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I INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. Asma

El asma como sintoma se recoge ya en el papiro de Ebers en 3500 A.C. y
fue HipoOcrates quien primero usé esta palabra para describirlo como una
enfermedad. Maiménides es reconocido como el primer autor de una monografia
sobre el proceso. Su etimologia proviene del latin asthma y ésta a su vez del

griego dod-pa, que significa “jadeo”.

El asma se define como una enfermedad inflamatoria cronica de las vias
respiratorias en la que intervienen numerosas células y elementos celulares. La
inflamacion cronica se asocia con hiperreactividad bronquial, que conduce a
episodios recurrentes de sibilancias, disnea, opresion toracica y tos,
principalmente nocturnos o a primeras horas de la mafiana. Estos episodios se
encuentran habitualmente asociados a una obstruccion variable al flujo aéreo,
total o parcialmente reversible, ya sea espontanea 0 por accién

farmacolégica (1).

Proportion of population (% )*

7.6-10.0 0-2.5

5.1-75 [:l No standardized data available

llustracion 1. Mapa mundial de la prevalencia de asma. Tomado de Masoli y cols. (2).
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Se estima que en todo el mundo existen aproximadamente unos 300
millones de asmaticos (3). La distribucion a nivel mundial no es homogénea en
todos los paises, de manera que la prevalencia oscila entre el 1-18% en los
distintos paises (2). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que al
afio se producen 250.000 muertes debidas al asma, lo que supone un 1% del

total de muertes por enfermedad (3).

La prevalencia del asma en Espafia se encuentra entre el 4,3% y 16,3%
en nifios (4, 5) y entre el 1,4% y el 3,4% en adultos (6). Esta enfermedad es la
manifestacion mas frecuente de alergia después de la rinitis. Hasta la actualidad,
se han elaborado varios cuestionarios epidemiolégicos: cuestionario del
International Study of Asthma and Allergy in Children (ISAAC) (4, 5), el
cuestionario de la European Community Respiratory Healt Survey (ECRHS) (7) y
otros estudios realizados en Inglaterra (8), Australia (9), Estados Unidos (10) y
Nueva Zelanda (11). Todos ellos refieren que se ha producido un aumento de
prevalencia del asma (4, 5, 12). Algunos autores siguen sosteniendo que la falta
reiterada de estandarizacion de los métodos de estudio epidemioldgico y la
escasez de estudios que han utilizado marcadores objetivos del asma hacen que
siga habiendo insuficientes indicios para demostrar que la prevalencia del asma
ha aumentado. También propugnan que el aumento de los casos notificados solo
refleja el cambio en la conducta diagnoéstica de los médicos o la mejor
identificacion de la enfermedad por parte de los padres. No obstante, en los
estudios en los que se han verificado los sintomas referidos por el paciente,
aunque la prevalencia de los diagnosticos de asma ha aumentado (lo que indica
cierto sesgo hacia una mayor deteccion de la enfermedad), si se ha constatado
un aumento real de prevalencia. Asimismo, también lo han hecho la prevalencia
de los sintomas y la utilizacion de los servicios sanitarios debido a esta
enfermedad (13).

Los costes que supone el asma son sustanciosos, tanto en términos
econdmicos: costes de tratamiento y hospitalizacién; como sociales (14): se
estima que el asma es una causa frecuente de ausencia del puesto de trabajo en
muchos paises industrializados, incluyendo Australia, Suecia, Reino Unido y
Estados Unidos (15).



I INTRODUCCION

1.1.1. Definicioén

El asma bronquial es una enfermedad caracterizada por la inflamacion de
las vias respiratorias, hiperreactividad bronquial a diferentes estimulos y una
obstruccion bronquial variable espontdneamente o con tratamiento. Es, por su
morbimortalidad, la patologia crénica mas importante en la infancia, con una
prevalencia que ademas ha aumentado en los paises occidentales en las ultimas
décadas y cuyas exacerbaciones o crisis son un motivo de consulta, tanto
ambulatoria [en la Comunidad de Madrid, las estimaciones describen una
incidencia anual de 3,5 episodios por cada 100 habitantes de 0 a 14 afios y de
0,6% en los mayores de 14 afios (16)] como hospitalaria [en Espafia, alrededor
del 1 % del total de urgencias atendidas en el hospital en la poblacion mayor de
14 afios son consecuencia de esta enfermedad (17, 18), cifra que se incrementa
si consideramos también a la poblacion infantil]. Este aumento ha sido objetivado
en numerosos estudios tanto extranjeros como nacionales, entre ellos el citado
estudio ISAAC. La prevalencia del asma en la infancia parece estar aumentando
en los paises industrializados de forma constante desde los afios setenta, siendo
la magnitud de este incremento mayor en los paises anglosajones (5).

El asma es un sindrome complejo con multiples fenotipos, tanto en nifios
como en adultos. Su desarrollo depende de la interaccién de factores genéticos,
ambientales y una gran variedad de desencadenantes especificos y no
especificos. El asma es una enfermedad en la que la interaccion de los factores
ambientales a edades tempranas es crucial para el posterior desarrollo de una
enfermedad crénica y persistente. La identificacién de estos factores es esencial
para el desarrollo de estrategias de prevencion primaria eficaces, que deben ir
enfocadas a evitar la aparicion de estos eventos en la infancia. De ahi la
importancia de realizar el estudio alergoldgico en los nifios para objetivar posible
hipersensibilidad a algun aeroalérgeno. La sensibilizacion a alérgenos comunes
puede iniciar y mantener el proceso inflamatorio de la via aérea que conduce al

desarrollo de asma (19, 20).

Para que la inhalaciéon del alérgeno inicie una respuesta inflamatoria
mediada por la IgE en las vias respiratorias, debe ser captado por las células

dendriticas, que migran a los nodulos linfaticos donde presentan el antigeno
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procesado a las células T. Las células presentadoras de antigenos son cruciales
en el inicio y control de la inflamacion alérgica, presentan el antigeno a los
linfocitos CD4+.

La interaccion entre estas células y el tipo de respuesta inmune esta
influenciada por la presencia o ausencia de determinadas citocinas. La presencia
de IL-4, IL-5, IL-13 (patron de citocinas Th2) induce a las células B a la
produccion de IgE. Existe un gran namero de citocinas que participan y regulan

la respuesta inflamatoria de las vias respiratorias en el asma.

La IgE producida y liberada por las células B se une a su receptor de alta
afinidad (FceRIl) en la superficie de los mastocitos tisulares o los baséfilos
periféricos y a los receptores de baja afinidad (FCeRIl o CD23) presentes en
linfocitos, eosindfilos, plaquetas y macréfagos. En el caso del receptor de alta
afinidad, cuando el alérgeno interacciona al menos con dos moléculas de IgE,
unidas cada una a su receptor de membrana, se produce la activacion celular y
la liberacion de mediadores preformados, junto con la produccion de nuevos
mediadores. Tanto los mastocitos como los basdfilos pueden liberar IL-13 e IL-14
-y, ademads, expresar CD40L-, induciendo una mayor sintesis de IgE vy
potenciando la reaccion inflamatoria alérgica (21).

Los eosindfilos son estimulados principalmente por la IL-5 y, a su vez,
producen IL-3, IL-5, GM-CSF y, en fase de activacion, segregan proteinas
proinflamatorias como la proteina basica principal (MBP), la neurotoxina derivada
de los eosindfilos (EDN), peroxidasas y la proteina catiénica (ECP). La MBP del
eosindfilo estd directamente relacionada con el dafio del epitelio de la via
respiratoria, intensificando la hiperreactividad bronquial e induciendo la
desgranulacion de basdfilos y nuevos eosindfilos, incrementando la gravedad del
asma (22, 23).

Los principales factores que contribuyen a la morbimortalidad del asma
son un diagnostico tardio y un tratamiento inadecuado. El infradiagnéstico del
asma esta favorecido por una busqueda tardia de asistencia médica, poca
atencion a los sintomas o por un diagndéstico erroneo (confusion con sintomas

propios de una infeccion bronquial). El infradiagndstico del asma conlleva, asi
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mismo, un mal tratamiento y, como consecuencia, un incremento en su
morbimortalidad (24, 25).

Asma e hiperreactividad bronquial no son sinébnimos. La hiperreactividad
bronquial es una de las caracteristicas fisiopatologicas del asma y su
manifestacion clinica, el broncoespasmo, uno de los puntos a combatir en el
tratamiento de la crisis asmatica.

Los estudios longitudinales muestran que solo una pequefia proporcion de
las personas con asma presenta sintomas de manera continuada a lo largo de la
vida, mientras que, en la mayoria de los casos, el asma adopta una presentacién

sintomatica intermitente, con periodos variables de actividad (26).

La expectativa de vida de la poblacion, en los paises desarrollados y
gracias a los cambios acontecidos en politica socio-laboral y sanitaria en las
Ultimas décadas, ha supuesto un progresivo aumento en la longevidad de los
ciudadanos. Debido a ello han surgido enfermedades crénicas y discapacidades
qgue antes no tenian lugar. Es por ello que los futuros objetivos estratégicos se
dirigen, no tanto al aumento en los afios de vida, sino a la calidad o valor del
tiempo de vida, en definitiva, al bienestar subjetivo de la persona (27). La
medicion de la salud debe incluir, no solo el andlisis del estado de salud, sino
también la utilidad que el paciente hace de ésta y la satisfaccién que le produce
(28). La definicion del término calidad de vida es complicada. La calidad de vida
relacionada con la salud (CVRS) es el componente de la calidad de vida global
gue esta determinado principalmente por la salud del individuo y puede ser
influenciado por las intervenciones médicas. Las consecuencias producidas por
cualquier enfermedad vienen determinadas, no solo por el dafio anatomo-
fisiologico y el deterioro funcional presentes, sino también por la valoracién
personal que el propio sujeto realiza sobre las repercusiones que ese dafio y ese
deterioro ocasionan en su equilibrio psicologico y grado de bienestar, de acuerdo
con su percepcion e interpretacion. En el fondo, el concepto de CVRS, que es
una valoracion multidimensional, refleja la definicion que la Organizacion Mundial
de la Salud otorga al término salud: el estado de completo bienestar fisico,
mental y social, y no meramente la ausencia de enfermedad (29). Por ello en

personas con enfermedades de larga evolucion, como las enfermedades



alérgicas, incluida el asma, la valoracién de la CVRS es aun mas relevante, dado

el caracter muchas veces cronico de las mismas.

1.1.2. Fenotipos

Entendemos por “fenotipo” el conjunto de caracteristicas observables en
un individuo que resultan de la interaccion entre los genes que posee (genotipo)

y el medio ambiente.

Tradicionalmente, se ha clasificado el asma en dos fenotipos: asma
extrinseca (también llamada atépica o alérgica) e intrinseca (o no alérgica),

dependiendo de los estimulos que la desencadenen.

1.1.2.1. Asma intrinseca

El término "asma intrinseca” fue propuesto por Rackemann (30) para
denominar al asma que afectaba a los pacientes que presentaban pruebas
cutdneas negativas con los alérgenos inhalantes conocidos. Sin embargo,
durante los afios siguientes esta enfermedad se ha considerado como un
proceso con identidad propia y diferente del asma alérgica, y se le han asignado
una serie de caracteristicas, como cursar con valores de inmunoglobulina E (IgE)
sérica total normales, comenzar en la edad adulta, ser mas frecuente en mujeres
y la tendencia a la asociacion con poliposis nasosinusal e intolerancia a los

antiinflamatorios no esteroideos.

Es indudable que el asma alérgica puede comenzar también en la edad
adulta y se ha encontrado que entre el 48 y el 80% de los individuos adultos con
asma estan sensibilizados a algun inhalante (31-33). Finalmente, la intolerancia
a antiinflamatorios no esteroideos se observa también en los pacientes con asma
alérgica (34). En consecuencia, la Unica caracteristica clinica exclusiva del asma

intrinseca es la ausencia de sensibilizacion a los inhalantes conocidos.

En el liquido del lavado broncoalveolar (BAL) de los pacientes asmaticos

tanto intrinsecos como extrinsecos se encuentra un aumento del nimero de
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linfocitos, mastocitos y de eosindfilos, asi como evidencia de activacion de los
macrofagos, en comparacion con los controles no asmaticos. Las biopsias
bronquiales muestran un aumento del numero y de la activacion de los

mastocitos, de los macrofagos, de los eosindfilos y de los linfocitos T (35).

1.1.2.2. Asma extrinseca

El término “asma extrinseca” se ha aplicado clasicamente a los pacientes
en los que se puede objetivar una sensibilizacion a algun aeroalérgeno y que
ademas pueda haber una relacién entre la clinica del paciente y la exposicién al

mismo.

Los pacientes que presentan un fenotipo atopico del asma frecuentemente
asocian otras enfermedades como dermatitis atdpica, rinitis alérgica, alergia
alimentaria, etc. y es habitual que el asma sea una de las manifestaciones
finales de la "marcha alérgica" (con este término que pretende definir la historia
natural de las enfermedades alérgicas que siguen la secuencia de
sensibilizacion, aparicion de los sintomas, persistencia de éstos durante unos
afos o décadas y, en ocasiones, tendencia a la remision con la edad). La atopia
se refiere a esa predisposicion a padecer rinitis, asma y dermatitis atdpica

asociada a la produccién de IgE especifica frente a alérgenos.

La inflamacién en el asma alérgica esta dirigida por la respuesta IgE frente
a los alérgenos especificos. Esta respuesta inflamatoria alérgica se caracteriza
por una intensa infiltracién celular resultante de la activacion de las células
residentes y de las células circulantes que son reclutadas a las vias respiratorias.
Una importante caracteristica del infiltrado inflamatorio es la naturaleza
multicelular de la reaccion que, principalmente, estd compuesta por eosinofilos
pero incluye ademas neutrofilos, linfocitos y células mononucleares en un grado
variable. Mientras que los eosindfilos, los neutrdfilos y los linfocitos T son
reclutados de la circulacién, los mastocitos, los macrofagos y las células

dendriticas son células residentes de la via respiratoria.

Las células dendriticas procesan el alérgeno y se lo presentan a las

células T. En respuesta a los alérgenos, los linfocitos T producen una serie
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restringida de citocinas. En particular, las citocinas implicadas en la respuesta
alérgica (IL-4, IL-5) son sintetizadas por los linfocitos Th2, subtipo de las células
T CD4+ o colaboradoras. El otro subtipo, las células Thl, se han involucrado en
la defensa contra virus y antagonizan la respuesta alérgica. Los pacientes
atopicos sintetizan en mayor medida IL-4, que favorece la respuesta Th2 y la

sintesis de la IgE, a la vez que bloquea la respuesta Thl (21).

Las células T colaboradoras no son la Unica fuente de citocinas
favorecedoras de la respuesta alérgica, por el contrario, los mastocitos, los
basdfilos, los eosindfilos, las células T supresoras, los fibroblastos y las células
del musculo liso pueden sintetizar IL-4, IL-5, IL-9 o IL-13, todas ellas codificadas

en la region 5g del cromosoma 5 (36).

La liberacién de proteasas neutras por los mastocitos activados, por la via
del receptor de la IgE, puede activar los receptores de las células endoteliales y
epiteliales que, a su vez, lleva a la produccion de citocinas y moléculas de
adhesién que, selectivamente, reclutan eosinéfilos y neutréfilos al foco de la
inflamacion. Los eosindfilos desempefian un papel importante en la patogénesis
del asma alérgica (37). Secretan, ademas de proteinas catidnicas, multiples
mediadores inflamatorios incluyendo citocinas, factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), factor transformador de crecimiento (TGF)-B, prostaglandina E2
(PGE2), leucotrienos cisteinilicos, factor activador de las plaquetas (PAF), asi
como moléculas de oxigeno reactivas, péptidos citotoxicos y enzimas de
degradacion, como la elastasa y la colagenasa (38). Asi, la respuesta
inflamatoria es la causante directa de los procesos de dafio y de reparacién

tisular.

