
Autoinmunidad 25 1 - -
Atopia y autoinmunidad 6 1 - -
Atopia o autoinmunidad 83 1 - -

*p<0,05
(-) no detectado
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Asimismo, en los varones se encontraron diferencias significativas en la distribucion de las
frecuencias alélicas del SNP12 entre el grupo control y el grupo de pacientes global (p = 0,04)
y con el subgrupo de atopia o autoinmunidad (p = 0,04). En este caso las diferencias se deben a

una mayor frecuencia del alelo mutado T en la poblacidn control (tabla 14).

Tabla 15. Frecuencias genotipicas y alélicas en los polimorfismos descritos anteriormente del gen
FOXP3 en las mujeres.

Fenotipo Genotipica Alélica
SNP1 AA AG p valor y B p valor
“ontroles 54 1 - - 1 -
Pacientes totales 71 0,99 0,01 - 0,38 0,99 0,01 0,38
Altopia 18 0,94 0,06 - 0,08 0,97 0,03 0,08
Autoinmunidad 47 1 - - - 1 - -
Atopia y autoinmunidad 6 1 - - - 1 - -
Atopia o autoinmunidad 0,02 0,01 0,36
Controles
Pacientes totales 71 0,97 0,03 - 0,74 0,99 0,01 0,74
Atopia 18 1 - - 0,56 1 - 0,56
Autoinmunidad 47 0,98 0,02 - 0,93 0,99 0,01 0,93
Atopia y autoinmunidad 6 0,83 0,17 - 0,06 0,92 0,08 0,06

Atopia o autoinmunidad 65 0,98 0,02 - 0,88 0,99 0,01 0,88

B 5 ) p valor p valor

Controles 54 0,91 0,09 = 0,95 0,05
Pacientes totales 71 0,90 0,09 0,01 0,67 0,94 0,06 0,72
Atopia 18 0,94 0,06 - 0,62 0,97 0,03 0,63
Autoinmunidad 47 0,91 0,09 - 0,56 0,94 0,06 0,58
Atopia y autoinmunidad 6 0,83 0,17 - 0,57 0,92 0,08 0,58
Atopia o autoinmunidad 65 0,91 0,08 0,01 0,63 0,95 0,05 0,79

p valor 3 . p valor
Controles 54 0,96 0,04 - 0,98 0,02
Pacientes totales 71 1 - - 0,10 1 - 0,10
Atopia 18 1 - - 0,41 1 - 0,41
Autoinmunidad 47 1 - - 0,18 1 - 0,18
Atopia y autoinmunidad 6 1 - - 0,63 1 - 0,63
Atopia o autoinmunidad 65 1 - - 0,12 1 - 0,12

~C > p valor >

Controles 54 0,93 0,07 - 0,96 0,04
Pacientes totales 71 0,97 0,03 0,01 0,23 0,99 0,01 0,24
Atopia 18 0,94 0,06 - 0,79 0,97 0,03 0,79
Autoinmunidad 47 0,98 0,02 - 0,22 0,99 0,01 0,22
Atopia y autoinmunidad 6 1 - - 0,49 1 - 0,50
Atopia o autoinmunidad 65 0,97 0,03 - 0,28 0,98 0,02 0,29

p valor C T p valor
Controles 54 1 - - 1 -
Pacientes totales 71 0,97 0,03 - 0,34 0,99 0,01 0,34
Atopia 18 0,94 0,06 - 0,18 0,97 0,03 0,18
Autoinmunidad 47 0,98 0,02 - 0,41 0,99 0,01 0,41
Atopia y autoinmunidad 6 1 - - - 1 - -
Atopia o autoinmunidad 65 0,97 0,03 - 0,32 0,98 0,02 0,32

*p<0,05

(-) no detectado
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Sin embargo, no se encontr6 ninguna relacion estadisticamente significativa en el grupo de

mujeres (tablas 15y 16).

Tabla 16. Frecuencias genotipicas y alélicas en los polimorfismos no descritos anteriormente del gen
FOXP3 en las mujeres.

Fenotipo Genot Alélica

SNP7 AG p valor £ ¥ p valor
Controles 54 1 - - 1 -

Pacientes totales 71 0,99 0,01 - 0,38 0,99 0,01 0,38
Atopia 18 1 - - - 1 - -
Autoinmunidad 47 0,98 0,02 - 0,28 0,99 0,01 0,28
Atopia y autoinmunidad 6 1 - - - 1 - -
Atopia o autoinmunidad 0,02 0,36 0,01 0,36

p valor
Controles 54 1 - - 1 -
Pacientes totales 71 1 - o S 1 - -
Atopia 18 1 - - - 1 - -
Autoinmunidad 47 1 - - - 1 - -
Atopia y autoinmunidad 6 1 - - - 1 - -
Atopia o autoinmunidad 65 1 - - - 1 - -
( G
Controles 54 1 - - 1 -
Pacientes totales 71 1 - - - 1 - B
Atopia 18 1 - - - 1 - -
Autoinmunidad 47 1 - - - 1 B B
Atopia y autoinmunidad 6 1 5 o 5 1 i, _
Atopia o autoinmunidad 65 1 - - - 1 - -
C C
Controles 54 1 - - 1 -
Pacientes totales 71 1 - - - 1 - -
Atopia 18 1 - - - 1 - -
Autoinmunidad 47 1 - - - 1 B B
Atopia y autoinmunidad 6 1 - - - 1 - -
Atopia o autoinmunidad 65 1 - - - 1 - -
p valor / p valor
Controles 54 0,98 0,02 - 0,99 0,01
Pacientes totales 71 1 - - 0,25 1 B 0,25
Alopia 18 1 - - 0,56 1 - 0,56
Autoinmunidad 47 1 - - 0,35 1 - 0,35
Atopia y autoinmunidad 6 1 - - 0,74 1 - 0,74
Atopia o autoinmunidad 65 1 - - 0,27 1 - 0,27
p valor C p valor
Controles 54 0,98 - 0,02 0,98 0,02
Pacientes totales 71 1 - - 0,25 1 - 0,10
Atopia 18 1 - - 0,56 1 - 0,41
Autoinmunidad 47 1 = = 0,35 1 - 0,18
Atopia y autoinmunidad 6 1 - - 0,74 1 - 0,63
Atopia o autoinmunidad 65 1 - - 0,27 1 - 0,12
p valor C p valor
Controles 54 0,98 0,02 - 0,99 0,01
Pacientes totales 71 0,99 0,01 - 0,84 0,99 0,01 0,84
Atopia 18 1 - - 0,56 1 - 0,56
Autoinmunidad 47 1 - - 0,35 1 - 0,35
Atopia y autoinmunidad 6 0,83 0,17 = 0,06 0,92 0,08 0,06
Atopia o autoinmunidad 65 1 - - 0,27 1 - 0,27
*p<0,05

(-) no detectado

113



RESVLTADOS

5.3.3. FRECVENCIAS NAPLOT{PiCAS

Asimismo, se analiz6 la distribucion global de los haplotipos y de cada una de las
combinaciones haplotipicas. Se analizaron las posibles diferencias estadisticamente

significativas entre estas distribuciones en el grupo control y los grupos de pacientes.

Tabla 17. Frecuencias haplotipicas en los varones. Se expresa la frecuencia (en %) de cada haplotipo en
los distintos grupos, asi como la p de Fisher para las distribuciones de cada haplotipo frente al resto y
finalmente el p valor de la distribucion haplotipica general. Los haplotipos con frecuencia inferior al 1%
no se han incluido.

Frecue p valor
Pacientes totales Control
GAGGCGGC \
CCCAGGATGCGGC HI1 - 0,04 0,00*
CCTAGGAGGCGGC H2 0,02 0,04 0,42
CCCAGGAGGCAGC H3 0,01 - 0,47
CCCAANGAGGCGGC H4 0,01 - 0,47
CCCAGAAGGCGGT H35 0,01 - 0,47
CCCAGGAGACGGC H6 0,01 - 0,47
CTCAGGAGGCGGC H7 0,01 - 0,47
CCCAGGAGGTGGC HE8 0.01 - 0.47
p valor general 0,17
Haplotipos Frecuencia p valor
Atopia Control
CCCAGGAGGCGGC HO 0,93 0,91 0,68
CCCAGGATGCGGC H1 - 0,04 0,02*%
CCTAGGAGGCGGC H2 0,02 0,04 0,32
CCCAGAAGGCGGT H5 0,02 - 0,37
CCCAGGAGACGGC H6 0,02 - 0,37
CTCAGGAGGCGGC H7 0,02 - 0,37
p valor general 0,13
Haplotipos Frecuencia p valor
Autoinm Control
CCCAGGAGGCGGC HO 0,92 0,91 0,90
CCCAGGATGCGGC H1 - 0,04 0,13
CCTAGGAGGCGGC H2 - 0,04 0,13
CCCAGGAGGCAGC H3 0,04 - 0,17
CCCAAGAGGCGGC 14 0,04 - 0,17
p valor general 0,09
Haplotipos Frecuencia p valor
Atop + Autoin Control
CCCAGGAGGCGGC HO 0,67 0,91 0,03%
CCCAGGATGCGGC H1 - 0,04 0,45
CCTAGGAGGCGGC H2 0,17 0,04 0,15
CCCAGGAGGTGGC HE8 0,17 - 0,01*
p valor general 0,01%
Haplotipos Frecuencia p valor
Atop o Autoin Control
CCCAGGAGGCGGC  HO 0,92 0,91 0,73
CCCAGGATGCGGC H1 - 0,04 0,01*
CCTAGGAGGCGGC H2 0,01 0,04 0,16
CCCAGGAGGCAGC H3 0,01 - 0,46
CCCAAGAGGCGGC H4 0,01 - 0,46
CCCAGAAGGCGGT H35 0,01 - 0,46
CCCAGGAGACGGC  He 0,01 - 0,46
CTCAGGAGGCGGC H7 0,01 - (.46
p valor general 0,10

* p<0,05
(-) no detectado
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Tabla 18. Frecuencias haplotipicas en las mujeres. Se expresa la frecuencia (en %) de cada haplotipo en
los distintos grupos, asi como la p de Fisher para las distribuciones de cada haplotipo frente al resto y
finalmente el p valor de la distribucion haplotipica general. Los haplotipos con frecuencia inferior al 1%

no se han incluido.

Haplotipos

CCCAGGAGGCGGC
CCTAGGAGGCGGC
CCCAGGAGGCAGC
CCCAAGAGGCGGC
CCCAGGAGGTGGC

Haplotipos

CCCAGGAGGCGGC
CCTAGGAGGCGGC
CCCAAGAGGCGGC
CCCAGGAGGTGGC
TCCAGGGGGCGGC

Haplotipos

CCCAGGAGGCGGC
CCTAGGAGGCGGC
CCCAGGAGGCAGC
CCCAAGAGGCGGC
CCCAGGAGGTGGC
CCCGGGAGGCGGC
TCTAGGAGGCGGC

Haplotipos

CCCAGGAGGCGGC
CCTAGGAGGCGGC
CCCAGGAGGCAGC
CCCAAGAGGCGGC
CCCAGGAGGTGGC
CCCAGGAGGCGGT

Haplotipos

CCCAGGAGGCGGC
CCTAGGAGGCGGC
CCCAAGAGGCGGC
CCCAGGAGGTGGC

* p<0,05
(-) no detectado

HO
H2
H3
H4
H8

HO
H2
H4
HS8
H9

HO
H2
H3
H4
HS8
H10
HI1

HO
H2
H3
H4
H8
H12

HO
H2
H4
H8

Frecuencia
Pacientes totales Control
0,89 0,91
0,05 0,03
0,01 -
- 0,02
0,01 0,05

p valor general

Frecuencia
Atopia Control
0,92 0,91
0,03 0,03
- 0,02
0,03 0,05
0,03 -

p valor general

Frecuencia

Autoinm

0,90 0,91
0,05 0,03
0,01 -

- 0,02
0,01 0,05
0,01 -
0,01 -

p valor general

Frecuencia
Atop + Autoin Control
0,75 0,91
0,08 0,03
0,08 -
- 0,02
- 0,05
0,08 -

p valor general

Frecuencia
Atop o Autoin Control
0,91 0,91
0,05 0,03
- 0,02
0,01 0,05

p valor general

0,74
0,53
0,33
0,14
0,17
0,26

p valor

0,86
0,92
0,45
0,64
0,18
0,63

p valor

0,96
0,51
0,41
0,22
0,17
0,41
0,41
0,43

p valor

0,12
0,25
0,02%
0,66
0,44
0,02%
0,03*

p valor

0,45
0,59
0,16
0,21
0,28
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Se observaron 9 haplotipos en los varones y 13 en las mujeres. En los varones se detectd en
conjunto que el haplotipo H1 sélo se observaba en controles (p = 0,005) (tabla 17). Las
mayores diferencias se detectaron en la distribucion global de haplotipos entre el grupo control
y el grupo de atopia y autoinmunidad (p = 0,01), en concreto, el haplotipo H8 (p = 0,01) sélo se

detect6 en el grupo de pacientes con atopia y autoinmunidad (tabla 17) y en ningtn control.