1.1.2.3. Formas especiales de asma

Sobre una base comun de inflamacion cronica de las vias respiratorias y
de la obstruccién variable al flujo aéreo, la enfermedad afecta a todas las edades
y condiciones de la vida. Existen caracteristicas diferenciales de la enfermedad a
lo largo de la vida, pudiendo hablar de asma en la infancia, asma en la edad

avanzada y asma en el embarazo (39).

10
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La enfermedad puede presentarse con diferente intensidad, desde las
formas mas leves, como es el caso de los pacientes que solo presentan
sintomas al realizar esfuerzos fisicos (asma inducida por ejercicio fisico) a las
presentaciones que, aunque hoy en dia son afortunadamente una minoria,
pueden comprometer la vida del paciente (asma grave, que aglutina a un
conjunto de formas clinicas como el asma refractaria, asma inestable, asma de

riesgo vital, asma de dificil control, etc.) (39).

1.1.2.4. Otros fenotipos de asma

A lo largo de los afios han ido afiadiendo otros fenotipos a los ya clasicos
“‘intrinseco” y “extrinseco” acufiados por Rackemann, como el asma inducida por

aspirina, asma ocupacional, asma labil, asma irreversible, ...

Wenzel (40), en su revisibon de 2006, proponen tres categorias de
fenotipos dependiendo de: criterios clinicos o fisiopatoldgicos; los relacionados
con factores o estimulos desencadenantes y, por ultimo, definidos por factores

pato-bioldgicos (inflamatorios).

a)Fenotipos basados en caracteristicas clinicas y funcionales:

-Gravedad del asma.
-Predisposicién a frecuentes exacerbaciones.
-Obstruccion cronica al flujo aéreo.
-Resistencia a corticoides.
-Edad de comienzo:

- fenotipo de inicio precoz (<12 afios).

- fenotipo de inicio tardio (>12 afios).

b)Fenotipos relacionados con el tipo de estimulo/factor de riesgo o

desencadenante:

-Acido acetilsalicilico y antiinflamatorios no esteroideos (AINE).
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-Alérgenos medioambientales: fenotipo alérgico.
-Ocupacionales o irritantes.

-Menstruacion.

-Ejercicio fisico.

c)Fenotipos inflamatorios:

-Eosinofilico.
-Neutrofilico.

-Pauci-granulocitico.

Tal como se puede apreciar en el diagrama de Venn de la llustracién 2 los
distintos fenotipos comparten caracteristicas comunes que hacen que la

diferenciacion entre unos y otros en la practica diaria no sea tan sencilla.

Eosinophilic
corticosteroid responsive

7

~ Eosinophilic

corticosteroid responsive

Late/adult onset

llustracion 2. Diagrama de Venn tomado de Wenzel (40).
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Recientemente Wenzel (41) en su revision de 2012 concreta mas y
propone 5 fenotipos importantes divididos en dos grandes grupos, basandose en

los estudios de Haldar y cols. (42), Moore y cols. (43) y Siroux y cols. (44):

T2 Non-T,,2
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3

Late-onset,
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Very
late—onset,
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Age at onset

llustracion 3. Esquema tomado de Wenzel (41) en el que aparecen los distintos
fenotipos propuestos en su revision. El tamafio relativo de la elipse de cada fenotipo
refleja el porcentaje de pacientes a los que afecta. Los colores de cada uno hacen
referencia a la gravedad del asma.

1) Asma Th2: corresponde a la mayoria de las asmas. Producida por una

respuesta inmunitaria Th2, por lo que esta fuertemente asociada con la atopia,
alergia, reacciones de hipersensibilidad tipo I, inflamacion eosinofilica y la

respuesta a corticoides.

la) Asma de inicio precoz (early-onset allergic asthma): se
inicia normalmente en la infancia. Esta asociada a otras enfermedades alérgicas
(como rinitis alérgica y dermatitis atépica). Los pacientes presentan
sensibilizaciones a aeroalérgenos que se correlacionan con la clinica. La
intensidad puede ser de leve a grave. Suele haber antecedentes familiares de

asma.
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1b) Asma eosinofilica persistente de inicio tardio (late-onset
persistent eosinophilic asthma): El inicio suele ser en edad adulta. Presentan
una eosinofilia en esputo refractaria al tratamiento con corticoides.
Frecuentemente estd asociada a sinusitis, polipos nasales o enfermedad
respiratoria exacerbada por aspirina (aspirin-exacerbated respiratory disease o
AERD). No suelen correlacionarse con una respuesta alérgica a pesar de
presentar sensibilizaciones a aeroalérgenos. No suele haber antecedentes

familiares de asma. Suelen ser asmas graves.

1c) Asma inducida por ejercicio fisico (Exercise-induced
asthma o EIA): se refiere al asma cuyos sintomas son experimentados después
del ejercicio. No esta claro el mecanismo inmunoldgico e inflamatorio por el que
se produce. Suelen presentar un asma de intensidad leve y experimentan una
broncoconstriccion reactiva al ejercicio continuo, sobretodo en condiciones

ambientales secas y frias.

2) Asma no-Th2: no esta claro el mecanismo inmunoldgico por el que se

produce. La respuesta al tratamiento con corticoides suele ser pobre.

2a) Asma relacionada con la obesidad (obesity-related
asthma): suele ser mas frecuente en mujeres de mediana edad. Presentan un
asma muy sintomatica. La pérdida de peso puede producir un importante

descenso de sintomas, asi como de la hiperreactividad bronquial.

2b) Asma neutrofilica (neutrophilic asthma): presentan
neutrofilia en el esputo y un asma grave (con un descenso en el FEV1 y
atrapamiento aéreo importantes). La relacion de este fenotipo con el tabaquismo
no esta clara. Se cree que pueden responder bien al tratamiento con antibidticos
macrolidos. En los pacientes en los que coexiste neutrofilia y eosinofilia en

esputo la gravedad del asma suele ser mucho mayor.

2c) Otros posibles fenotipos: se han identificado otros posibles

fenotipos no-Th2 que podrian ser definidos en un futuro:

-Asma de inicio muy tardio (very late-onset asthma): afecta

fundamentalmente a mujeres.
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-Asma asociada con el tabaquismo (smoking-associated
asthma).

-Asma  pauci-granulocitica  (smooth-muscle  mediated,
pauciglanulocytic asthma): la presencia de inflamacion es escasa y se produce

por una importante contraccion del masculo liso.

1.1.2.5. Endotipos

Recientemente se han descrito varios endotipos de asma. El término de
“‘endotipo” (contraccion de “endofenotipo”) hace referencia a un subtipo de una
enfermedad que se define funcionalmente y patolégicamente por un mismo

mecanismo molecular.

El asma, como otras enfermedades cronicas, es una enfermedad
heterogénea y genéticamente compleja, 1o que contribuye a su variabilidad y
manifestaciones diversas. En el asma pueden diferenciarse varios endotipos (45,
46) especificos con distintos rasgos clinicos, bajo los que subyacen causas

moleculares diversas y distintas respuestas al tratamiento.

Se han postulado un total de 6 endotipos (46), cuyas caracteristicas

principales pueden apreciarse en la llustracion 4:
-Asma sensible a aspirina (Aspirin-sensitive ashtma).

-Micosis broncopulmonar alérgica (ABPM / Allergic bronchopulmonary

Mmicosis).
-Asma alérgica (Allergic asthma).

-Sibilantes en preescolares (Asthma-Predictive Indices-positive preschool

wheezer).

-Asma grave hipereosinofilica de comienzo tardio (Severe late-onset

hypereosinophilic).

-Asma en esquiadores de fondo/deportistas de élite (Asthma in cross-
crountry skiers).
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Disease characteristics

Endotype

of the asthma Clinical Lung Treatment Proposed

syndrome characteristics Biomarkers physiology Genetics Histopathology Epidemiology response mechanism

Proposed History, physical Eosinophilia, BHR, FEV,, SNPs and Tissue/lung Prevalence, risk Response or lack Specific

endotype examination, FeNO, SPT, reversibility pathways characteristics factors, and of response biological
comorbidities IeE natural history to a specific pathway or
treatment process

Aspirin- Polyposis, often Often eosinophilic, Response to LT-related Often Adult onset, severe  Responds to Likely

sensitive more severe increased urinary aspirin gene eosinophilic disease poor anti-LT, eicosanoids-
asthma asthma LTs challenge polymorphisms prognosis, especially related
prevalence 5-LO inhibitors
2% to 5%

ABPM Severe, mucus Blood eosinophilia, Less HLA and rare Bronchiectasis/ Long duration/ Glucocorticoids, Colonization
production, markedly reversible/fixed CF variants eosinophils and adult onset/poor antifungals, of airways
adult/long elevated IgE and airflow PMNs, prognosis possibly
disease specific IgE obstruction bronchocentric omalizumab
duration granulomatosis

Allergic Allergen associated  Positive SPT, Specific T2 pathway Eosinophils, SBM  Childhood onset, Responds to T,2—dominant

asthma symptoms/allergic clevated IgE/ allergic SNPs thickening history of glucocorticoids

(adults) rhinitis elevated FeNO bronchospasm eczema and omalizumab,
possible IL-4/13
pathway inhibition

API-positive >3 episodes per Often >4% Potential Unknown Unknown Mother or father Responds well to Tu2—-dominant

preschool year, 1 major eosinophils in increased with asthma daily inhaled
wheezer or 2 minor blood (minor), risk of loss glucocorticoids
characteristics aeroallergen- of lung function
specific IgE
Severe Severe Peripheral blood Bronchodilator— No evidence High blood Approximately 20%  Glucocorticoid- Nonatopic,
late-onset exacerbations, eosinophilia resistant, eosinophil of severe asthma sensitive, otherwise
hypereosinophilic late-onset episodic fall count and populations often oral steroid— unknown
disease in lung function, eosinophils dependent, responds
steroid—sensitive in tissue to anti—IL-5
Asthma in cross- Mild to moderate FeNO normal, Methacholine Unknown SBM thickening 15% to 25% of elite Responds poorly to Cold, dry air
country skiers severity, normal blood and or exercise with low-grade skiers, highest inhaled induces

symptoms mostly eosinophil count, positive, usually noneosinophilic prevalence among glucocorticoid chronic

related to exercise, increased LTE, negative to inflammation, those training in treatment, improves stress to

URTI commonly in urine mannitol or increased a cold, dry when training the airways,

reported AMP challenge neutrophils environment intensity diminishes subclinical
in sputum viral
related to infections?
training

intensity or
duration, BALT
in airway
mucosa

BALT, Bronchus-associated lymphoid tissue: BHR, bronchial hyperresponsiveness: CF, cystic fibrosis: FeNO, fractional exhaled nitric oxide: LT, leukotriene: LTE,, leukotriene E4:
se: SBM, subepithelial basement membrane: SNP, single nucleotide polymorphism: SPT, skin prick test: URTI, upper respiratory tract infection.

llustracion 4. Tabla tomada de Létvall y cols. (46) en la que aparecen las
caracteristicas de los 6 endotipos descritos.

1.1.3. Diagnéstico
1.1.3.1. Diagnéstico clinico

El asma cursa con una inflamacion de las vias respiratorias,
hiperreactividad bronquial y conlleva asociada una obstruccién al flujo aéreo,
reversible de forma espontanea o con tratamiento. Los pacientes asmaticos

presentan episodios recurrentes de:

- Sibilancias, dificultad respiratoria de predominio espiratorio, sensacion

de opresion toracica...

- Tos, que puede acompanarse de sibilancias o ser la Unica manifestacion

en algunos casos.
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- Empeoramiento de los sintomas por la noche o al amanecer.

- Sintomas desencadenados por infecciones virales, exposicion

alergénica, ejercicio o contaminacion.

- Mejoria sintomatica con el uso de inhaladores agonistas f..

El asma es, ante todo, un cuadro clinico cuya expresion puede variar de
unos pacientes a otros y en el tiempo en cada paciente, dependiendo del estado

individual de la persona y de su ambiente.

En cada paciente se debe recoger la gravedad y frecuencia de las crisis,
la necesidad de medicacion intercrisis, los despertares nocturnos y la afectacion
de la vida diaria. Se debe interrogar especificamente acerca del predominio
horario o estacional de los sintomas asi como acerca de la influencia de factores

desencadenantes.

La anamnesis no estaria completa sin una indagaciéon de los antecedentes
asmaticos y alérgicos familiares y personales. La presencia de familares de
primer grado asmaticos incrementa el riesgo de esta enfermedad, asi como la
existencia de atopia nos hara sospechar que el asma pueda tener una etiologia

alérgica.

Finalmente, en la exploracion fisica valoraremos si existen signos de
gravedad, signos asociados como eczema, valoracién de la mucosa nasal,

hipertrofia de cornetes...

1.1.3.2. Espirometria forzada

El estrechamiento de la via respiratoria puede ser detectado como una
alteracion obstructiva de la ventilacién durante la maniobra espiratoria. Este
defecto obstructivo de la ventilacion se define por una reduccion en el FEV1
(volumen maximo espirado en el primer segundo de una espiracion forzada)

proporcionalmente mayor a la disminucion de la FVC (capacidad vital forzada).
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El FEV1 es muy reproducible y tiene un buen coeficiente de variabilidad

intrasujeto (3-5%) en individuos normales (47).

En cualquier caso, una espirometria normal es habitual en muchos
pacientes asméticos. Este hecho es especialmente frecuente en los nifios,
incluso en aquellos afectos de asma moderada (48).

La FVC, el FEV1 y el cociente FEV1/FVC son los pardmetros basicos
usados en la interpretacion espirométrica, minimizando la aparicion de falsos
positivos 0 negativos. La interpretacion basica limitada a estos tres parametros

evita el problema de la interpretacion en base a multitud de mediciones.

La FVC es el volumen de aire expulsado durante la espiracion forzada e

indica capacidad pulmonar.

El FEV1 es la porcion de FVC expulsada en el primer segundo de la
maniobra y representa el flujo.

El cociente FEV1/FVC es la medida mas importante para determinar la
presencia de una alteracién ventilatoria obstructiva. Es el porcentaje de la
capacidad vital forzada que se espira en el primer segundo y esta disminuido en
los procesos obstructivos. Es por lo tanto el volumen de aire expulsado en el
primer segundo respecto del maximo volumen que puede ser expulsado en una
espiracion forzada. De forma clasica se ha considerado el punto de corte de este
cociente en 70% (por debajo del cual se consideraria que existe obstruccion),

pero, en menores de 20 afios, el corte establecido puede considerarse 75-80%

(1).

Se puede clasificar el grado de obstruccion en leve, moderado o grave
segun el valor porcentual del FEV1 (leve: 65-80%, moderado: 50-64%, grave:

35-49 y muy grave: menor del 35%) (49).

En las obstrucciones leves o moderadas los valores de FVC y VC
(volumen corriente) son similares. Sin embargo, en los casos de obstruccién
grave, la FVC es muy inferior al VC por el atrapamiento aéreo y la compresién
dindmica de la via respiratoria, de forma que el cociente FEV1/FVC es inferior al

FEV1/VC, subestimando el valor real de la obstruccion. En estos casos algunos
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autores proponen sustituir el FEV1/FVC por el cociente FEV1/FEV6, que
muestra una sensibilidad del 95% y una especificidad del 97% (50, 51).

Ademas, la caracteristica fundamental que realmente define la
enfermedad es la variabilidad de la funcidn, que podremos documentar en
muchos casos mediante el andlisis de la respuesta a los broncodilatadores. Los
pardmetros que se deben emplear son la FVC o el FEV1. Un incremento en
valores absolutos igual o superior a 200 ml, asociado a un incremento de al
menos el 12% de los valores porcentuales respecto a los tedéricos, se considera
una respuesta broncodilatadora positiva en los adultos (52). Recientemente, se
ha propuesto establecer el punto de corte de la respuesta broncodilatadora
positiva, en el caso de los nifios, en un incremento del 9% del valor porcentual
del FEV1 (53). En muchas ocasiones solo se podra documentar la reversibilidad
después de un tratamiento intensivo con corticoides inhalados o incluso con
corticoides orales. Por ultimo, hay que recordar que muchos pacientes con asma
grave o muchos afios de evolucion presentan frecuentemente una obstruccién

bronquial no reversible.

El PEF es el flujo espiratorio maximo que se consigue con un esfuerzo
maximo después de una inspiracion forzada maxima y constituye la medida mas
extendida para determinar la obstruccion al flujo aéreo. Es un indice tanto del
calibre de las vias respiratorias centrales como de la fuerza ejercida por los

musculos espiratorios.

Otros parametros que se obtienen de la curva espirométrica son el flujo
espiratorio forzado entre el 25% y el 75% de la FVC (FEF25-75), que valora con
una alta sensibilidad la obstruccion de las vias aéreas mas finas, y los flujos
espiratorios forzados al 50% y al 25% de la FVC (MEF50, MEF25).

El patron obstructivo en la curva flujo-volumen presenta una morfologia

con una convexidad hacia el eje del volumen.

Para valorar la espirometria es basico que esté bien realizada,

precisandose unas condiciones minimas de realizacion de la prueba (54, 55).
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1.1.3.3. Pruebas de provocacion bronquial

Una caracteristica del asma es el incremento de la reactividad de la via
aérea a los estimulos fisicos, quimicos o farmacoldgicos. Existe una relacion
estrecha entre la hiperrespuesta o hiperreactividad bronquial (HRB) y la
gravedad del cuadro (56). La reagudizacion del asma tras exposicion antigénica
0 un cuadro viral se asocia con un incremento de la HRB (57), que mejora con el

tratamiento corticoideo inhalado (58).

La hiperrespuesta bronquial es la capacidad de las vias respiratorias para
responder rapida e intensamente a multiples estimulos no inmunoldgicos. Tiene
un aspecto clinico, que refleja la obstruccion bronquial ante una gran diversidad
de estimulos no alérgicos de poca intensidad, como son los medicamentos
broncoconstrictores, las sustancias quimicas irritantes, la osmolaridad o el aire
frio (hiperreactividad bronquial no especifica). Viene motivada por una
disminucién de la permeabilidad bronquial a la corriente de aire en respuesta a
estos estimulos (59-61). Frente a esta HRB inespecifica se describe la HRB
especifica o alérgica, desencadenada por la exposicion a un alérgeno inhalado

por un sujeto sensibilizado al mismo.

La respuesta al broncoconstrictor se ha expresado mediante la PCy
(concentracidon necesaria para inducir un deterioro del FEV1 del 20%). Los
estimulos se pueden clasificar en dos categorias:

-Estimulos  directos, que inducen obstruccion actuando
directamente sobre receptores localizados en el masculo liso bronquial
(histamina, metacolina y carbacol). Son los mas utilizados en clinica (62-
64).

-Estimulos indirectos, que inducen la liberacién de mediadores por
determinadas células inflamatorias (histamina, leucotrienos,
prostaglandinas) que son los que inducen la broncoconstriccion
(alérgenos, suero salino hipertdnico, hiperventilacién isocapnica, ejercicio

fisico, adenosina 5"-monofosfato o manitol) (65, 66).
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La broncoconstriccidon que se produce tras el estimulo directo o indirecto
presente en la HRB puede ser debida a un umbral de excitabilidad
particularmente bajo, a un acortamiento excesivo de la fibra muscular, a un
aumento de la contractibilidad o a una hipertrofia o hiperplasia del musculo liso
(67).

El incremento de la hiperrespuesta bronquial se mide en la préactica clinica
habitual mediante el test de ejercicio o por la respuesta a la histamina o a la
metacolina (68). El método mas comun de presentar los resultados se basa en la
interpolaciéon de la dosis o concentracidon del agente usado capaz de provocar un
descenso del FEV1 o del PEF del 20% (69).

a) Métodos directos

Los dos métodos empleados por la mayoria de los investigadores son:

-Inhalacién de cantidades conocidas del agonista a través de un

dosimetro activado por la inspiracién (70).

-Inhalacién de concentraciones conocidas del agonista durante un
tiempo predeterminado en el transcurso de una ventilacién corriente (71-
73).

b) Métodos indirectos

Hace mas de 30 afios Jones describio los efectos del ejercicio sobre las
resistencias de las vias respiratorias en nifios con asma (74). La
broncoconstriccion inducida por el ejercicio se refiere generalmente al asma
inducida por el ejercicio (EIA). Dado que actualmente no se acepta que el
ejercicio sea un inductor de asma, sino un factor incitador, la denominacién mas

adecuada seria broncoconstriccion inducida por ejercicio (BIE).

A principios de los afos 70, se identificaron los factores que determinaban
la amplitud y la severidad de la respuesta de las vias respiratorias al ejercicio,
como son el tipo de ejercicio, su intensidad y la duracion, asi como el intervalo
entre la ultima crisis/reagudizacion del asma y el ejercicio. A la vez se pudo
comprobar que lo mas importante era el nivel de ventilacion alcanzado y

mantenido durante el ejercicio. También se investigo el efecto de la temperatura
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y del vapor de agua en el aire inspirado, comprobandose que la BIE podia
inhibirse por completo cuando se respira el gas a saturacion de vapor de agua y
a temperatura corporal. Se concluia afirmando que el estimulo para producir BIE
era la temperatura, la carga de agua o ambos factores en el aire respirado

durante el ejercicio (75, 76).

Posteriormente, se ha demostrado que la pérdida de agua era superior a
la pérdida de temperatura de las vias respiratorias como estimulo de BIE. La
evaporacion del vapor de agua produciria una hiperosmolaridad transitoria de la
superficie liquida de las vias respiratorias y esta hiperosmolaridad contribuiria a
la liberacion de los mediadores inflamatorios del mastocito (77, 78). Estos
mediadores producen la contraccién del masculo liso pero, sobre todo, producen
enlentecimiento de la circulacion capilar y edema, mecanismos que explican en
mayor medida la disminucion del calibre de las vias respiratorias (79, 80). Ambas
hipotesis son logicas para explicar la BIE, pero no se dispone de argumentos

cientificos suficientes para apoyar una u otra (81).

En el laboratorio de funcion pulmonar el ejercicio puede realizarse
mediante bicicleta ergométrica o mediante cinta rodante. La estandarizacion de
dichos protocolos ha sido recogida por la European Respiratory Society en las
normas publicadas en 1993 por Sterk y cols. (69) y revisadas por Freed en 1995
(82).

El uso de manitol inhalado esta adquiriendo cada dia mas relevancia en
nuestro medio como estimulo indirecto de la hiperrespuesta bronquial desde que
fue aprobado para su uso en Europa en 2007. Es un azucar del grupo de los
polialcoholes que actua como farmaco osmotico, captando agua de las vias
respiratorias cuando se administra inhalado y reproduce, por lo tanto, una
situacion de exposicién a un ambiente seco. Comenzo a aplicarse en el estudio
del asma en 1994, pero hasta 1997 Anderson y cols. no publicaron su protocolo
(66). La respuesta a la inhalacion de manitol se correlaciona muy bien con la
respuesta a la inhalacion de metacolina (66, 83), histamina (84), aire frio (84) o
adenosina 5"-monofosfato (85). En el caso de la BIE, el manitol estd ganando
mayor importancia, dado que ha demostrado ser mas seguro que el test de

ejercicio fisico y el test de hiperventilacion hipercapnica, por la curva dosis-
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respuesta y porque el descenso de FEV1 ocurre antes en el caso del manitol

comparado con ellos (86).

1.1.3.4. Oxido nitrico en aire espirado

La aplicacion de métodos no invasivos como el estudio de marcadores en
aire exhalado ha aumentado el conocimiento de los mecanismos del estrés

oxidativo y del papel de los antioxidantes en el asma.

Los estimulos alergénicos inducen la generacion de citocinas (IL-5) y la
activacion eosinofilica y otros como las endotoxinas, las infecciones y los
productos de la contaminacién ambiental inducen citocinas (IL-8) y activacion

neutrofilica.

A partir de cualquiera de estas vias se generan productos reactivos del
oxigeno, de manera que las células inflamatorias liberan elevadas
concentraciones de superéxido (Oy), radicales hidroxilo (-OH), acido hipocloroso
(HOCI), acido hipobromoso (HBrO) y peréxido de hidrégeno (H20), que a su vez

pueden generar una gran cantidad de radicales libres en la via aérea (87).

Existe también un exceso de productos reactivos de nitrogeno (RNS) que
conducen a la formacién de 6xido nitrico (NO). Este NO reacciona con oxigeno
(O2) para formar peroxinitrito (OONO-), que genera los efectos nocivos de la

peroxidacion lipidica (87):
-Dafio de las células epiteliales.
-Contraccion del masculo liso.
-Aumento de la reactividad bronquial.
-Aumento de la produccion de moco.
-Activacion de las células epiteliales.

-Incremento de la permeabilidad vascular.
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Entre los marcadores estudiados, la deteccion en el aire exhalado de
oxido nitrico (FeNO) ha sido la mas estudiada y con la que se ha establecido una

estandarizacion en su determinacién (88).

El método en tiempo real (on-line), en el que por quimioluminiscencia se
van determinando, tras la reaccion con el ozono, los valores del 6xido nitrico en
aire espirado a medida que el paciente respira, es el que ha alcanzado mayor
difusién. Se recomienda realizar las mediciones con un flujo de 50 ml/seg. Se
aconseja que cuando estén previstas otras exploraciones funcionales
respiratorias, la medicion de 6xido nitrico se determine previamente, porque de

lo contrario disminuyen sus niveles.

Para evitar la contaminacion con el aire procedente de la orofaringe, que
presenta unos valores mas elevados de NO, el paciente debe exhalar el aire
contra una resistencia que favorezca el cierre del velo del paladar. Se emplean
habitualmente incentivos visuales para ayudar a mantener el flujo en un nivel

constante.

Existe una gran reproducibilidad en las determinaciones, con diferencias

gue suelen ser menores al 10%.

Las concentraciones de oxido nitrico no presentan variaciones diurnas y
parecen independientes de la edad y el sexo. La edad influye aparentemente

solo en los menores de 12 afios.

Los niveles de FeNO parecen estar relacionados con la inflamacion
eosinofilica y podrian ser utiles para monitorizar la respuesta y el cumplimiento
del tratamiento en los pacientes con asma (89).

La concentraciéon de 6xido nitrico exhalado depende de varios factores:
-Capacidad celular de generacion.

-Grado de difusion desde la pared a la luz bronquial.

-Flujo de aire bronquial.

-Ventilacion alveolar.
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La concentracion de FeNO con un flujo de 50 ml/s en individuos sanos es
menor de 50 ppb, en los nifios este parametro se ha establecido en 25 ppb. No
obstante, en todas estas determinaciones hay que tener en cuenta todos esos
factores que pueden modificar las concentraciones de FeNO: habito tabaquico,
ejercicio fisico, ciclo menstrual, alcohol, cafeina, polucion ambiental, infecciones

respiratorias y diversos farmacos.

La consideracion del 6xido nitrico como marcador inflamatorio del asma
se debe a que sus concentraciones se modifican en relacion a estimulos

proinflamatorios y al efecto de los farmacos antiinflamatorios.

Diversos estudios demuestran que, en los pacientes con asma alérgica, la
exposicién a los alérgenos se asocia con un aumento de la concentracién de
FeNO (90, 91). No obstante, de estos estudios se extrae que mas que un indice
de la existencia de asma, el aumento de la concentracion de FeNO es la

consecuencia de la presencia de alergia o de atopia.

Otro aspecto es su utilidad, como hemos comentado previamente, para
identificar la respuesta favorable al tratamiento con esteroides inhalados en los
individuos asmaticos y como posible marcador del cumplimiento en los

respondedores.

Otros marcadores de aire exhalado como el mondxido de carbono, el
peroxido de hidrogeno o los hidrocarburos liberados en la peroxidacion lipidica
carecen de estudios suficientes y estan lejos de emplearse en clinica.

1.1.3.5. Otros métodos de diagnéstico de la inflamacion

El uso del fibrobroncoscopio, el lavado broncoalveolar y la biopsia han
supuesto una revolucion en la comprension del asma. Estudios de biopsia en
sujetos con asma leve (92), moderada y ante exposicion alergénica o viral (93,
94) han contribuido a un mejor conocimiento del papel de la inflamacion en el
asma. En todos los grados de asma existen cambios inflamatorios en las vias
respiratorias; por ello la supresion de la inflamacion es el objetivo principal de

todos los tratamientos modernos de asma. Por lo tanto, los métodos capaces de
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valorar el estado inflamatorio de los pacientes seran muy utiles para el

diagndstico y tratamiento del asma.

Desde el punto de vista anatomopatologico (95), los principales hallazgos
son la presencia de tapones de moco y el aumento de los eosindfilos en la via
aérea. Ademas existe una lesion epitelial intensa con descamacion e hipertrofia
de células caliciformes, edema y aparicion de miofibroblastos en la mucosa y un
engrosamiento de la capa de musculo liso. En estadios mas avanzados existen
signos de cicatrizacién con un engrosamiento de la membrana basal y signos de

fibrosis.

También existe un infiltrado celular, fundamentalmente de eosindéfilos y
linfocitos T, la mayoria de los cuales muestran signos de activacién, evidenciada

por la expresion de los marcadores de superficie (96).

En estudios en los que se ha buscado contrastar la intensidad de la
respuesta celular con otros marcadores de gravedad, como el grado de
eosinofilia y de linfocitos T o la respuesta broncoconstrictora a la histamina, se
ha objetivado que todos estos marcadores se relacionan estrechamente con la
gravedad de la enfermedad (97, 98). Las biopsias de los sujetos con asma
extrinseca tienen caracteristicas histolégicas similares a aquellos que presentan
asma intrinseca (99), asma ocupacional secundaria a elementos quimicos de
masa molecular baja (100, 101) y asma inducida por irritantes (102). Todo ello
sugiere que la inflamacion representa en el asma una respuesta final comun a un

numero amplio de agentes inductores.

Se ha observado un incremento de los eosinéfilos en sangre periférica y
en esputo (reflejado en un aumento de los mediadores activos de eosindfilos) y
de los linfocitos T en sangre periférica en los cuadros de reagudizacion asmatica
(103, 104).

Las caracteristicas clinicas del asma son, en gran parte, efectos
secundarios de la inflamacion persistente de las vias respiratorias que involucra
a muchas células. Algunas, como los mastocitos, estan presentes en la fase
aguda y subaguda del asma, mientras que otras, como los eosinofilos y los

macrofagos actian en la fase crénica. Se puede hablar entonces de una
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inflamacion mastocitaria y otra eosinofilica (105). Los mediadores de la
inflamacion subaguda provocan broncoconstriccion, edema e hipersecrecion
mucosa, mientras que los mediadores de la inflamacion cronica producen
cambios en las via respiratorias que inducen, en ultimo término, una obstruccion

irreversible y una remodelaciéon de las mismas.

Los productos biolégicos de las células inflamatorias se pueden medir
utilizdandose como marcadores y monitores del proceso inflamatorio. Entre ellos

destacan los reflejados en la Tabla 1.

Tabla 1. Marcadores bioldgicos de las células implicadas en la inflamacion del asma.

Célula Marcador bioldgico Efecto funcional
o MBP, ECP, EPO, , ,
Eosindfilo Proteinas citotoxicas
EPX/EDN
Mastocito Triptasa, Histamina
Neutrofilo MPO
. . Mediadores de la
Linfocitos T IL-3; IL-5 ) - o
inflamacion cronica
Linfocitos IL-8; GM-CSF
Monocitos/Macréfagos IL-8
Histamina _
Todas las células ) Mediadores de la
_ _ Leucotrienos (LTCy4, PAF) | y
inflamatorias inflamacion subaguda.

Prostaglandina (PGD,)

(ECP) proteina cationica eosinofilica. (MBP) proteina basica principal. (EPO) peroxidasa
eosinofilica. (EPX/EDN) proteina eosinofilica X/neurotoxina derivada del eosindfilo. (MPO)
Mieloperoxidasa. (IL) Interleuquina. (GM-CSF) Factor estimulante de colonias de granulocitos y
macréfagos. (LTC,) Leucotrieno C,4. (PAF) Factor activador plaquetario. (PGD,) Prostaglandina
D..