En el grupo de mujeres también se observaron diferencias en la distribucioén de haplotipos en el
grupo de atopia y autoinmunidad (p = 0,03), en concreto para el H3 (p = 0,02) y para el H12 (p

=0,02), mas frecuentes en pacientes que en controles (tabla 18).

5.3.4. COMPARACION CON IAS FRECVENCIiAS ALELiCAS DESCRiTAS EN OTRAS

POBLACiONES

A continuacion se detalla la frecuencia alélica de los polimorfismos que hemos encontrado y

que han sido descritos previamente en otras poblaciones (tabla 19).

Tabla 19. Frecuencia alélica reportada para los polimorfismos encontrados descritos anteriormente. Se
describe también la observada en los controles de nuestra poblacion. En la tabla se muestra la frecuencia
del alelo mutado.

Frecuencia alélica en Frecuencia alélica
rs otras poblaciones en nuestra poblacion

rs11465476 0,007

SNP2 rs148013438 0,009 0,016
rs2232367 0,022

SNP4 rs2232368 0,016 0,011

rs56066773 0,026
SNP6 rs6609859 0,057 0
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Se observa que el SNP mas frecuente en la poblacion descrita es el SNP6, sin embargo en

nuestra poblacion no s6lo no se ha detectado, sino que el mas frecuente es el SNP3.

5.3.5. PREDiCCiON PROTEiCA

El analisis de prediccion proteica para el haplotipo HO proporciond la secuencia que se observa

en la figura 61.

MPNPRPGKPSAPSLALGPSPGASPSWRAAPKASDLLGARGPG
GTFQGRDLRGGAHASSSSLNPMPPSQLQLPTLPLVMVAPSGAR
LGPLPHLQALLQDRPHFMHQLSTVDAHARTPVLQVHPLESPA
MISLTPPTTATGVFSLKARPGLPPGINVASLEWVSREPALLCT
FPNPSAPRKDSTLSAVPQSSYPLLANGVCKWPGCEKVFEEPE
DFLKHCQADHLLDEKGRAQCLLQREMVQSLEQQLVLEKEKLS
AMQAHLAGKMALTKASSVASSDKGSCCIVAAGSQGPVVPAW
SGPREAPDSLFAVRRHLWGSHGNSTFPEFLHNMDYFKFHNMR
PPFTYATLIRWAILEAPEKQRTLNEIYHWFTRMFAFFRNHPAT
WKNAIRHNLSLHKCFVRVESEKGAVWTVDELEFRKKRSQRPS
RCSNPTPGP

Figura 61. Prediccion proteica para el haplotipo HO. Se sefala los aminoacidos que corresponden a las
posiciones de los polimorfismos en region exonica (se marca el SNP3 en amarillo, el SNP8 en verde y
el SNP9 en azul).

Dicho andlisis permitio identificar dos motivos forkhead, un motivo en dedos de zinc y

diversos sitios de miristilacion, fosforilacion y glicosilacion (figura 62).

El andlisis individual de los SNP y de los haplotipos identificados en nuestra poblacién no
presentd niguna modificacion en la estructura primaria de la proteina predicha; sin embargo, se

observaron modificaciones en los distintos codones segun se muestra en la tabla 20.

117



RESVLTADOS

I R O -

C

Figura 62. Sitios funcionales de la proteina FOXP3: motivos forkhead (A), motivos en dedo de zinc (B)
y motivos de fosforilacion, glicosilacion y miristilacion (C).

Tabla 20. Cambio de coddn, aminoécido codificado y motivo en el que se localiza el polimorfismo.

: Codon Codon o -
Polimorfismo ) Aminoacido Motivo
silvestre mutado

Serina Sitio de fosforilacién

Sitio de miristilacion

stz e sl SSpaBIat o6 alicosilacion

Motivo Forkhead
Treonina Sitio de miristilacion

Sitio de fosforilacion

*Polimorfismo con significacion estadistica.
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6. DiSCVSIiON

6.1. DESCRiPCiON GENERAL Y VARIABLES A MBiENTALES

En nuestro estudio, la distribucion de varones y mujeres entre el grupo control y el de pacientes
fue similar, con lo que se evitd la presencia de sesgos relativos al sexo. Sin embargo, la
presencia de mujeres fue superior en el grupo de enfermedades autoinmunes, tal y como se ha
descrito en la literatura excepto para la diabetes (2-5, 27-34). En nuestra muestra predominaba
también el sexo femenino entre los pacientes diabéticos. Por otro lado, en el asma la mayoria

de los pacientes eran varones, al igual que se cita en la bibliografia (53-56).

Al analizar la distribucion por grupos, ademas de la citada situacion de los pacientes diabéticos,
se observo un predominio de mujeres en el grupo de patologia tiroidea, tal y como ha sido
descrito en la bibliografia (27-30); asi como un predominio del sexo femenino en el grupo de

enfermedad celiaca, si bien no fue muy marcado (31-34).

Por lo que respecta a la edad, como se ha comentado previamente, el grupo control provenia de
poblacion adulta para asegurar que no desarrollarian ninguna de las patologias de estudio en un
futuro. Se observaron diferencias en la distribucion por edades en las distintas enfermedades
autoinmunes, explicable por la distinta edad de presentacion de las mismas. Esta edad de
diagnoéstico concuerda con la recogida en la bibliografia, salvo para la enfermedad celiaca, que
habitualmente se diagnostica en los dos primeros afios de vida y, en nuestro estudio, la media
fue ligeramente superior. Es interesante resaltar que dos de los pacientes con diabetes mellitus

fueron diagnosticados cuando eran lactantes, lo cual no es habitual en esta enfermedad, aunque
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cada vez se describen mds casos, sin embargo, es muy caracteristico del debut de la diabetes en
pacientes afectos de IPEX. De todos modos, ninguno de estos dos pacientes presentaban otro

problema asociado a este sindrome.