La accesibilidad de la sangre periférica ha permitido desarrollar estudios
diversos sobre la inflamacién en el asma, fundamentalmente con eosinoéfilos. Los

granulocitos eosinodfilos tienen un papel indiscutible en la inflamacion por su
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capacidad de producir leucotrienos y segregar proteinas toxicas que se
depositan en la mucosa bronquial. La gravedad del asma se correlaciona mejor
con la subpoblacién de eosindfilos hipodensos (eosindfilos de baja densidad que
tienen aumentada su actividad citotoxica) que con la eosinofilia en sangre total
(106, 107).

Aunque todas las proteinas del granulo del eosindfilo tienen potencial
utilidad como marcadores de la inflamacién mediada por eosinoéfilos en el asma,
existen pocos datos que sugieran que alguna de estas proteinas tenga
propiedades especificas que puedan hacer a una de ellas mas apropiada que

otras para el diagndstico o la monitorizacion del asma.

Algunos de los metabolitos del acido araquidénico son eliminados por la
orina. Este compuesto puede metabolizarse por dos vias: una, la via de la
ciclooxigenasa (COX), que induce la produccibn de prostaglandinas vy
tromboxanos, y otra, la via de la 5-lipoxigenasa (5-LO), que genera leucotrienos
(LTA4—-LTB4—LTC4—-LTD4—LTEA4).

Una proporcion de leucotrienos cisteinilicos es excretada en orina bajo la
forma de LTE4 y hay autores que han destacado el interés de su determinacién
en orina (108). Sin embargo, la medida del LTE4 en orina refleja el aspecto
global de la produccién de leucotrienos y no necesariamente la produccion a
nivel pulmonar. Ademas, existen otros factores que pueden variar sus niveles
(109).

Los leucotrienos cisteinilicos producen diferentes efectos fisiopatolégicos

en relacién con el asma (110, 111):

-Producen broncoconstriccion.

-Disminuyen la movilidad ciliar dificultando el barrido del moco.

-Aumentan la secrecion mucosa.

-Prolongan la vida de los eosinofilos.

-Aumentan la permeabilidad vascular y la infiltracion de células
inflamatorias en el pulmén, amplificando la produccién de una gran variedad de
mediadores (112).

-Alteran el intercambio gaseoso.
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1.1.4. Calidad de vida en el asma

En el asma, como en el resto de las enfermedades alérgicas, la calidad de
vida esta apreciablemente alterada. Los pacientes que la sufren ven limitadas su
actividad laboral, las actividades de ocio y el descanso nocturno. Incluso en los
paises occidentales desarrollados de nuestro entorno, los pacientes
diagnosticados y tratados de asma con arreglo a directrices internacionales,
experimentan limitaciones en las actividades cotidianas. Son datos obtenidos en
amplias encuestas epidemioldgicas realizadas en Europa (113) y posteriormente
en zonas de EEUU y Asia-Pacifico (114). Una de cada 5 personas ven limitadas
sus expectativas laborales por la enfermedad y mas de la tercera parte tiene
dificultades para realizar actividad fisica, deporte o un descanso nocturno
normal. Otros estudios ofrecen datos mas decepcionantes, concretamente en
EEUU, donde el 90% de los asmaticos admite tener limitaciones en su vida a
causa del asma (115). En los nifios, la situacién no parece mucho mejor. Datos
de encuesta telefénica revelan que mas de la tercera parte tiene sintomas
diurnos, y el 28% presenta sintomas nocturnos. Casi el 30% limita sus
actividades deportivas y el 43% falta a clase algun dia por este motivo. Se trata,

también, de nifios diagnosticados y tratados de asma en Europa (116).

La evaluacién de la calidad de vida en el asma ofrece informacion
complementaria a otros parametros, clinicos, funcionales o fisiopatoldgicos. Los
pardmetros clinicos tradicionalmente empleados para evaluar el estado del asma
y su control ofrecen una correlacién moderada o débil con los datos obtenidos de
los cuestionarios de calidad de vida. Esta relacidon es mas consistente con los
dominios o aspectos relacionados con la esfera sintomatica (disnea, limitacién de
ejercicio fisico, etc.) que con los que contemplan situaciones animicas o
relaciones del individuo con el entorno. En un estudio ya clasico, Juniper y cols.
(117) compararon parametros tipicamente empleados para valorar el estado del
asma, como los valores de FEM matutino o vespertino, recuentos de sintomas,
consumo de beta-adrenérgicos a demanda o la propia medida del FEV1, con los
datos obtenidos del cuestionario de calidad de vida AQLQ-Juniper (Asthma
Quality of Life Questionnaire de Juniper) (118). Los autores observaron que el
dominio de sintomas ofrece un coeficiente de correlacién mejor (en torno a 0,5)

gue el dominio de actividades o de relacion ambiental. Otro estudio realizado por
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Colas y cols. (119) comparo los datos obtenidos de la aplicacion del AQLQ-
Marks (Asthma Quality of Life Questionnaire de Marks) (120), validado en
nuestro idioma (121), con los valores de espirometria, consumo de medicacion y
concentraciones de proteina cationica del eosinéfilo (ECP) sérica en 35
pacientes con asma de diversa gravedad. Algunos valores espirométricos, como
el MMEF y el consumo de medicacion, ofrecieron una correlacion moderada, con
un coeficiente de correlacion en torno a 0,4, con las dimensiones del cuestionario
de calidad de vida relativas a la disnea y restriccién social. El resto no ofrecia
correlaciones significativas. Tampoco existe correlacion entre respuesta a

metacolina y puntuaciones de AQLQ-Juniper (122, 123).

Teniendo en cuenta estos hallazgos, que se repiten en otros muchos
estudios (124-126), parece claro que la informaciéon que nos proporcionan los
cuestionarios de calidad de vida es diferente de la que nos proporcionan los
recuentos de sintomas y los valores espirométricos. Datos publicados por Boulet
y cols. (127) aun van mas lejos, y observan como las puntuaciones obtenidas en
los cuestionarios de calidad de vida de los pacientes no se correlacionan con los
parametros de funcion pulmonar ni con el grado de eosindfilia en el esputo. Los
autores solo obtienen una correlacion moderada entre las puntuaciones de estos
cuestionarios y las correspondientes a la valoracion de los sintomas. Ademas,
los parametros funcionales respiratorios no solo no se correlacionan con los de
calidad de vida en observaciones puntuales, sino que tampoco lo hace su
evolucion en el tiempo. Asi, hay experiencia demostrativa de que la reduccién
progresiva en FEV1, que se observd en un grupo de asmaticos, no se siguio de
una reduccion en las puntuaciones de cuestionarios especificos de calidad de
vida (128). En consecuencia, se podria pensar que los cuestionarios de calidad
de vida recogen otros aspectos de la enfermedad asmatica que pasan
desapercibidos con los métodos clinicos tradicionales de evaluacion y que
ambos no son excluyentes sino complementarios, contribuyendo a tener una
vision mas global del paciente. Lo que experimentan los asmaticos en el
sufrimiento de su enfermedad no se puede suplantar con valores espirométricos,
ni con el grado de eosinofilia en esputo, ni los recuentos de sintomas o de

consumo de medicacion.
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Por otro lado, la informacion obtenida de los cuestionarios de calidad de
vida no es ajena a la evolucion clinica del asma: los pacientes con enfermedad
mas grave presentan mayor deterioro en las puntuaciones (120, 129-131),
mientras que los casos leves y los asintomaticos se asemejan a la poblacion
general (132). Ademas, reflejan con gran precision los cambios que se producen

en la intensidad del asma a lo largo del tiempo.

Tabla 2. Relacion de los cuestionarios de calidad de vida especificos de asma mas
utilizados.

Validado
Poblacion Cuestionario en
- Espafol

AQLQ-Juniper (Asthma Quality of Life Si
Questionnaire de Juniper) (118) (133, 134)
Mini-AQLQ (Mini Asthma Quiality of Life
Questionnaire) (130)
AQLQ-Marks (Asthma Quality of Life
Questionnaire de Marks) (120)
SGRQ (St. George’s Respiratory Questionnaire)
(135)
QOL-RIQ (Quality-Of-Life for Respiratory lllness
Questionnaire) (137)
LWAQ (Living with Asthma Questionnaire) (138)
AIR Index (Asthma Impact Record) (139)
PAQLQ (Paediatric Asthma Quality of Life
Questionnaire) (140)
PACQLQ (Paediatric Asthma Caregivers Quality

Nifios of Life Questionnaire) (142)

y DCA (Diary for Caregivers of Asthmatic

adolescentes | Children) (143)
CAQ (Chilhood Asthma Questionnaire) (145)
AAQOL (Adolescent Asthma Quality of Life
Questionnaire) (146)

Si (121)

Adulta
Si (136)

Si (141)

Si (144)

La investigacion sobre calidad de vida en asma se ha visto impulsada de
forma extraordinaria durante las pasadas décadas, con el desarrollo de

cuestionarios especificos, perfectamente consolidados en la actualidad. En la
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Tabla 2 se presenta una relacion de los mas conocidos (SGRQ (135), LWAQ
(138), AQLQ de Juniper (118), Mini-AQLQ (130), AQLQ de Marks (120), AIR
Index (139), QOL-RIQ (137), CAQ (145), AAQOL (146), PAQLQ (140), PACQLQ
(142), DCA (143)).

De ellos, solo estan validados en castellano SGRQ (136), AQLQ de
Juniper (133, 134) y AQLQ de Marks (121), en lo que respecta a adultos, y
PAQLQ de Juniper (141) y DCA (144) para nifios y adolescentes. También se
han utilizado multiples cuestionarios genéricos para medir calidad de vida en el
asma, como SIP (147), SF 36 (148), SF 12 (149), EuroQol (150) o NHP (151),

casi todos ellos validados en Espafia, como se puede ver en las referencias.

Sin duda, el cuestionario de mayor difusion y aceptacién para evaluar la
calidad de vida en el asma es el disefiado por Juniper y cols. y llamado AQLQ-M
(McMaster), o simplemente AQLQ de Juniper (118). Posee un equilibrado
reparto del peso de los distintos dominios tanto del &rea fisica como psicoldgica,
lo que le otorga una moderada correlacién con otros parametros, clinicos y
funcionales respiratorios para la evaluacion del asma. Consta de 32 items que
hacen referencia a las Ultimas 2 semanas y que estudian 4 dimensiones de la
salud: sintomas (12 items), limitacion de actividades habituales (11 items),
funcién emocional (5 items) y estimulos ambientales (4 items). El cuestionario
proporciona una puntuacion global, que es la media para todos los items, y una
puntuacion para cada dimension, que es la media de los items correspondientes.
Tiene la peculiaridad de que una puntuacion mas reducida implica mayor
deterioro en la calidad de vida (las opciones de respuesta para cada item se
sitlan en una escala equidistante de 7 puntos, donde 1 corresponde a la maxima
limitacion y 7 a la ausencia de limitacion), al revés de lo que sucede con otros
cuestionarios especificos para el asma. Por otro lado, ha sido sélidamente
validado y probado en castellano (133, 134). Otro atractivo mas es que tiene
establecida la frontera entre las modificaciones clinicamente significativas, en
contra de las puramente estadisticas, tal como se explica mas adelante. Su
principal inconveniente radica en la necesidad de satisfacer derechos de autor
para su utilizacion, lo que contribuye a encarecer los trabajos en los que se use.
También en su contra esta el tiempo de cumplimentacién, que es de una media

de 13 minutos [por ejemplo, el AQLQ de Marks (120) tiene una media de 8
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minutos]. Para paliar este problema, la misma autora ha desarrollado una version
reducida del mismo, con solo 15 items llamado Mini-AQLQ (130), que se
cumplimenta aproximadamente en 7 minutos, y que continua estudiando esas 4
dimensiones de la salud: sintomas (5 items), limitacion de actividades habituales

(4 items), funcion emocional (3 items) y estimulos ambientales (3 items).

En lo relativo al asma infantil, el cuestionario mas empleado, y Unico
validado en Espafia es el PAQLQ (140). Comparte la mayoria de las
propiedades psicométricas que el AQLQ de Juniper (118) y tiene un formato
similar, lo que no resulta extrafio al haber estado disefiados ambos por los
mismos investigadores. Su cumplimentacion la realiza el paciente, con o sin
ayuda del entrevistador y se ha probado su utilidad de 7 a 17 afios. Los nifios de
menor edad tropiezan con dificultades en la compresidén de las preguntas y las
respuestas, por lo que no es facil desarrollar cuestionarios especificos para ellos.
En esta etapa de la vida, la edad influye decisivamente en los aspectos de la
enfermedad que mas preocupan al paciente, de manera que lo que puede
resultar sumamente importante para un nifio de 13 afios puede ser totalmente
irrelevante para otro de 7 afos. El PAQLQ ofrece ventaja en este aspecto al
permitir que el paciente elija, a la hora de rellenar el cuestionario, las actividades
mas representativas para €l. La cumplimentacion de sus 23 items resulta

bastante agil, no ocupando, generalmente, mas de 15 minutos.

Un problema que merece especial atencion es la interpretacion de las
modificaciones que reflejan la calidad de vida en mediciones seriadas a lo largo
del tiempo. De la misma manera que el incremento de unas decenas de mililitros,
en determinaciones seriadas del FEV1, puede alcanzar significacion estadistica
y sin embargo, el valor clinico de dicho cambio puede ser escasamente
relevante, las variaciones en puntuacion de los cuestionarios de calidad de vida
pueden resultar estadisticamente significativas sin que sean clinicamente
transcendentes. Ademds, cuando se utilizan muestras muy grandes, es
relativamente sencillo obtener modificaciones estadisticamente significativas, sin
gue por ello resulten clinicamente relevantes. Algunos cuestionarios han
establecido la frontera para considerar los cambios como clinicamente, ademas
de estadisticamente, significativos. El parametro se define como MID (diferencia
minima importante) y su valor para el cuestionario AQLQ de Juniper (118) se ha
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establecido en 0,5 puntos para cada dominio (152). Cuando se rebasa esta
diferencia, el paciente empieza a percibir el cambio en su estado de salud. Su
calculo se realiza mediante formulas mateméaticas, basandose en los promedios
de los incrementos o reducciones que tienen lugar en los distintos dominios,
cuando el paciente refiere mejoria 0 empeoramiento de su enfermedad. Cambios
superiores a 1 punto se consideran importantes y a partir de 1,5 puntos, muy

importantes (152).

1.2. Genética del asma

El componente hereditario del asma y la atopia se ha estudiado desde los
primeros afos del siglo XX (153-156), al observar un agrupamiento familiar de
las enfermedades atbpicas. Hoy dia no existe duda alguna acerca de la
contribucion de los genes a la etiologia de las enfermedades alérgicas. Los
estudios familiares y en gemelos han demostrado repetidamente la influencia de

los genes en el desarrollo de la atopia (157, 158).

La atopia es una enfermedad de origen genético multifactorial, al igual que
la hipertension, la aterosclerosis y la diabetes. Todas estas enfermedades
muestran un patron hereditario que no puede ser clasificado de mendeliano
simple, es decir, no existe un Unico gen causante de la enfermedad, sino que
hablamos de un conjunto de genes que confieren susceptibilidad al desarrollo de
la enfermedad.

1.2.1. Estrategias de estudio de genes asociados a asma

La influencia de la genética en el asma se ha ido estudiando a lo largo de

los afios con el desarrollo de la técnica utilizando distintos enfoques.

1.2.1.1. Estudios de ligamiento del genoma completo

El primer estudio de este tipo relacionado con la alergia fue llevado a cabo
por Cookson y cols. en 1989 (159). Posteriormente, en 1996, Daniels y cols.

(160) publicaron el primer trabajo enfocado al estudio del asma.
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Este tipo de estudios consisten en estudiar familias con individuos
enfermos: se examinan marcadores genéticos distribuidos a lo largo de todos los
cromosomas Y la busqueda se centra en regiones que contienen un niamero mas
elevado del esperado de alelos que coinciden en los sujetos afectos. Si se
encuentra una region de este tipo (que a menudo abarca 20-30 millones de
pares de bases y contiene cientos de genes) sugiere que en algun lugar de esta
region hay un alelo que predispone a padecer dicha enfermedad. Esa region
pasa a ser considerada ligada a dicha enfermedad y los genes que contiene

pasan a ser candidatos posicionales para un estudio mas exhaustivo.

El uso de este tipo de estudios tiene la ventaja de poder identificar nuevos
genes y rutas implicados en patologias complejas sin disponer de hipotesis a
priori, pero los resultados de este tipo de analisis son enormemente dificiles de
interpretar: la mayoria de las regiones cromosomicas ligadas al asma presentan
multiples loci candidatos, cada uno de los cuales podria ejercer un pequefio
efecto en la susceptibilidad. Un ejemplo de ello es la region 59q31-32, que ha sido
asociada a asma y atopia en numerosos estudios, que incluye 14 genes que han
sido relacionados con asma, atopia o fenotipos intermedios como IL4, IL13,
CD14, ADRB2 o SPINKS5.

Una desventaja notable de este tipo de estudios es la dificultad que han
mostrado para ser replicados, asi como su restringida capacidad para poner de
manifiesto loci que confieran un riesgo de efecto limitado en la patologia (161).
Ademas, requieren la inclusion de un elevado numero de familias para poder
encontrar asociaciones. En la actualidad se tiende mas a realizar estudios de

asociacién en genoma completo.

1.2.1.2. Estudios de asociacion de genes candidatos

Estos trabajos se basan en el estudio de una seleccion de genes que
intervienen en la patogenia de la enfermedad o de los que se ha sospechado su
asociaciéon mediante estudios de ligamiento. Consisten en la comparacion de
frecuencias alélicas y genotipicas entre grupos de controles y pacientes sin

relacion de parentesco.
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Se trata de un método con mayor capacidad para detectar polimorfismos
gue confieran un riesgo moderado a la enfermedad que los estudios de
ligamiento (161), sin necesidad de aumentar el tamafio de la muestra del
estudio. Otra ventaja de estos estudios de asociacion es el disefio: resulta mas
sencillo reclutar para un estudio un nimero alto de individuos enfermos que no
tengan relacion de parentesco que obtener una colaboracion de mudltiples
familias. Ademés, a igual numero de individuos emparentados y no
emparentados, el poder estadistico es mayor si los individuos no son familia
(162).

Una desventaja de este tipo de estudios de asociacion de casos y
controles deriva de la posible estratificaciéon de las poblaciones, que podria dar
lugar a diferencias en las frecuencias alélicas entre casos y controles que no se
debieran a la enfermedad. Aunque se pueden emplear métodos que permitan
detectar y minimizar el efecto de la mezcla étnica, lo ideal es estudiar
poblaciones no estratificadas, lo cual se vuelve cada vez mas complejo debido a
los efectos migratorios. Por otro lado el hecho de que se seleccionen los posibles

genes candidatos a priori limita la identificacion de nuevos marcadores.

1.2.1.3. Estudios de asociaciéon en genoma completo

Mas recientemente, los avances a gran escala de la genomica han hecho
gue se desarrollen nuevas estrategias para abordar el estudio de enfermedades
complejas. Este es el caso de los estudios de asociacion en genoma completo
(GWAS, que corresponde a las siglas en inglées Genome Wide Association
analysis), en los que se analizan cientos de miles de polimorfismos repartidos
por todo el genoma en busca de las variantes que se asocien a la susceptibilidad
de padecer una determinada enfermedad compleja o alguno de sus sintomas.
Este tipo de estudios es posible gracias a que actualmente se comercializan
micromatrices (microarrays) que permiten genotipar un gran numero de
polimorfismos de un unico nucleotido (SNP) en miles de pacientes y controles

con un coste asumible.
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El primer trabajo de este tipo para estudiar el asma (en concreto el asma
infantil) fue publicado en 2007 por Moffatt y cols.(163). Estudiaron mas de
317.000 SNP en 994 nifios asmaticos y 1.243 controles y encontraron una
asociacion con la region 17g21.1 (region de 206 kbp en el que se pueden
encontrar STAT3, CRHRL1, ITGB3, TBX21 y ORMDLS3).

Posteriormente, se han publicado otros estudios de este tipo con asma,
encontrando diversas asociaciones. En la siguiente tabla se resumen las

asociaciones mas significativas:

Tabla 3. Resumen de las asociaciones mas relevantes encontradas en los diferentes
estudios GWA gue se han llevado a cabo con asma. Modificada de Akhabir y cols. (164).

Genes ‘ Estudio GWA

CRB1
DENND1B Sleiman y cols. (165)
Clorf53
ERO1LB
ANTXR1
PROC
HNMT
NRG1
DNAJC1

IKZF3 Moffatt y cols. (163)
IKZF3
ZPBP2
GSDMB
ORMDL3
C21orfo4
MAGEE1
IL18R1
SMAD3 Moffatt y cols. (166)
IL2RB
HLA-DQOQB1 Moffatt y cols. (166) y Liy cols. (167)
RNGTT
ZNF618
PRKG1
C140rf180
IL33 Moffatt y cols. (166) y Gudbjartsson y cols. (169)

Mathias y cols. (168)

De los anteriores cabe destacar el estudio llevado a cabo en 2010 por

Moffatt y cols. (166) dado que se incluyeron 10.365 personas diagnosticadas de
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asmay 16.110 controles procedentes de 23 estudios individuales. Se trata de un
large-scale consortium-based GWA, que es el equivalente a los meta-andlisis en
los estudios GWA. Este estudio identifico IL1R, IL1RL1/IL18R1, HLA-DQ, IL33,
SMAD3 e IL2RB. Confirmé la asociacion encontrada previamente de ORMDL3 y
GSDMB pero, especificamente, en el asma de inicio en la infancia.

Las ventajas de este tipo de estudios son evidentes, ya que permiten
conocer genes candidatos asociados a un riesgo moderado (161). Sin embargo,
como con cualquier nuevo método de analisis, es importante no sobreestimar la
capacidad de los estudios de genoma completo. En primer lugar, hay que ser
muy cuidadoso en la seleccidbn de la poblacibn que se va a estudiar. es
necesario que los pacientes estén uniformemente caracterizados con criterios
clinicos que no presenten ambigliedad, lo cual se complica cuando se analizan
poblaciones que incluyen miles de pacientes. Dicha caracterizacién es
especialmente importante en los controles: los individuos que se seleccionen
como controles en este tipo de estudios deben tener unas caracteristicas
fenotipicas muy bien determinadas y caracterizadas. En segundo lugar, para
poder identificar los alelos de interés, es necesario contar con muestras de
tamafio adecuado; las muestras pequefias no permiten alcanzar un poder
aceptable y las muestras muy grandes pueden proporcionar asociaciones
espurias. La necesidad de trabajar con muestras lo suficientemente grandes,
independientemente de su buena caracterizacion, puede llevar a una enorme
heterogeneidad en las influencias ambientales asi como en el origen étnico de
los pacientes, aspectos estos muy importantes en el desarrollo de enfermedades
complejas como el asma (170). Ademas, de este tipo de estudios se obtiene una
gran cantidad de datos para cuyo analisis se requieren plataformas informaticas
muy potentes y cuyo analisis estadistico supone un reto muy complicado para
los bioinformaticos, que deben desarrollar herramientas estadisticas que
permitan distinguir resultados verdaderamente positivos, estableciendo controles
gue eviten los falsos positivos. Todos estos factores contribuyen a proporcionar
resultados que, en muchos casos, no han podido ser replicados, por lo que

deben ser tomados con precaucion.

El desarrollo de este tipo de estudios ha supuesto una revolucion en el
estudio de las enfermedades complejas, sin embargo, los resultados obtenidos
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hasta ahora no han sido tan relevantes como se esperaban, ya que en la

mayoria de ellos se encuentran asociaciones que ya se conocian (171).

1.2.2. Genes asociados con el asma

El nimero de genes que se han relacionado con el asma es muy extenso.
Hoffjan y cols. (172), en 2003, analizan los trabajos publicados hasta el momento
y descubren un total de 64 genes que han sido relacionados con el asma en al
menos un estudio independiente. Posteriormente Ober y cols. (173) en 2006
amplian esta lista a 118 genes y Zhang y cols. (174) en 2008 afiaden 53 genes

mas, llegando a un total de 171 genes candidatos hasta ese momento.

En la Tabla 4 podemos observar estos genes candidatos, ordenados por
su localizacion cromosOmica y las variaciones asociadas a asma o atopia que se

han descrito.

Muchos de estos genes se han asociado con asma o atopia en un namero
pequefio de estudios, por lo que, si analizamos los genes que han sido
replicados con mayor frecuencia, la lista se reduce de forma considerable. En la
Tabla 5 se pueden ver los genes en los que se ha encontrado una asociacion
entre ciertos polimorfimos y asma en al menos 3 estudios independientes de

mas de 150 casos y 150 controles.

La mayoria de estos genes que se han asociado a asma o atopia codifican
moléculas que forman parte de la respuesta inmune inflamatoria o intervienen en
alguna de sus manifestaciones: respiratorias (sibilancias, hiperreactividad
bronquial, parametros de la funcidn respiratoria), inmunologicas (niveles séricos
de IgE total o especifica, atopia) o clinicas (dermatitis atopica y/o eczema,

rinoconjuntivitis).
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Tabla 4. Genes asociados a asma o0 atopia en al menos un estudio. Datos obtenidos de

las revisiones de Hoffjan y cols. (172), Ober y cols. (173) y Zhang y cols. (174).

Gen

Region

chr

Variacion descrita

Gen

Variacion descrita

PTGERS3 1p31 1388T>C, -1709T>A PAFAH 6p12 Val279Phe, lle198Thr, Ala379Val
CLCA1 1p22 haplotipos IL17F 6p12 1s763780, 763780
GCLM 1p22 -588C/T, -23G/T FYN 6021 -93A/G; Ex12+894T/G
VCAM1 1p21 -1594 T/C IFNGR1 6023 Intron 2, Vall4Met, Leu467Pro
IVS1-1505A/G, IVS1-1415T/C,
GSTM1 1p13 +nulas ESR1 6025.1 IVS1-397C/T, IVS1-351G/A,
exonl+30T/C
CHIA 1p13 Lys17Arg, rs3818822, haplotipos NOD1 7p15 milltiples SNTnst,rgr?;s))lotlpos, In/del
R510X, 2282deld, S2554X, haplotipos, SNP546333,
FLG 1921.3 3321delA, R2447X, S3247X, GPRPA 7pl4 SNP585883, SNP563704,
3702delG SNP522363, rs323922
LELP1 1921 (GT)n, 157534334 AOAH 7p14-12 mdltiples SNPs, haplotipos
2497 T/G, 77 CIT, 716 AIG, 1579
DAP3 1922 -20632 G/T CCL26 7q11 /A, haplotipos
1265 AIG, 179 T/C, 275 CIT,
SELP 1q24 Val640Leu CCL24 7911 haplotipos
AF508, 5T/7T/9T, Missense
COX2 1g31 -765 GIC CFTR 7931 mutations, haplotipos
“571CIA, -1082 AIG, 4299 T/C STRP Intron 4, Glu298Asp, -922
IL10 1g32 (3UTR), haplotipos NOS3 7936 NG
TGFB2 1941 94862T >A; -109-->ACAA ins DEFB1 8p23 -1816 T{g;):;ﬁ;igz GIA,
AGT 1942 M235T NAT2 8p22 Slow acetylation genotypes
q p
CHRM3 1943 haplotipos SFTPC 8p21 haplotipos
ACP1 2p25 *AMB RIP2 8g21 -980T/G
KCNS3 2p24 rs1031771, rs1031772, haplotipos IKAP 9g31 Eg;i%if“’r’ﬁ gt’i‘l’)llé:g"‘\‘e;s'
IL1IRL1 2q11 -26999 G/A, -27639 AIG TLR4 9933 Asp299Gly, Thr399lle, haplotipos
IL1A 2013 4845 GIT, haplotipos c5 9933 lle802Val, rlg,?li tci:pllé 2404 GIA,
IL1B 2913 -511C/T, 3953 C/T, haplotipos GATA3 10p14 haplotipos
VNTR i 2, maltiples SNPs,
ILIRN 2q13 el NK2R 10g11-21 7853G>A
DPP10 2q14 miultiples SNPs, haplotipos CXCL12 10q11 800 G/A
HNMT 2q22 Thr105lle ALOX5 10911 (GGGCGG), promoter, haplotipos
STAT4 2022 90089 T/C, haplotipos PLAU 10q24 T oo
“318CIT, 49A/G, -1147C/T, (AT),
CTLA4 2q33 ' 3*IJT?:<, multi;:stNPs(AT) CAT 11p13 c-262T
ICOS 2033 -1413 GIA, -693 GIA BDNF 11p13 -270C/IT
llel81Leu, Leul81/Leul83,
IL8RA 2935 M31R, R335C FCER1B 11912 Gly237Glu, Rsalin2, Rsalex7, -
109C/T, STPR intron 5, haplotipos
ILSRA 3p26 'ngﬁéggggg? ) CRTH2 11qg12 1544 G/C, 1651 G/A, haplotipos
PPARG 3p25 Prol12Ala; C1431T, haplotipos CCl%/CCl 11q12 38A/G, STRP intron1, haplotipos
CCR2 3p21 lle64val GSTP1 11g13 lle105Val
~656T/G, -137GIC, 113T/G,
CCR3 3p21 51T/C IL18 11923 127CIT, -133C/G, 105 A/C, -148
GIC, 13925 AIC
CCR5 3p21 A32 C3AR1 12p13 1526 G/A
TLR9 3p21 ’1237%ﬁbi§ﬁ§§|ﬁi'p’g‘s't'p'es AICDA 12p13 7888C/T, 465 C/T
CX3CR1 3p21.3 rs93_?533’,\;15\2/2?13?4:5;i’lﬁ(:)SO(?SSQZ, VDR 12913 miltiples SNPs, 117 C/T, haplotyes
2964G/A, (GT),exon 1, 1570C/T,
CSTA 3921 C+344T STAT6 12q13 (CA), promoter, 2892 C/T, 12888
T/C, multiples SNPs, haplotipos
MYLK 3921 Pro147Ser, haplotipos IRAKM 12q14 1624395, rs1370128, haplotipos
CD86 3921 lle179Val IFNG 12g15 (CA),intron 1
COL29A1 3q22 haplotipos LTA4H 12g22 rs2660845
TLR10 4pl4 1031 G/A, 2322 AIG NOS1 12q24 (iﬁkﬁf‘?gggigﬁfgz'ggg#'
TLR6 4p13 Ser249Pro SFRS8 12024.33 | rs1051219, 51051233, 15755437
PDGFRA 4911-gq13 rs1800810, haplotipos FLAP 13g12 | V(§)2n+, 12213/2{?\,/5353;61 (?SITA/,C
) Met201Val (601 A/G), -1220 A/C,
VEGFR2 4911-q12 V2971, haplotipos CYSLTR2 13q14 VS2-37A/G
1s2247119, rs1046295, mdltiples
MUC7 4913 VNTR PHF11 13q14 SNPs. haplofipos
L8 4q13 251 AIT, 781 CZ,Tless CIT, 2767 TCRA/D 14q11 VABL
CXCL9 4921 rs2869460, rs2276886 CMA1 14q11 BstXI, -19(thp<l3£l; OCSF G)n(GAm,
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Variacion descrita