En relacion a la prevalencia, se observo un numero similar de individuos con enfermedades
alérgicas y con enfermedades autoinmunes, determinado a priori en la inclusion de los
pacientes, aunque en realidad sea mas frecuente el primer grupo de enfermedades. Sin
embargo, las distintas enfermedades autoinmunes incluidas en el estudio si siguen la frecuencia
descrita en la literatura, siendo los pacientes celiacos los mas numerosos en el estudio, frente a

los afectados de patologia tiroidea autoinmune, los menos numerosos (2-5, 27-34).

En referencia a la dermatitis atdpica, en nuestro estudio se observo una asociacion significativa
entre esta dermopatia y presentar alergia, asociacion clasicamente conocida, pues comparten
mecanismos fisiopatologicos. No obstante, se cifra en un 12,2% los pacientes asmaticos que

presentan dermatitis atopica (48), mientras que en nuestra muestra fue superior al 80%.

En nuestra muestra, tanto en el grupo de atopia como en el de atopia y autoinmunidad, la
mayoria de pacientes estaban sensibilizados a polenes, seguido de los epitelios y los hongos vy,
finalmente, los acaros. Esta distribucion sigue la misma prevalencia que la descrita en otros

estudios nacionales (98), si bien ésta varia en funcion de la region espafola estudiada (48).

En relacion a la IgE total, cldsicamente se definian las enfermedades alérgicas como aquellas
mediadas por IgE, asi que ésta debia estar elevada en este grupo. Hoy en dia se sabe que es un
criterio que apoya el diagndstico, pero no es excluyente (49). Asi que, como era de esperar, se

observé una asociacion significativa entre las cifras de IgE total y presentar alergia, si bien no
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se han observado diferencias entre pertenecer al grupo de atopia o al de atopia mas

autoinmunidad.

Al analizar los antecedentes obstétricos y perinatales entre los tres grupos de pacientes, se
observo la presencia de mas partos pretérminos en el de atopia y autoinmunidad y mas partos
postérminos en los pacientes con autoinmunidad. En el grupo de enfermedad autoinmune se
observd también un mayor porcentaje de pacientes que nacieron postérmino cuando tenian
antecedentes familiares de enfermedad autoinmune. Sin embargo el poder estadistico fue muy

escaso y de hecho no hemos encontrado referencias en la bibliografia.

En relacién a los factores de riesgo ambiental, se detect6 en el grupo global que los pacientes
que no fueron a la guarderia presentaban una mayor presencia de asma. Merece destacar que el
poder estadistico de esta asociacion fue del 82,3% (o = 0,05) para este tamafio muestral. Esta
asociacion podria ser debida a que los padres de lactantes con sibilancias hubieran decidido no
llevarlos a la guarderia para evitar infecciones que precipitaran el cuadro, o bien, que aquellos
nifios que no fueron a la guarderia padecieron menor nimero de infecciones, y en
consecuencia, desarrollaron mas alergias y asma atdpica segun la hipotesis de la higiene. Sin
embargo, dada la enorme controversia existente en este tema y al carecer de la informacion
temporal, resulta dificil valorar si, en este caso, la presencia de asma fue una causa o una

consecuencia de la no asistencia a la guarderia.

En este grupo de pacientes también se relaciond la edad gestacional con la asistencia a
guarderia, observandose un menor niimero de pretérminos que fueron a guarderia. En general,
los pediatras aconsejan que los nifios pretérmino no acudan a la guarderia, sobre todo si fueron

muy prematuros, pues son mas propensos a las infecciones que los a término.
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En cuanto a los antecedentes familiares, los pacientes incluidos en este estudio presentaban un
alto porcentaje del mismo tipo de enfermedad que padecian entre sus familiares de primer
grado, similar a su vez a lo descrito en la bibliografia. Asi, se hace referencia a un mayor
numero de antecedentes familiares en el grupo de pacientes tiroideos (27). En nuestro estudio,
merece destacar que existian mas antecedentes familiares en el grupo de pacientes que
compartian sintomas de alergia y autoinmunidad. En la bibliografia se describen antecedentes
de enfermedad alérgica entre los asmaticos en el 70%, porcentaje similar al encontrado en
nuestro grupo de atopicos, y para nuestros pacientes que ademas padecian alguna patologia
autoinmune el porcentaje fue superior (75%). Esto refuerza la idea de la implicacion del

componente genético como factor etiopatogénico en este grupo de pacientes.

En el grupo de atopia, la mayoria de pacientes que vivian en un hogar en el que los padres
fumaban presentaron dermatitis atdpica (99). El poder estadistico para el tamafio muestral fue
de 80,3%. La asociacion entre dermatitis atopica y tabaco ha sido previamente descrita en
concreto relacionada con fumar durante el embarazo, sobre todo durante el tercer trimestre

(100); sin embargo existe cierta controversia sobre este tema (101).

En este mismo grupo, un alto porcentaje de los pacientes que tomaron lactancia artificial
presentaron pruebas cutdneas positivas, en concreto a acaros. Se conoce el efecto protector de
la lactancia materna frente al desarrollo de asma y de otras enfermedades alérgicas. Por lo que
no es de extrafar que aquellos que se alimentaron con lactancia artificial, presentasen una

sensibilizacion, como primer paso del desarrollo de este tipo de enfermedades (102-105).
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6.1.1. ANALiSiS MVLTiVARIANTE DE CORRESPONDENCIAS (MOMALS)

El Anélisis de Correspondencias Multiple se realizo para identificar las variables que mayor
influencia presentaban en la discriminacién de nuestra poblacion. Este analisis multivariante
proporciona un método estadistico que permite seleccionar el minimo niimero de variables
necesarias para tipificar a los pacientes. En nuestro caso, mediante esta técnica estadistica
apreciamos que, de las numerosas variables recogidas en el estudio, s6lo unas pocas son las que
mejor definirian a los individuos en el espacio de dos dimensiones. Tras la identificacion de
estas variables, y en funcion de su influencia en cada una de las tres dimensiones del estudio, se
realiz6 la representacion grafica de los pacientes. Al etiquetar estos pacientes se observo que
claramente el plano factorial 1-2 era el que mejor individualizaba los tres grupos de nuestro
estudio. Del mismo modo, el plano 2-3 individualizé los grupos de pacientes segun la
enfermedad autoinmunitaria que presentasen. En nuestro estudio las variables que mejor
caracterizaban la poblacion fueron el asma, las pruebas cutaneas a epitelios, la enfermedad
celiaca, la tiroiditis autoinmune, el curso del embarazo y la edad gestacional. Merece destacar
que de nuevo la dermatitis atopica y el habito tabaquico en el domicilio figuraban como

variables con gran influencia en la caracterizacion de la muestra.

6.2. ESTVDiO GENETICO

En este estudio hemos identificado por primera vez 7 nuevos polimorfismos en el gen FOXP3.
Ademas hemos analizado otros 6 SNP anteriormente descritos, pero que no habian sido
previamente estudiados en otras poblaciones con las mismas patologias que los pacientes de

nuestra muestra. Unicamente el polimorfismo descrito en nuestro estudio, el SNP4 habia sido
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estudiado previamente en poblacién China adulta con rinitis (106). En este estudio no se
encontrd asociacion con dicha enfermedad. En nuestro andlisis el SNP4 tampoco se asocio a

ninguna de las variables analizadas relacionadas con la alergia.

En general, se observd una mayor heterocigosis que homocigosis en todos los grupos de
pacientes. No obstante, cabe destacar que unicamente en el grupo de pacientes con
autoinmunidad y atopia los porcentajes de homocigotos mutados y heterocigotos fueron
similares. Previamente hemos descrito un aumento de los antecedentes familiares en este grupo
de pacientes, siendo a su vez este subgrupo de pacientes el que presentaba mayores
asociaciones génicas, por lo que la repercusion de la carga genética en este grupo parece ser

importante.

En nuestro estudio hemos encontrado 3 polimorfismos en regién exdnica, el SNP3, el SNP 8 y
el SNP9, que no producen cambios en la estructura primaria de la proteina, por lo que
clasicamente se clasificarian como mutaciones silenciosas. El conjunto del proceso de
transferencia de informacion génica, denominado codigo genético, contempla el sistema de las
cuatro letras del ADN, y su posterior transferencia al cddigo requerido para seleccionar cada
uno de los 20 aminoécidos. Pero este cddigo es "redundante"”, es decir, cada aminoacido tiene
varios codones que potencialmente pueden identificarlo. Al existir codones sindonimos para
cada aminodcido, puede suceder que una mutacion, a pesar de afectar a un nucleétido de uno
de los codones, no necesariamente altere la estructura de la proteina, debido a la existencia de
codones sindnimos. Al no alterar la estructura primaria de la proteina a estas mutaciones se las
ha llamado "mutaciones silenciosas". Sin embargo se ha demostrado que estas mutaciones

pueden interferir en la trascripciéon del ADN y en la sintesis de la proteina.
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Se han identificado en los ultimos afios unas secuencias denominadas "potenciadores de
empalmes de exones" (exonic splicing enhancer o, ESE) que son secuencias cortas de tres a
ocho nucledtidos que se intercalan cerca del extremo de los exones y definen el punto donde
debe actuar la maquinaria del empalme. Se ha observado que dentro de los codones sinénimos

algunos actian como ESE y otros no, alterando de ese modo la expresion proteica final.

El otro mecanismo descrito esta relacionado con la estructura que adopta el mRNA ya formado
que puede variar en funcion de la mutacion identificada debido al apareamiento de nucleotidos
complementarios. La forma en que se pliega el mRNA determina su estabilidad y ello afecta la
velocidad de la traduccion y al plegamiento de la proteina. La forma de la proteina depende de
su plegamiento y determina completamente la funcién de la misma. Este mecanismo ha sido
recientemente identificado para el gen receptor de dopamina D2. En la actualidad se conocen

mas de 50 enfermedades debidas a mutaciones silenciosas.

Del mismo modo que para las mutaciones silenciosas, tradicionalmente se creia que las
mutaciones localizadas en regiones intrénicas no implicaban ninguna alteracion en la funcion
de la proteina porque no se traducian, pero cada vez hay mds evidencias acerca del efecto
regulador que ejercen algunas secuencias intronicas. En este sentido, en nuestro estudio se han
identificado polimorfismos en secuencias reguladoras intronicas como SNP2, SNP5 y SNP11,
asi como en la regiéon 3’UTR, como SNP13, que podrian estar modulando la expresion de
FOXP3. Estos resultados plantean la posibilidad de que las variantes génicas identificadas en
FOXP3 en estos pacientes se relacionen mas con el control de la expresion génica que con la

modificacion de la propia estructura primaria de la proteina.
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El andlisis de frecuencias alélicas y genotipicas se realizé diferenciado por sexos, debido a la
localizacién del gen en el cromosoma X. En el andlisis llevado a cabo en el grupo de varones se
obtuvieron asociaciones significativas con tres polimorfismos, el SNP3, el SNP5 y el SNP12;
sin embargo, no se encontrd ninguna relacion estadisticamente significativa en el grupo de
mujeres. Posiblemente la doble dosis aportada por los dos alelos del cromosoma X en mujeres
explica las diferencias en las asociaciones encontradas entre ambos grupos, ya que en las
mujeres heterocigotas los alelos mutados, si se comportaran como recesivos, verian

enmascarado su efecto sobre el fenotipo.

En este estudio hemos identificado una asociacion estadisticamente significativa entre el alelo
mutado del SNP5, y la presencia simultanea de alergia y autoinmunidad (poder estadistico
superior al 70% con una probabilidad de emitir un resultado positivo falso, FPRP, menor al
10%). Este polimorfismo ha sido reportado con anterioridad y se localiza en la region no
codificante del exén 11, es decir, en un region que se transcibe a mRNA, pero que tras el
procesamiento de éste, no se traduce a proteina. Por lo tanto, dicha mutacidon no afectaria a la
secuencia de aminoécidos de la proteina pero si a la secuencia final del RNA mensajero. Esta
alteracion podria tener consecuencias sobre la estabilidad del RNA que podria ver alterada la
eficiencia de transcripcion o incluso sus sefales de localizacion celular. De hecho, Bennett y
cols. encontraron mutaciones en la regidon posterior al Ultimo ex6n que producian una
disminucion de la expresion de la proteina por reduccion de la expresion del mRNA (138). Nos
encontramos de nuevo ante una variante génica con efecto sobre el control del mecanismo

transcripcional.