-549T>C, -441C>T, -197T>C,

CXCL10 4921 rs2869462 PTGDR 14922 haploipos
uS5 (Promoter), uS5b, uS7,
CXCL11 421 rs12649185 PTGER2 14922 haplofipos
PP1 4q22 5891C/T, 7052T/C ECP 14q24-31 -393C/T, haplotipos
S q C q
PGDS 4922 Intron 2 11A/C AACT 14932 Thri5Ala
GSNOR 4923 rs28730619, rs1154404 IGHG 14932.3 IGHG*bf/*bf
IL2 4927 152069762, rs2069763, haplotipos 1L16 15026.3 -295 T/C
4931 haplotipos 16p13.13 -1478CA>del, haplotipos
IL15 q plotip SOCS1 p plotip
EDNRA 4931 His323His MRP1 16p13.1 rs119774
lle50Val, Glu375Ala, Cys406Arg,
-16934 A/T, Arg753Glu, -196-
TLR2 4931 147del, 191 GIA, 597 TIC, 1350 IL4ARA 16p12 Se[g;ggfgh‘?'ﬁfﬁlggv ;@Zﬁ&f’o
SNPs, haplotipos
; Arg702Trp, Gly908Arg, 3020insC,
IRF2 4935 haplotipos CARD15 16q12 151077861, rs3135500, haplotipos
PTGER4 5p13 -1254A>G IL27 l6épll 9.-964A > G
IL3 5023 Ser27Pro NOS2A 17911 (CCTTT),, 5" VNTR, D346D
lle117Thr, 545G/A, 3606T/C, -
CSFZ 5q23 ¢ 67;C/A, -1916T/C CCLZ 17q12 -2518A/G
IRE1 523 (GT)yintron 7 cCcL11 17912 Ala23Thr, -426CG/'/I'A-384AIG. 1328
IL5 5023 746 TIC CCL5 17q12 -403A/G, -28C/G, haplotipos
rs9303277, 1s11557467,
8067378, 152290400, rs7216389,
IL13 5023 -L112C/T, GIn130Arg ORMDL3 | 17q12-21 :24795405, ::8079416, ::4795408,
rs3894194, rs3859192
“589C/T, +33C/T, VE6523,
IL4 5023 3017GIT, (GT), intron 2, (CA), STAT3 17921 G3363a16, Ls1?2t§916, rs957971,
intron 2, STRP intron 2, haplotipos aplotipos
IL9 5031.1 GT repeat CRHR1 17921 1242941, rs1876828, haplotipos
CD14 5qg31 2813599%(1.; (22%:;593%3;332/6 ITGB3 17921 multiples SNPs, haplotipos
His33Glu, -1993 T/C, -7947 A/G,
DCNP1 5031 €.-1289C>T TBX21 17921 €.2122, ¢.21126, mltiples SNPs,
haplotipos
UGRP1 5032 -112G/A ACE 17923 In/del
SPINK5 5q32 Glu420Lys, Assnr\?ggser, multiples FCER2 19p13.3 T2206C
ADRB2 | 5q32-34 | AO0GRANZOL mPes | TBXA2R | 19p13 924TIC, 795 TIC, haplotipos
ITK 5q31-32 15451494, rs365171 C3 19p13 Arg102Gly, 4896 C/T, haplotipos
CTCTAA/GC, 1188A/C,
IL12B 5g31-33 Ser226Asn, 4237 G/A, haplotipos IL12RB1 19p13 L1 AT, -2CIT
) “509C/T, Arg25Pro, OPro,
TIM4 5033.3 haplotipos TGFB1 19q13 5 (C:I'r)n/(_\(;?&)il:::pl;?i:%)spm
5509_5511delCAA, 5383_5397del,
HAVCR1 5033 Rs2277025, miltiples SNPs, SCCE 19913 In/del (AACC)
haplotipos
Argl40Leu, rs11134551,
HAVCR2 5033 rs11742259, 3'UTR, -574 T/G, PTGIR 19q13 1915T>C, haplotipos
haplotipos
CYFIP2 5033 maltiples SNPs ADAMS33 20p13 mdltiples ﬁ;‘pﬁsﬁgolsﬂc, S_2,
LTC4S 5935 -444A/C, IVS1-10C/A MMP9 20;1;11.2- 2127GIT, 5546G/A, haplotipos
EDN1 6p24 a124C/7 CD40 2(1)%122' -580G >A, -1C>T
HLA-G 6p22 miltiples SNPs CYP24A1 20913 haplotipos
LTA 6p21 Ncol (intron1), -753G/A, haplotipos IFNGR2 21922 GlnB4Arg
TNF 6p21 308GIA gif,ﬁ)ﬁfﬁg 857CT, RUNX1 21022.3 -208G/C, -1282G/A
|D_”F\;Qi. 6p21 Multi-SNP alleles MIE 22911 (CATT), li]r;?;:ﬁgs-ﬂs GIC,
I|)_| (Sﬁ:l 6p21 Multi-SNP alleles GSTT1 22q11 Alnull
HLA- ) )
DQBl 6p21 Multi-SNP alleles TIMP1 Xpll lle158lle, haplotipos
TAP1 6p21 Gly637Asp, Accl CXCR3 Xq13 C.12+234 G/A
SIF;Q i 6p21 Multi-SNP alleles CYSLTR1 Xg]i3i2' 927T/C, G300S, haplotipos
HLA 6p21 Multi-locus haplotipos IL13RA1 Xq24 1398A/G, -1050C/T
MICB 6p21.3 AluyMICB DD, AluyMICB II
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Tabla 5. Genes asociados a asma en al menos 3 estudios de mas de 150 casos y 150

controles. Datos obtenidos de Obeidat y cols. (175).

Gen N° de poblaciones

ADRB2
CCL11
CCL5
CD14
CYSLTR2
EDN1
FCER1B
GSTP1
IL10
IL13
IL4
IL4 R
ITGB3
LTA
NAT2
NOD1
PAFAH
PTGDR
TLRO
TNF
UGB (CC10)
VDR

w|b|Flwlu|w|s|w|wlw(~NE|o|sololwjw|sw|w| o

Se puede realizar una division de estos genes en cuatro categorias

fundamentales, en funcion del papel que desarrollen (176), ver llustracion 5:
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Genes asociados con la respuesta inmune innata y su regulacion.

Genes asociados con la diferenciacion y funciones efectoras de los
linfocitos Th2.

Genes asociados con la biologia epitelial y la inmunidad de las mucosas.

Genes asociados con la funcion pulmonar, la remodelacion del epitelio

bronquial y la gravedad de la enfermedad.
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llustracion 5. Esquema tomado de Vercelli (176) en el que se puede apreciar la funcién

de los genes mas relevantes.

Debido a la enorme cantidad de genes identificados se describiran en
cada apartado los de mayor relevancia y que hayan sido replicados en al menos
5 estudios. Ademas se describirdn otros genes obtenidos mediante estudios de

ligamiento por clonacién posicional.

1.2.2.1. Genes asociados con la respuesta inmune innata y su

regulaciéon

El primer grupo de genes se encuentran en la interfase de la deteccién de
la inmunidad innata y su regulacibn y estdn involucrados en el

desencadenamiento de la respuesta inmune.

La inflamacién alérgica y la regulacion de la IgE estan muy influenciadas
por polimorfismos en genes que codifican receptores de reconocimiento de
patrones y receptores extracelulares como CD14 (177), receptores Toll-like como
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TLR2 (178), TLR4 (179, 180), TLR6 (181) y TLR10 (182); y receptores
intracelulares como NOD1 (Nucleotide-binding oligomerization Domain
containing 1) (183) y NOD2 (también conocido como CARD15) (184). Estos
receptores reconocen moléculas microbianas y activan los primeros mecanismos
de defensa del organismo frente a ellos. También se han encontrado
polimorfismos en estos receptores en otras enfermedades complejas como la
enfermedad inflamatoria intestinal (185, 186) o patologias cardiovasculares (187)
en las que, al igual que en el asma, el componente inflamatorio de la respuesta

innata es muy importante.

Se ha encontrado asociacion entre el asma y determinadas variantes en
genes de citocinas inmunorreguladoras como IL-10 (188) o TGFB1
(Transforming Growth Factor-G7) (188, 189), asi como genes de factores de
transcripcion como STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3)

(190), que media los efectos inhibitorios de IL-6 en las células dendriticas.

Ha quedado de manifiesto el importante papel que juega la presentacién
antigénica en la respuesta alérgica dependiente de IgE mediante estudios que
muestran una asociacion relevante con los alelos DR, DQ y DP (191) del

complejo principal de histocompatibilidad de tipo 1l (HLA-II).

Por ultimo, el receptor de prostaglandina E, (PTGER2) también se ha
relacionado con el asma (192). En este sentido se cree que los fitoprostanos del
polen (moléculas bioactivas que se asemejan a la prostaglandina E, enddégena)
podrian actuar directamente en las células dendriticas, aumentando la expresion

de IL-12 y favoreciendo la respuesta Th2 (193).

1.2.2.2. Genes asociados con la diferenciacion y funciones

efectoras de los linfocitos Th2

El segundo grupo de genes incluye genes que regulan la diferenciacion de
los linfocitos hacia un fenotipo Th2, proceso clave en el desarrollo de asma y de

atopia.
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La diferenciacion de un linfocito CD4+ (precursor de linfocitos Thl o Th2)
hacia Th2 requiere la induccion del factor de transcripcion GATA3 (GATA-binding
protein 3), mediada por sefales provocadas por la interaccion de IL-4 con IL-4Ra
y mediada también por STAT6 (Signal Transducer and Activator of Transcription
6). La actividad de GATAS3 parece estar inhibida por el factor de transcripcion T-
bet (que es un inductor de la diferenciacién a Thl) (194). Se han asociado con
asma, alergia y a la respuesta al tratamiento con corticoides variantes de GATA3
(195), TBX21 (gen que codifica T-bet) (196), IL-4 (197, 198), ILARA (199),
STATG6 (200) e IL12B (gen que codifica la subunidad p40 de la IL-12) (201).

La IL-13 es una de las principales citocinas efectoras de la respuesta
alérgica. De hecho, es suficiente para mediar todas las caracteristicas cardinales
de la respuesta Th2 en modelos bronquiales de animales (hiperreactividad
bronquial, infiltracién de células inflamatorias, aumento de secrecion de moco y
fibrosis de la via respiratoria) (202, 203). Es la Unica citocina, junto con la IL-4,
capaz de inducir la sintesis de IgE. La expresion de IL-13 y de sus receptores
esta incrementada en el tracto respiratorio de los pacientes con asma Yy rinitis
(204, 205). Ademas, la IL-13 se expresa en la placenta (206) y es secretada de
forma activa por las células T durante el periodo neonatal (207), un momento
critico para el desarrollo de la susceptibilidad a la enfermedad alérgica. El papel
central de las citocinas que favorecen la respuesta Th2 en el asma ha sido
enfatizado en estudios farmacoldgicos, demostrando que la administracion local
de una variante de IL-4 que inhibe la unién de IL-4 e IL-13 a la cadena a del
receptor de IL-4 disminuye de forma sustancial los sintomas de asma producidos
por la inhalacién de alérgenos (208). Debido a estas caracteristicas, el gen IL-13

es uno de los genes candidatos mas estudiados en el asma y alergia:

e EIl polimorfismo +2044GA (IL-13 Argl30GiIn, rs20541) provoca el cambio
de la arginina de la posicibn 130 por glutamina, dando lugar a una
variante de IL13 con actividad biolégica aumentada (209). Este
polimorfismo esta asociado con niveles plasmaticos elevados de IgE (210-
213), asma (214), atopia (214, 215) y dermatitis atdpica (211, 216, 217).

e El polimorfismo -1112CT (rs1800925), presente en la region promotora de
IL13, se ha asociado a asma, dermatitis atdpica y al riesgo de desarrollar
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sensibilizacion alérgica (218-221), probablemente debido a que produce

un aumento de sintesis de IL-13 (222).

Los polimorfismos en las vias de transmision de sefiales de Th2 podrian
influir sobre la sintesis de IgE dependiente de células T, asi como la
amplificacion de IgE dependiente de citocinas Th2 expresadas por basofilos y
mastocitos mediada por la activacion del receptor de alta afinidad de la IgE
(FceR1). Por ello, determinados polimorfismos presentes en el gen que codifica
la cadena B del FceR1 (FCER1B, también conocido como MS4A2) han sido muy
estudiados (223). Estos podrian afectar a la expresion del receptor (224) y a la
liberacién de mediadores inflamatorios dependientes de IgE por los mastocitos.
También pueden afectar a la expresidon de citocinas Th2 en otras células
distintas de los linfocitos T y a la presentacion de antigenos dependiente de IgE
por las células dendriticas.

La fase efectora de la inflamacion alérgica también depende de la
interaccion entre la IL-5, producida por las células Th2 y el receptor IL-5RA de
las células progenitoras de eosinofilos. La IL-5 induce el desarrollo de los
eosindfilos, que podran ser reclutados hacia las vias respiratorias por
quimiocinas producidas por las células epiteliales y convertirse en una
importante fuente de citocinas Th2. Los polimorfismos en IL5 e IL5RA se han
asociado con el asma y la atopia (225, 226), pero no de forma tan intensa como

en el caso de otros polimorfismos de otros genes de la respuesta Th2.

1.2.2.3. Genes asociados con la biologia epitelial y la

inmunidad de las mucosas

El tercer grupo de genes se expresa en las células epiteliales y por ello en

la interfase entre la inmunidad innata y la adaptativa.

El epitelio secreta quimiocinas como CCL5 (CC-chemokine 5, también
conocida como RANTES), que atrae a células T y a eosindfilos; y CCL11, CCL24
y CCL26 (conocidas como eotaxinas 1-3), que atraen de forma muy potente a los
eosinofilos. El epitelio también secreta péptidos antimicrobianos (como defensina

B1) y CC16, que inhiben la diferenciacion hacia Th2 actuando sobre las células
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dendriticas. Todos los correspondientes genes han sido relacionados con asma
y atopia (227-230).

La expresion de SPINK5, que actia como molécula protectora frente a las
proteasas liberadas por los mastocitos o los alérgenos, es exclusiva del epitelio.
Mutaciones en este gen dan lugar al Sindrome de Netherton (una enfermedad
autosomica recesiva poco frecuente caracterizada por un defecto en la funcién
epitelial y que cursa con eczema) (231). También se han asociado variaciones

en este gen, como el SNP Glu420Lys, con asma y eczema (232).

Por ultimo cabe destacar el gen de la filagrina (FLG), proteina clave en la

barrera epidérmica y de la que hablaremos en profundidad posteriormente.

1.2.2.4. Genes asociados con la funcién pulmonar, a la

remodelacidn del epitelio bronquial y a la gravedad de la enfermedad

El cuarto grupo de genes es mas heterogéneo y comprende genes
asociados a la funcion pulmonar, la remodelacién bronquial y la gravedad de la

enfermedad.

Cabe destacar el gen del receptor 32-adrenérgico humano ADRB2 (233) y
el factor de necrosis tumoral (TNF) (234), que son los que han sido replicados en

mayor nimero de estudios asociados a asma.

También se han asociado al asma TGFB1 (189), LTC4S (leukotriene C4
synthase) (235), Glutation-S-Transferasas (GSTP1 y GDTM1) (236, 237),
receptor del tromboxano A2 (TBXA2R) (238), ALOX5 (arachidonate-5-
lipoxygenase) (239), linfotoxina-a (LTA, también conocido como TNFB) (234),
tenascina-C (TNC) (240) y sintetasa de Oxido nitrico 1 (NOS1) (241).

Algunos de estos genes (como LTC4S, ALOX5 o ADRB2) parecen tener
importancia en las necesidades de tratamiento y estan siendo investigados de
forma sistematica en los estudios de farmacogenética, tratando de identificar

variantes que determinen patrones de respuesta farmacolégica (242).
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1.2.2.5. Genes obtenidos mediante estudios de ligamiento

Este tipo de genes merece un apartado individual, ya que se trata de loci
gue antes de ser identificados en estudios de ligamiento no se pensaba que
pudieran tener relacion con el asma. Estas asociaciones deben confirmarse y

tratar de relacionarlos con las rutas patogénicas del asma.