En referencia al SNP3, éste se observd con mayor frecuencia en el grupo control. Este

polimorfismo, ya descrito con anterioridad, se localiza en el exén 5. (Poder estadistico 77,7%
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FPRP 6,2%). Los resultados encontrados sugieren que seria un cambio con efecto protector,
que aunque no produzca un cambio en la secuencia de aminoacidos de la proteina podria
producir modificaciones funcionales en la proteina resultante, como se ha mencionado
anteriormente. En la bibliografia consultada Uinicamente identificamos un articulo en el que
estudiaron esta variante génica pero en enfermos italianos pediatricos afectos de enfermedad de
kawasaki, que no ha sido objetivo de nuestro estudio. Aunque, si bien es cierto, no encontraron

asociacion con esta enfermedad.

Finalmente, el SNP12 se encontré con mayor frecuencia en los controles que en los pacientes.
Este polimorfismo se localiza en region intronica, pero no ha sido reportado anteriormente.
Asi, segun nuestros resultados, se podria pensar que el polimorfismo se asociaria a un efecto

protector, pero en este caso el poder estadistico fue inferior al 70%.

En los estudios de asociacion resulta esencial analizar los SNP en su contexto, no solo de forma
aislada, ya que su efecto en la proteina expresada va a depender del alelo en el que se localice
cada una de las copias. En nuestro estudio hemos analizado las combinaciones haplotipicas de
los SNP objeto de estudio observandose una distribucion diferente de dichas combinaciones
entre los grupos de mujeres y hombres. En este sentido hemos encontrado 13 combinaciones
distintas en las mujeres y Gnicamente 9 entre los hombres, lo que nuevamente puede deberse al
hecho de que las mujeres presentan doble dosis génica y por lo tanto mayor posibilidad de

variacion.

Dentro del grupo de los varones se encontré asociacion estadisticamente significativa en la
distribucion global de haplotipos entre el grupo control y el grupo de pacientes que presentaban

conjuntamente autoinmunidad y alergia. Al igual que en resultados anteriores, este grupo
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vuelve a presentarse como un grupo compacto con unas caracteristicas genéticas concretas y
significativamente distintas del resto de grupos. En el andlisis de cada uno de los haplotipos
frente al resto destacan tres haplotipos para los que se encontrd asociacion significativa en el
analisis. En este sentido, el haplotipo H8 se observéd tnicamente en el grupo de pacientes con
autoinmunidad y alergia (poder estadistico 70% para este tamafio muestral), por el contrario,
los haplotipos H1 y HO (PE menor de 70%; FPRP menor del 1%) se detectaron con mayor
frecuencia en el grupo control que en el grupo de autoinmunidad y atopia. Estos datos sugieren
que los haplotipos HO y H1 podrian ser protectores, en especial el HI que no se ha detectado en
ningln paciente, mientras que el HS8 estaria més relacionado con el desarrollo de ambas

enfermedades de forma conjunta.

Al analizar los posibles haplotipos en los individuos de sexo femenino, se ha encontrado dos
haplotipos asociados de forma significativa: el H3 y el H12. Estos haplotipos se deben a los
SNP2 y SNPI13, respectivamente, que estan en region 3’-UTR relacionada como se ha
comentado con el control de la transcripcion, sin embargo el poder estadistico fue muy bajo

con lo que este tamafio muestral no seria suficiente para confirmar esta asociacion.

En resumen, podriamos concluir que las asociaciones detectadas son claramente distintas en los
grupos de hombres y mujeres, pero en conjunto se observa que el grupo de atopia y
autoinmunidad es el que presenta mayores diferencias en cuanto a la distribucion haplotipica,
tanto en el sexo masculino como en el femenino y dichas asociaciones podrian tener efectos en

el control de la transcripcion.

El gen FOXP3 fue descrito en el 2001, y desde entonces se ha intentado conocer mas sobre sus

funciones en las células T reguladoras y sus posibles interacciones con otros genes. Se sabe que
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estd implicado directamente en la patogénesis del IPEX, produciendo numerosas enfermedades
relacionadas con el sistema inmunitario. Por este motivo, se ha especulado sobre si podria estar
también implicado en el desarrollo, de forma individual, de estas enfermedades englobadas en
el IPEX, y/o de otras, también de naturaleza inmunitaria, en las que se ha evaluado también la
participacion de las células T reguladoras. Asi, podemos encontrar en la literatura estudios que
intentan relacionar polimorfismos en el gen FOXP3 o alteraciones en el nimero o funcion de
las Treg con la diabetes mellitus, la tiroiditis autoinmune, la enfermedad celiaca, el asma y la
rinitis alérgica, toda ellas, incluidas en el sindrome IPEX; asi, como con la cirrosis biliar
primaria, la esclerosis multiple, el lupus eritematoso sistémico, la artritis reumatoide, la
enfermedad de Kawasaki, entre otras. Estos estudios son escasos y sus resultados son

contradictorios (25, 68, 80, 106-137).

Como se ha comentado anteriormente, en nuestro caso las asociaciones se han encontrado en
los pacientes del grupo que compartian alergia y autoinmunidad o cuando ambas entidades eran
consideradas en conjunto. Considerando las diferentes enfermedades autoinmunes de forma
independiente, practicamente la mitad de los nifios portadores de alelos mutados para los SNP
3, 5 y 12 presentaban celiaquia; el resto eran diabéticos o con tiroiditis, en un porcentaje
similar. En relacion con los estudios en los que se ha analizado la posible asociacion entre
polimorfismos del gen y una patologia concreta, los resultados tampoco son concordantes.
Existen diversos estudios que analizan determinados polimorfismos del gen en pacientes con
diabetes tipo 1, en cuatro de los cuales participan nifios (123-128). Tres de estos estudios estan
realizados en poblacioén caucasica. Los resultados, sin embargo, son contradictorios, ain en
aquellos que han estudiado los mismos polimorfismos, no encontrando asociacién entre los
polimorfismos estudiados y la patologia en cuatro estudios, mientras que en los dos restantes, si

que la hallan. Son dos los estudios que comentan la asociacion de mutaciones en el gen con la

130



DiSCVSiON

patologia tiroidea autoinmune (129, 130). Uno estudia poblacién japonesa adulta, y el otro
incluye ademas a caucésicos. Los resultados encontrados son curiosos, pues mientras que en
uno si encuentra asociacion; en el otro, s6lo la encuentran en la poblacion caucésica, pero no en
la japonesa. En relacion a la enfermedad celiaca, otras dos publicaciones han sido estudiadas
(128, 131). Ambos estudian poblacidon caucasica y en ninguno encuentran asociacion con los
polimorfismos que estudian. Cabe mencionar, que uno de éstos es el unico estudio que se
realiza en poblacion espafiola, aunque en poblacion adulta. Si analizamos la asociacion con la
enfermedad alérgica (sensibilizacion a alglin alergeno, alergia alimentaria, rinitis alérgica y/o
asma), nos encontramos con siete estudios, tres de los cuales realizados en raza caucdasica y en
dos de éstos, participaron nifios (106, 132-137). Todos encuentran algtn tipo de relacion entre

alguno de los polimorfismos analizados y la enfermedad alérgica estudiada.

En referencia a los trabajos que han estudiado la relacion entre las células Treg y las
enfermedades autoinmunes y/o de base alérgica, los resultados son dispares. Asi, mientras que
algunos autores encuentran sorprendentemente un incremento de las células Treg en los
enfermos celiacos (107, 108), otros no lo observan, pero si observan una disminucién de su
actividad (109, 110). Algunos investigadores, ademéas de encontrar este aumento celular,
valoran la expresion de FOXP3; si bien los resultados son opuestos entre los distintos estudios,
pues mientras que unos encuentran un aumento de la expresion (111), otros encuentran una
disminucién (112). En la alergia alimentaria también han encontrado un aumento de este
subtipo celular (113); sin embargo, en la diabetes tipo 1 los estudios vuelven a ser
contradictorios, tanto en si existe una disminucioén en el nimero de Treg, como si hay una
alteracion en su funcion (25, 68, 80, 114-122). En cualquier caso el efecto oscilante
previamente descrito en relacion con la proliferacion de las células Treg podria explicar en

parte esta controversia.
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En nuestro andlisis de la secuencia del gen, hemos encontrado cierta asociacion especialmente
en los pacientes que presentan alergia y autoinmunidad, sin embargo en el estudio del paciente

con [PEX-like no encontramos ninguna asociacion.

Como se comentd anteriormente, ya se habia realizado el estudio en otro hospital, sin objetivar
tampoco ningiin cambio en la secuencia del ADN de FOXP3, por lo que lo diagnosticaron de
IPEX-like, pero desconociamos la profundidad del estudio realizado previamente.
Considerando los resultados detectados en otros pacientes que se relacionaban mas con el
control transcripcional, es posible que este paciente porte variaciones génicas que no se
encuentren en las regiones codificantes, sino en regiones intronicas, o promotoras que regulen
la expresion de estas primeras. Como se ha comentado han sido reportadas mutaciones en la
region posterior al Gltimo exén que producian una disminucion de la proteina por reduccion de
la expresion del mRNA (138). Nosotros encontramos un polimorfismo con significacion
estadistica en esta region, el SNP5, que se ha comentado anteriormente, aunque no en este

paciente.

Asimismo, se habla de una heterogenicidad genética, al haberse observado la enfermedad hasta
en un 10-40% de varones sin mutacion en el gen o en mujeres. Apoyando este dato existen
distintos articulos que postulan la posible existencia de genes en regiones autosomicas
responsables de esta situacion, pero que se desconocen (61, 65). Barzaghi y cols. observaron un
menor nimero de Treg en la periferia en pacientes con IPEX-like (en los que no se ha
encontrado mutacion), con respecto a controles; y comentaron la posibilidad de un control
epigenético del gen (139). En la linea de esta teoria, hay estudios que han observado la
existencia de acetilaciones y metilaciones en sitios especificos en proteinas histonas que son

esenciales para la remodelacion de la cromatina, permitiendo o no el acceso de factores de

132



DiSCVSiON

transcripcion hasta la region promotora del gen. Adicionalmente, los residuos citosina de los
dinucleétidos CpG, ubicados dentro de las regiones promotoras, también se ha visto que
pueden ser blanco de metilaciones o demetilaciones, llevando a condensacion o
descondensacion de la cromatina respectivamente, afectando asi la expresion génica (62, 72).
Otro posible control epigenético podria ser el observado por Liu y cols. Ellos detectaron que el
déficit de la proteina PIAS1 produce la diferenciacion de las células T reguladoras naturales.
PIAS1 actiia uniéndose al promotor de FOXP3 para reclutar DNA metiltranferasas, y en su
defecto, FOXP3 no se metila aumentando la accesibilidad de otros factores a su promotor para
iniciar la transcripcion (140). En nuestro caso, el analisis epigenético de la region promotora
escapa el alcance de los objetivos de esta tesis, ya que al actuar FOXP3 como factor de
transcripcion con motivos especificos de union al ADN considerdbamos que las mutaciones
mas interesantes desde el punto de vista funcional se localizarian en la region codificante. Sin
embargo, dado los resultados obtenidos en este trabajo que orientan hacia un control
trancripcional de la expresion génica, consideramos que seria interesante analizar también la

region promotora del gen en este tipo de pacientes.