El primer gen descrito mediante estudios de ligamiento fue ADAM33, que
codifica una desintegrina y metaloproteasa implicada en la remodelacion
bronquial del asma. Este gen fue identificado en un estudio de ligamiento llevado
a cabo en 460 familias de Reino Unido y Estado Unidos (243). Se identifico una
regiobn que incluia unos 40 genes en el brazo corto del cromosoma 20 con
ligamiento significativo con el asma y la hiperreactividad bronquial. Tras un
andlisis posicional de la region se identific6 ADAM33 como la fuente de la sefial
de ligamiento. La asociacion de ADAM33 con el asma y la funcién pulmonar se
ha confirmado en distintas poblaciones de diferentes etnias (244). La
identificacion de ADAM33 ha supuesto un importante paso adelante porque este
gen apunta a nuevas rutas patogénicas del asma. A diferencia de otros genes
candidatos, ADAM33 es expresado por fibroblastos pulmonares y células del
musculo liso bronquial. También esta preferentemente expresado durante la
diferenciacion morfogénica de los pulmones humanos y muridos, sugiriendo una
funcién ligada al papel de la unidad epitelial-mesenquimal durante el desarrollo

pulmonar (244).

El gen PHF11 (Plant Homeodomain Finger protein 11) también se ha
asociado con la gravedad del asma (245), ademas de con los niveles de IgE.
Esta localizado en la region 13ql4 y codifica una proteina de la familia PHD
(Plant HomeoDomain), caracterizadas por presentar en su estructura uno o mas
dedos de zinc. Esta proteina ejerce su funcion en el nucleo, interaccionando con

las histonas y modificando la transcripcion génica (246).

El gen DPP10 (Dipeptidyl-Peptidase 10) se encuentra ligado al asma y a
la hiperreactividad bronquial. Esta localizado en la regién 2q14, pero un estudio
mas concienzudo de esa region mostré que la asociacion se limitaba a los

exones iniciales del gen, que codifica un homologo de dipeptidil-peptidasa
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involucrada en la escision de péptidos terminales de citocinas y quimiocinas
(247).

El gen GPRA (G-Protein-coupled Receptor for Asthma susceptibility,
también denominado NPSR1 y GPRA154) esta codificado en la region 7pl4. Se
identificé al ser uno de los dos genes que estaba dentro una regiéon de 133kb
localizada mediante estudio de ligamiento, y se demostré que presentaba una
distribucion de isoformas de la proteina diferente en los sujetos sanos y
asmaticos. En 3 cohortes de Finlandia y Canada se relacionaron varios SNP con
niveles elevados de IgE y asma (248).

El gen HLA-G (una molécula de HLA de clase | codificada en la region
6p21) fue asociado con la predisposicion a padecer asma en un estudio de
ligamiento llevado a cabo en familias blancas de Estados Unidos (249). Se
expresa fundamentalmente en células fetales y en la interfase materno-fetal,
colaborando con la inmunosupresién que tiene lugar en el embarazo. Se ha
detectado HLA-G soluble a nivel bronquial en algunos pacientes asmaticos, pero
no en sujetos sanos (250), lo que sugiere que este gen puede estar regulado al

alza en sujetos asmaticos.

Se han identificado 6 SNP en el gen CYFIP2 (Cytoplasmic Fragile X
mental retardation protein Interaction Protein 2) localizado en la regién 5q33
asociados al desarrollo de asma. Ademas su expresion se encuentra
incrementada en los linfocitos de personas homocigotas para un determinado
haplotipo) (251).

El gen IRAKM (IL-1 Receptor-Associated Kinase-M) es un inhibidor de las
rutas de TLR y IL-1R, localizado en la regién candidata 12q13-24. Se han
asociado varios SNP al asma (252). Mediante estudios inmunohistoquimicos se
ha demostrado que se expresa notablemente en células epiteliales bronquiales,
sugiriendo una posible relacién entre el aumento de activacion del sistema

inmune innato y la inflamacién crénica de las vias respiratorias (252).
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1.2.3. Epigenética del asma

En las dltimas décadas se ha producido un paulatino incremento de las
enfermedades atOpicas, tanto en frecuencia como en gravedad, principalmente
en los paises occidentalizados (253, 254), sin haberse esclarecido todavia las

causas.

Hasta ahora hemos descrito la genética del asma como cambios en las
bases del ADN que provocan la aparicibn de variantes que tienen una
consecuencia sobre el riesgo de desarrollar una patologia. No obstante, el efecto
de estos polimorfismos por separado sobre el fenotipo de asma parece ser
limitado, por lo que se han realizado estudios de haplotipos o diplotipos y
epistasia (interaccion génica entre diferentes genes para una determinada

caracteristica).

El incremento en las enfermedades atépicas ha tenido lugar en un periodo
tan corto que parece poco probable que se deba Unicamente a factores
genéticos, que necesitan bastante mas tiempo para asentarse en las
poblaciones (255). En este sentido, en la Ultima década se ha desarrollado el
area de la epigenética que, segun el Diccionario de la Lengua, se define como el
estudio de la epigénesis, o cambios en un organismo a causa de alteraciones en

la expresion de la informacién genética sin modificacion génica.

La epigenética podria proporcionar el nexo entre el medio ambiente y la
genética en el contexto de las enfermedades complejas. Son tres las razones
gue indican esta posibilidad (256). En primer lugar, las modificaciones
epigenéticas influyen sobre el fenotipo. En este sentido, explicaria por ejemplo
por qué los gemelos homocigotos presentan discordancias fenotipicas en el 25%
de los casos, el fendbmeno de la impronta (imprinting), los efectos del sexo o la
distinta edad de comienzo de una enfermedad. En segundo lugar, las
modificaciones epigenéticas se pueden heredar. Asi, algunos cambios
epigenéticos se pueden transmitir a lo largo de distintas divisiones celulares,
como se ha descrito con el patron de acetilacion de las histonas en clones de
células T humanas (257). Por ultimo, los factores ambientales pueden inducir
modificaciones epigenéticas, pudiendo ser el periodo embrionario y fetal el

momento mas critico (por lo que las exposiciones maternas a algunos agentes
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ambientales durante el embarazo podrian favorecer el desarrollo posterior de

asma).

1.2.3.1. Mecanismos epigenéticos

Existen diversos mecanismos epigenéticos que implican cambios en la
capacidad de transcripcion de las secuencias del DNA. Los principales son la
metilacion del DNA y las modificaciones de las histonas, pero también existen
otros procesos como los microRNA, los pequefios RNA de interferencia o los
RNA no codificantes (258):

1) Metilacion del DNA:

La metilacion del DNA es la mejor conocida de las modificaciones
epigenéticas y se produce en todas las células eucariotas. Consiste en la adiciéon
de un grupo metilo en la posicién C5 de las citosinas de las islas de nucleétidos
CpG. Esto se debe a la accion de unas enzimas denominadas metiltransferasas
del DNA (DNMT). En el ser humano se han descrito cinco DNMT, implicadas en
la metilacion de novo o en el mantenimiento de la misma. Estas islas CpG se
encuentran distribuidas por todo el genoma, pero son especialmente frecuentes

en las regiones promotoras.

Cuando el DNA esta metilado, se impide la union de los factores de
transcripcion y se favorece la unién de proteinas que inhiben la transcripcion
(259). También afecta a la accesibilidad, que a su vez depende de la posicion del

nucleosomay del desensamblado parcial de las histonas.

2) Modificacién de las histonas:

En las células eucariotas el DNA se encuentra “empaquetado” por
pequefias proteinas basicas de 11-12Kd denominadas histonas, de las que
existen cinco clases (H1 ligadora o de union, H2A, H2B, H3 y H4 o
nucleosomales). Cerca de un 20% de las histonas esta constituido por lisina o
arginina, aminoacidos que les confieren su caracter basico. A través de las
cargas positivas de las cadenas laterales de estos amino&cidos las histonas se

unen a los grupos fosfato del DNA, que estan cargados negativamente. Dos
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histonas H2A, H2B, H3 y H4 forman un octamero; alrededor de él se enrolla dos
veces una hebra de ADN, denominandose nucleosoma al complejo DNA-histona.
El DNA se enrolla alrededor del ndcleo de la histona formando unos bucles de
unos 147 pares de bases para, a continuacién, desplazarse unos 20-70 bp en un
giro hacia la izquierda hasta alcanzar el siguiente nucleosoma. Este DNA de
conexion se encuentra desprovisto de histonas. Por su parte, las histonas H1
actuan como pieza de cierre en cada nucleosoma y van uniendo éstos. Se forma
asi la cromatina, que puede aparecer como heterocromatina o cromatina densa
gue es inactiva desde el punto de vista transcripcional 0 como eucromatina o

cromatina abierta, capaz de ser transcrita.

OPEN (ACTIVE) CHROMATIN

B ACETYLATION

PHOSPHORYLATION

CONDENSED CHROMATIN

llustracion 6. Esquema que muestra los principales mecanismos epigéticos,tomada de
Martino y cols. (260).
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Las histonas pueden sufrir diversos procesos enzimaticos, como
metilaciones, acetilaciones, fosforilaciones, ubiquitilaciones, sumoilaciones o
ADP-ribosilaciones segun se afiadan grupos metil, acetil, fosforil, ubiquitil, sumoil
0 ADP-ribosil, respectivamente.

La méas importante de ellas es la acetilacion/desacetilacion, llevada a cabo
por acetiltransferasas de histonas (HAT) y desacetilasas de histonas (HDAC). En
lineas generales, cuando las histonas estdn desacetiladas se inhibe Ila
transcripcion, mientras que cuando estan acetiladas, se favorece. El conjunto de
modificaciones postranscripcionales de las histonas se ha denominado cédigo de
histonas y de ello depende que la cromatina se encuentre abierta, y por tanto
transcripcionalmente activa, o cerrada, y en consecuencia no accesible a la
magquinaria de transcripcion; en definitiva, que se puedan expresar o no los

genes.

1.2.4. Farmacogenética del asma

Es frecuente en la practica clinica que distintos pacientes con
caracteristicas clinicas similares respondan de forma diferente a un mismo
tratamiento. Estas diferencias podrian deberse a factores ambientales o al
cumplimiento del tratamiento, pero el avance del conocimiento del genoma ha
llevado a pensar que una posible causa de dicha variabilidad podria deberse
también a factores genéticos.

La farmacogenética es la disciplina que estudia como determinados
factores genéticos afectan a la respuesta ante un determinado tratamiento. Se
trata de una disciplina de aparicion reciente que en un futuro podria ayudar a
disefiar tratamientos individualizados en funcion de las caracteristicas genéticas

de los pacientes (261).

Analizaremos con mayor profundidad la farmacogenética de los
principales tratamientos para el asma: [2-agonistas, antileucotrienos vy

corticosteroides.
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llustracion 7. Esquema donde se muestra el mecanismo de accion de los principales

tratamientos del asma. Tomado de Pascual y cols. (262).

1.2.4.1. B2-agonistas

Los broncodilatadores p2-agonistas actian sobre receptores adrenérgicos
presentes en la superficie de varias células inflamatorias y pulmonares,

destacando las células del musculo liso bronquial.

El gen del receptor f2-adrenérgico humano (ADRB2) es uno de los que ha
sido estudiado con mayor detenimiento. Es un gen pequefio localizado en la
region cromosomica 5q32-34 que codifica una proteina de 413 aminoacidos, con
funcion de receptor acoplado a proteina G para transmitir su sefial. En un primer
momento fueron descritos nueve SNP que resultaban en las variaciones no
sinbnimas en la secuencia de aminoacidos Glyl16Arg, GIn27Glu, Val34Met y
Thril64lle (263), pero actualmente ya se han descrito hasta cuarenta y nueve
SNP (264).
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Estas variaciones han sido revisadas recientemente (265, 266), siendo
Gly16Arg y GIn27Glu las que han sido mas estudiadas y han demostrado mayor
relevancia. Existen multiples estudios in vitro y clinicos (algunos de ellos que se
contradicen), pero lo que se ha encontrado con mayor frecuencia es que los
sujetos homocigotos para alguna de estas variantes (que presentan arginina en
la posicidn 16 o acido glutdmico en la posicidn 27) presentan una mayor y mas
rapida respuesta al uso de broncodilatadores de corta duracion de forma aguda;
pero cuando éstos son usados de forma regular o al utilizar broncodilatadores de

larga duracion presentan una peor respuesta al tratamiento.

1.2.4.2. Antileucotrienos

Los leucotrienos son moléculas derivadas del &cido araquidonico,
liberadas por los eosindfilos, mastocitos y macrofagos alveolares durante la
respuesta inmune, y actian como uno de los principales mediadores de la
respuesta inflamatoria en el asma. En su sintesis intervienen fundamentalmente
tres enzimas: la 5-lipooxigenasa (ALOX5), la sintetasa de LTC4 (LTC4S) y la
LTA4 epoxi-hidrolasa (LTA4H).

El lugar de accion de los antileucotrienos actuales es la inhibicion de la
enzima ALOX5 en el caso del Zileuton; o bloquear el receptor de membrana
sobre el que actuan los leucotrienos cisteinilicos, CysLT1 (Cysteinyl leukotriene

receptor 1) en el caso de montelukast, pranlukast o zafirlukast.

La farmacogenética de la via de los leucotrienos ha sido revisada

recientemente (267):

e Dos variaciones en ALOX5 (una de ellas localizada en el sitio de union de
SP1 a la regiébn promotora), estan asociadas a una menor actividad de
esta enzima y, por tanto, su presencia tendria como consecuencia una
menor respuesta al tratamiento con inhibidores de ALOX5 y con

antagonistas del receptor CysLT1.

e Se han descrito SNP presentes en CYSLTR1 (rs320995), que codifica el
receptor CysLT1 y en CYSLTR2 (Met201Val), que codifica el receptor
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CysLT2. Ambas han sido asociadas con un aumento de susceptibilidad a

padecer asma en al menos dos poblaciones independientes.

e EIl gen LTC4S que codifica la enzima del mismo nombre presenta un
polimorfismo en su region promotora (-444A/C) que ha sido asociado a
una mayor susceptibilidad a padecer asma, hipersensibilidad a AINE o

una menor respuesta a los antagonistas de CysLT1 (268).

Cytosolic 1 Cytosol Extracellular

phosphalipase Ay | #pace
Tl .

activating protein

‘ 5. Lipoxygenase
Astham,
R | Leukotriene Ag

Leukotriene Cy
synthase

Chemotaxis

Leukotriene Ay
hydrolase

Alrway
Smooch-muscle constriction
Eosinophil migeation
Edema

llustracién 8. Esquema de la via de los leucotrienos con el lugar de accion de cada
farmaco y asociaciones farmacogenéticas encontradas, tomado de Tantisira y cols.(267).

1.2.4.3. Corticosteroides

Los corticosteroides han sido los primeros farmacos con efecto
antinflamatorio utilizados en el asma y la evidencia cientifica demuestra que el
uso de corticosteroides inhalados mejora el control de la enfermedad y reduce su
mortalidad. Ejercen su funcion modificando la transcripcion de genes, inhibiendo
la transcripcion de genes pro-inflamatorios y activando la transcripcion de genes

gue intervienen en la respuesta anti-inflamatoria.
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Se han descrito polimorfismos en el gen NR3C1 (que codifica los
receptores para glucocorticoides GRa, GRy y GRpB). Uno de ellos (Asn363Ser)
ha demostrado, en un estudio llevado a cabo en ancianos que padecian
enfermedades cronicas, una mayor sensibilidad a los glucocorticoides
administrados (269).

El gen STIP1 codifica la fosfoproteina 1 inducida por estrés, que es una
proteina adaptadora que media la asociacion de las chaperonas moleculares
HSC70 y HSP90 (HSPCA y HSPCB) en la via de transmision de sefiales de los
corticosteroides. Varios polimorfismos descritos en este gen se han asociado a
una respuesta variable del FEV1 en pacientes asmaticos tratados con

glucocorticoides inhalados (270).

Varios polimorfismos del receptor CRHR1 (corticotropin-releasing
hormone receptor 1), que desempefia un papel fundamental en la sintesis
endogena de los glucocorticoides, se han relacionado también con una mejor
respuesta al tratamiento con corticosteroides inhalados en pacientes asmaticos
(271).

Por dltimo, el polimorfismo His33Glu en el gen TBX21 (que codifica el
factor de transcripcion T-bet, esencial para la diferenciacion de los linfocitos T
hacia Thl) se ha relacionado con una mayor reduccion de la hiperreactividad
bronquial en los pacientes tratados con corticoides inhalados (196).