Dada esta heterogenicidad de resultados publicados y que s6lo un estudio estaba realizado en
poblacion espafiola (aunque no pediatrica) nos planteamos la necesidad de analizar el gen en
algunas de las enfermedades inmunoldgicas mas frecuentes de la infancia. Ademas, la mayoria
de los investigadores analizaron algunos de los polimorfismos mas frecuentes del gen; excepto
tres grupos que realizaron primero un cribaje de todo el gen en algunos pacientes, para después
estudiar los polimorfismos mas relevantes en el resto de la muestra. Nuestro objetivo, sin
embargo, fue secuenciar todas las regiones codificantes del gen en todos los individuos
incluidos en el estudio, lo que podria conllevar un importante impacto potencial en el

conocimiento del papel del gen FOXP3 en las enfermedades alérgicas y autoinmunes.
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Diversos motivos pueden explicar esa heterogeneidad asi como las discordancias en los
resultados de asociacion, desde la diferente distribucion étnica a los criterios fenotipicos de
inclusion. Por otro lado, es muy importante el control en la calidad tanto del trabajo de
laboratorio como en los analisis estadisticos. En nuestro estudio, los criterios de inclusion estan
claramente establecidos y resultd fundamental la caracterizacion del grupo control. En relacion
a la calidad del trabajo de laboratorio es fundamental seguir procedimientos controlados, como
evitar la contaminacion de las muestras. Igualmente para evitar sesgos experimentales es
necesario no genotipar los pacientes y los controles en series separadas y desconocer la
procedencia de las muestras en el momento de la interpretacion. En nuestro caso hemos
seguido estrictamente las recomendaciones de la European Management Quality Network

(141).

Por lo que respecta al control de la calidad de los andlisis in silico es fundamental emplear
criterios de control como el estudio del equilibrio de Hardy-Weinberg que se cumplio en todos
los casos. Ademds, merece destacar que en los estudios de asociacion no es suficiente la
obtencion de p significativas menores de 0,05 sino que es fundamental evitar emitir resultados
positivos falsos y controlar el poder estadistico del tamafio muestral empleado (142-145). El
descuido de cualquiera de estos aspectos puede ser una de las causas de ausencia de
concordancia en los estudios de asociacion. En nuestro caso, aunque consideramos que todas
las asociaciones génicas deben ser confirmadas en mas de un estudio poblacional, pensamos
que en especial aquellas asociaciones en las que no se ha superado el 80% del poder estadistico
(o el 70% acompafiado de un FPRP inferior al 10%) deberian ser estudiadas en poblaciones

mas amplias para su confirmacion.
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6.3. LiMiTACiONES DEL ESTVDiO

En todo estudio realizado existen una serie de limitaciones, y consideramos importante realizar

un analisis critico de este trabajo.

En primer lugar, se trata de un estudio transversal de casos y controles. Este tipo de disefio de
un estudio permite estudiar varias variables resultado, como enfermedad y exposicion. Por otro
lado el disefio require un buen control de la seleccion de los sujetos de estudio, un tamafio
muestral relativamente pequefio y poco tiempo de ejecucion del estudio, puesto que no hay
seguimiento de los individuos. Sin embargo, presenta una serie de inconvenientes, entre los que
destacan la dificultad de determinar si la exposicion precede a la enfermedad, es decir,
dificultad para establecer el sentido de la direccionalidad de asociaciones; y la informacion de
la exposicion es muy vulnerable a errores de medicion, especialmente si la recogida es

retrospectiva.

Ademas, el método de recogida de los datos de los pacientes y controles se realiz6 mediante
revision de historias clinicas. Esto conlleva una serie de limitaciones como, la ausencia de
algunos datos de interés, la posibilidad de diferencias en criterios médicos debidas a que las
historias no estaban realizadas por el mismo profesional, y que muchos datos no eran objetivos

pues provenian de una encuesta clinica.

El tamafio muestral en nuestro estudio si bien no fue muy reducido, si presentd algunas

limitaciones al hacer andlisis de subgrupos, sin embargo, el estudio del poder estadistico

permiti6 calcular el tamafio muestral en nuestro estudio.
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Como se ha comentado anteriormente, existe una diferencia entre la edad del grupo de
pacientes y de los controles. Esta diferencia se debe a que la eleccion de un grupo control en el
que estén ausentes todas las patologias de estudio es requerimiento esencial en estos andlisis
por lo que no podiamos utilizar controles de edad pediatrica ya que estos son susceptibles de

desarrollar posteriormente alguna de las enfermedades objeto de este estudio.
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7. CONCLVSIONES

1. Las variables clinico-bioldgicas que mejor caracterizan nuestra poblacion desde el
punto de vista epidemioldgico son la presencia de asma, las pruebas cutaneas a epitelios, la

enfermedad celiaca, la tiroiditis autoinmune, el curso de embarazo y la edad gestacional.

2. En este estudio, la exposicion al humo de tabaco parece ser un factor de riesgo para el
desarrollo de dermatitis atopica. El desarrollo de asma resulté ser inferior en los pacientes de
nuestro estudio que asistieron a guarderia. En esta ultima asociacion no podemos identificar

claramente cual de ambos es el efecto causal.

3. En este trabajo se identifican por primera vez 7 polimorfismos nuevos en el gen

FOXP3, que no habian sido descritos previamente en la bibliografia.

4. Existen diferencias en relacion con el sexo entre las asociaciones de las variantes
génicas del gen FOXP3 y las enfermedades inmunologicas estudiadas, atribuibles a la

localizacion génica de FOXP3 en el cromosoma X.

5. De los polimorfismos identificados, se han detectado asociaciones génicas con los SNP
3, 5y 12. En concreto, el alelo mutado del polimorfismo SNP5 del gen FOXP3 se asocia a la
presencia conjunta de enfermedad alérgica y autoinmunidad en los varones, mientras que los

otros dos se detectan con mas frecuencia en los controles en nuestro estudio.

6. Existe una distribucion significativamente diferente de los haplotipos del gen FOXP3,

especificamente el haplotipo H8 so6lo se ha detectado en los pacientes con enfermedad alérgica
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y autoinmunidad, en los varones, en contraste con los haplotipos HO y H1 mas frecuentes en

los controles.

7. Los pacientes que presentaban simultdineamente alergia y autoinmunidad presentaron
mas asociaciones génicas que el resto de los grupos de enfermedades inmunoldgicas en
relacion con el gen FOXP3, lo que sugiere una mayor implicacion de este factor genético en la

regulacion imnunoldgica en nuestros pacientes.

8. Las variantes génicas de FOXP3 detectadas en este trabajo estarian implicadas
fundamentalmente en la estabilizacion del RNA y en el control transcripcional, por lo que
proponemos que la modulacion de la expresion génica podria ser el mecanismo que subyace en
la asociacion identificada en los pacientes que presentan simultdneamente alergia y

enfermedades autoinmunes en nuestro estudio.
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