1.3. Filagrina
1.3.1. Proteina

La filagrina es una proteina clave en la diferenciacion de la epidermis y en
la formacion del estrato cérneo de la piel. Este estrato constituye la capa mas
externa de la piel, que previene la pérdida de agua por la epidermis e impide la

entrada de alérgenos, sustancias quimicas toxicas y gérmenes (272).

Es una proteina de 324 aminoacidos y 37 kDa de masa molecular y

corresponde al 6% del contenido proteico del estrato corneo de la epidermis.
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llustracion 9. Estructura tridimensional de la filagrina.

Los prominentes granulos queratohialinos que se ven con microscopia
Optica en las capas granulosas de la epidermis externa estan formados
predominantemente por la poliproteina profilagrina, de 400 kDa. Esta proteina se
encuentra notablemente fosforilada y esta constituida por diversas repeticiones
de filagrina separadas por un péptido de unién de 7-10 aminoacidos (273).
Después de la diferenciacion terminal de los queratinocitos para formar las
escamas, la profilagrina es desfosforilada y escindida en 10-12 copias de
filagrina (274, 275).

La filagrina tiene de la propiedad de agregar los filamentos de queratina,
formando haces apretados del sistema del citoesqueleto, dando lugar a la densa
matriz de proteinas y lipidos de la cubierta celular cornificada (276). Esta
estructura colabora en el cambio desde la forma eliptica de los queratinocitos a
su morfologia aplanada, con los filamentos de queratina alineados de forma
paralela a la superficie de la epidermis (272). Esta funcién de ayudar a la unién
de los filamentos de queratina es la que le da a la filagrina su nombre,

proveniente del inglés filaggrin (FILament AGGregation protelN).

La union de la filagrina con los filamentos intermedios de queratina se
produce mediante uniones ionicas y/o puentes de hidrogeno. Los numerosos

giros de la filagrina estan positivamente cargados con residuos de arginina (Arg)
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e histidina (His), y éstos interactian formando puentes salinos con las
numerosas cargas negativas de los dominos Rod de los filamentos de queratina,

formando una estructura similar a una cremallera (277).

Involucrin Lipids

“«_ Loricrin, profilaggrin, trichohyalin,

Cornified " involucrin, SPRs, S100A proteins

TGS, keratin-1, -2e, -9, -10,
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Upper granular

Granular
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Basal Keratin-5, -14, TG2, BPAGT  *._ icri SPRs
Basal lamina BPAG2/collagen-17 % g ) )
L By integrin, laminin-5 g Fleagin Keratin

llustracion 10. Esquema de la estructura de la piel y la relacién entre sus distintas
proteinas (272).

Los primeros 80 aminoéacidos contienen dos motivos EF que forman un
dominio funcional para unir iones calcio (278), similar al de otras proteinas
pequefias o proteasas. El motivo EF es un dominio estructural de proteinas de
tipo hélice-bucle-hélice que se encuentra en una gran familia de proteinas de
union a calcio. Consta de dos hélices alfa situadas aproximadamente
perpendiculares la una a la otra y unidas por un secuencia corta (por lo general
alrededor de 12 aminoéacidos) que normalmente se une a iones de calcio. Este
dominio se puede encontrar en otras proteinas de la familia S-100 como la

tricohialina (THH), asi como en la parvalbimina, calmodulina o en la troponina-C.

La filagrina tiene una semivida de 6 horas en el estrato corneo, siendo
degradada mayoritariamente en aminoacidos libres. Su alta concentracion en
aminoacidos hidrofilicos (en el rango de 100 mM) es esencial para la retencion
de agua y contribuye a la osmolaridad y, de ese modo, a la flexibilidad y textura

del estrato cérneo.
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Se han realizado diversos estudios tomando biopsias de diferentes tejidos
y se ha observado que la filagrina también se expresa en la mucosa oral y la
lengua, asi como en la mucosa nasal, donde se supone que contribuye también
a la funcién de barrera (279, 280). Aungque en algunos estudios no ha podido ser
detectada la expresion proteica en mucosa nasal (280), esofagica (280) ni
bronquial (281), en estudios de expresion génica indexados en GeneCards®
(http://www.genecards.org) se puede observar que si se ha detectado expresion
del gen FLG en pulmodn (objetivado en 12 estudios de Microarray, 2 de RNAseq
[llumina Body Map]) y en epitelio bronquial (objetivado en 10 estudios de

Microarray).

1.3.2. El Gen FLG

La profilagrina esta codificada por el gen FLG, que se ubica en el brazo

largo del cromosoma 1, concretamente en el locus 1g21.3:

1p35.3

1p3s.l

1p36.12

llustracion 11. Esquema de la ubicacion de la filagrina en el cromosoma 1 (flecha).

Esta localizado en el denominado EDC (Epidermal Differentiation
Complex, complejo de diferenciacion epidérmica), que agrupa a un conjunto de
mas de 30 genes relacionados estructural y evolutivamente, y que codifican
proteinas de la epidermis, como la filagrina, la loricrina o la involucrina, entre

otras.
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llustracion 12. Esquema del Epidermal Differentiation Complex (EDC) adaptado de
Marenholz y cols. (282), en el que se puede apreciar la localizacién del gen FLG en
relacion al complejo de diferenciacion.

La estructura del gen fue descrita hace dos décadas por Gan y cols. (273);
posteriormente Presland y cols. (283) profundizaron mas en las caracteristicas y

funciones de sus exones.

A Exon 1 Exon 2 Exon 3
FLG gene on chromosome 1921 } [H '7
:::::::::;;: ----- 1_kb
B [ﬂ CEEEaEEN
AB
M . (]j
S
N-terminal domain 10-12 filaggrin repeats flanked by two partial repeats C-terminal domain
293 amino acids Keratin-binding function 157 amino acids

Ca?*-binding function

llustracién 13. Esquema de la estructura del gen FLG (284).

Es un gen bastante largo, que esta constituido por 3 exones: el primero
contiene secuencias 5UTR (15 pares de bases), el segundo contiene el codon
de iniciacion (159 pares de bases) y el tercero codifica la mayor parte del

dominio N-terminal y las repeticiones de la filagrina (12,7 Kb). La parte inicial
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codifica los motivos EF que forman el dominio de union a iones calcio similar a

otras proteinas de la familia S-100.

Contiene también 2 intrones: el primero, de 9-10 Kb, localizado en la
region 5’ no codificante y el segundo, de 570 pares de bases, situado entre los
motivos EF. La posicion del intron 2 es idéntica a la de otros miembros de la

familia de proteinas S-100.

1.3.3. Genética Molecular

En el gen de la filagrina se han descrito diversas mutaciones. Las mejor
conocidas fueron descubiertas al estudiar pacientes con ictiosis vulgar. Esta
enfermedad corresponde a la alteracion hereditaria mas frecuente de la
queratinizacion. Estd caracterizada por la presencia de escamas finas y
blanquecinas, que predominan en el tronco y zonas de extension de los
miembros. La cara, el cuello y las flexuras corporales suelen estar respetadas.
Muy a menudo se acompafa de hiperqueratosis folicular en las zonas de
extension de las extremidades, aumento de los pliegues e hiperqueratosis
palmo-plantar. Suele mejorar en el verano y empeorar en el invierno. La
intensidad de la descamacion es muy variable y, en los casos leves, muchas
veces el diagnéstico es consecuencia de un hallazgo en una exploracién
rutinaria 0 por otro motivo. La ictiosis vulgar no produce manifestaciones
extracutaneas, pero es una asociacion frecuente en pacientes con dermatitis

atopica.

Diversos estudios apuntaban a que esta enfermedad estaba causada por
un defecto en la expresion de la filagrina: mediante inmunoblot
(inmunotransferencia) se demostré que esta proteina estaba ausente o muy
reducida en los pacientes que padecian esta enfermedad (285-287);
posteriormente, se describio un descenso del mRNA de la profilagrina (288).
Este hecho se corroboré utilizando modelos animales con ratones con

modificaciones realizadas en el gen FLG (289).

Debido a las caracteristicas del gen FLG (recordemos que es un gen muy

largo y que incluye muchas repeticiones en su exén 3) no habian podido
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describirse las alteraciones genéticas que eran responsables de este defecto en
la expresion de filagrina. Un estudio méas detallado llevado a cabo por Smith y

cols. (290) describié 2 mutaciones en la primera repeticion del exén 3:

Gene I |

Exon 1 (5" UTR) Exon 2 J‘t Exon 3 3’ UTR

R501X 2282del4
KEY: M =Unigue [ =Partialrepeat []=Filaggrinrepeat === = 1,000 bp

llustracion 14. Esquema de la localizacion de las mutaciones (290).

R501X: La mutacion R501X (rs61816761) consiste en una transicion
nucleotidica en la que se sustituye una citosina por una timina en la posicién
genodmica 1501. Esto supone el cambio del codén CGA, que codifica el
aminoacido arginina en posicién 501, por el codon TGA, que supone un codén
sin sentido o de terminacion que acota el mensaje cifrado, deteniendo la
transcripcion. Se ha descrito que los sujetos homocigotos para esta mutacion no
presentan el epitopo conservado en los péptidos con repeticiones de filagrina.
Sin embargo, estos pacientes presentan el epitopo del dominio N- terminal de la
profilagrina, que esta codificado por secuencias en sentido 5° de la repeticién 1,
aunque con una distribucién anormalmente difusa. Esta pérdida de epitopos de
la filagrina se ha confirmado en cultivos de queratinocitos, asi como se ha
confirmado la ausencia de filagrina procesada en biopsias de piel de pacientes

homocigotos para esta mutacion.

2282del4: La mutacion 2282del4 consiste en la delecion de 4 nucleétidos
(citosina-adenina-guanina-timina) en la posicion genémica 2282, lo que provoca
un cambio en el marco de lectura a partir del codén 715. Se ha detectado que,
en pacientes heterocigotos compuestos para esta mutacion junto con la anterior,

se observa la misma situacion que en los pacientes homocigotos para R501X. Lo
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gue confirma que ambas mutaciones dan lugar a una pérdida de la produccion

de filagrina.

Funcionalmente, estos alelos se consideran alelos con efecto nulo,
aunque se exprese un fragmento N-terminal enormente truncado de la
preproteina. Estos alelos nulos dan lugar a una pérdida de produccion de
filagrina que conlleva una alteracion de la formacién de la barrera epidérmica. Su
herencia es semidominante, es decir, el gen dominante no domina totalmente
sobre el gen recesivo y, por ello, en el fenotipo de los individuos heterocigotos se
observan efectos del gen recesivo, el cual queda parcialmente enmascarado.
Como resultado, los heterocigotos para alguna de las mutaciones no tienen
ningun fenotipo discernible o tienen ictiosis leve, mientras que los homocigotos
mutados y los heterocigotos compuestos (heterocigotos para las dos
mutaciones) tienen una marcada ictiosis con un defecto histolégico evidente de

la barrera cutanea (290).

Smith y cols. (290) y posteriormente Palmer y cols. (291) han llevado a
cabo estudios poblacionales para calcular la frecuencia alélica de estas
mutaciones en sujetos sanos en poblacion de origen europeo. Estos estudios
han demostrado que estas mutaciones no son infrecuentes, presentado una
frecuencia alélica de 0,029 en el caso de la mutacion R501X y 0,016 en la
mutacion 2282del4.

Tabla 6. Frecuencias alélicas observadas en estudios poblacionales europeos (291).

Se indica la frecuencia del alelo mutado.

Poblacién R501X 2282del4

Irlandesa/Escocesa 0,028 (n=242) 0,010 (n=257)
Niflos escoceses (Tayside) | 0,030 (n=1008) | 0,019 (n=1008)
Norteamericanos con 0,024 (n=124) | 0,011 (n=133)
origenes europeos
Francesa 0,025 (n=158) 0,010 (n=155)
COMBINADA * 0,029 (n=1532) | 0,016 (n=1553)
*Frecuencia combinada de la poblacion caucasica obtenida de dichos estudios.
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Los estudios poblacionales llevados a cabo en poblacibn no europea

demuestran que estas mutaciones practicamente no se detectan en poblaciones

norte-africanas, chinas, japonesas o indias:

Tabla 7. Frecuencias alélicas observadas en estudios poblacionales no europeos (291).
Se indica la frecuencia del alelo mutado.

Poblacion \ R501X 2282del4
Norte-africana 0,000 (n=124) 0,000 (n=121)
China 0,000 (n=47) 0,000 (n=49)
Japonesa 0,000 (n=35) 0,000 (n=35)
India 0,000 (n=83) 0,014 (n=111)
Posteriormente, se han descrito otras mutaciones asociadas

fundamentalmente a la dermatitis atopica, pero R501X y 2282del4 contindan

siendo un referente en todos los estudios que se llevan a cabo en distintas

poblaciones o cuando se estudia la asociacion a otras enfermedades.

‘e Filaggrin gene
(FLG)

—

R244

2282del4
3763delC
3702delG

A\
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§3247X

Exon 1

Exon 2 . Iy
441delA d
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S3296X
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52554X
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6867delAG e
Q2147X Q3683X

E2422X

R4307X

llustracion 15. Esquema de la localizacion de las mutaciones descritas en el gen de la
filagrina en diversos estudios posteriores (292).
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1.3.4. Asociacion de las mutaciones del gen FLG con la dermatitis

atopica

A la vista de los resultados obtenidos en los que se asociaba la presencia
de estas dos mutaciones con la ictiosis vulgar, se han llevado a cabo nhumerosos
estudios que han demostrado con éxito la asociacion de éstas con la dermatitis

atopica. Estos estudios y las poblaciones analizadas se resumen en la Tabla 8.

Tabla 8. Poblaciones en las que se han estudiado las mutaciones del gen de la filagrina

y la presencia de dermatitis atdpica.

Poblacion ‘ Estudio
Diferencias Irlandesa Palmer y cols. (291), Sandilands y cols.
significativas (293)
Palmer y cols. (291), Lerbaek y cols.
Escocesa (294)
Danesa Palmer y cols. (291)
Weidinger y cols. (295-297), Stemmler
Alemana y cols. (298), Ruether y cols. (299),
Betz y cols. (300), Novak y cols. (301)
Barker y cols. (302), Morar y cols.
Inglesa (303), Brown y cols. (304, 3_’05),
Henderson y cols. (306), Rice y cols.
(307)
Francesa Hubiche y cols. (308)
Italiana Giardina y cols. (309)
Sueca Ekelund y cols. (310)
Europea Marenholz y cols. (311)
Norteamericana Rogers y cols. (312)
S_m c_h_fer(-:-_nc:las Norteamericana Howel y cols. (313)
significativas

El primero de ellos fue el de Palmer y cols., quienes estudiaron una

pequefia cohorte formada por 52 pacientes pediatricos irlandeses que
consultaron por dermatitis atdpica diagnosticada por un dermatdélogo (291). El
grupo control estaba formado por 189 irlandeses anénimos y no seleccionados.
Las variantes estaban sobrerrepresentadas en la cohorte con dermatitis atopica,

con una frecuencia alélica combinada (que consiste en padecer una mutacion
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y/lo la otra) de 0,33 (con respecto a un 0,042 del grupo control), lo que
demostraba una asociacion estadisticamente significativa: OR=13,4 (1C95%: 6,2-
27,5) y p<0,001.

En el mismo trabajo, los autores procedieron a tratar de confirmar esta
asociacion en un grupo mayor de pacientes procedente del estudio BREATHE,
disefiado para evaluar asma, pero en el que aproximadamente el 50% de los
pacientes tenia un antecedente de dermatitis atopica asociada al asma. De este
estudio se obtuvieron 604 escolares y adolescentes escoceses y se compararon
con 1008 escolares escoceses con un estado de enfermedad desconocido.
Ambas variantes de filagrina se encontraban sobrerrepresentadas en la cohorte
de asmaticos (frecuencia combinada de portadores del 15,7% frente al 9,6% del
grupo control). También existieron diferencias significativas al analizar las

mutaciones por separado.

En este mismo trabajo, los autores trataron de conseguir una replicacién
adicional de esta asociacion en 372 nifilos daneses que habian sido seguidos
prospectivamente desde la gestacion en un estudio de cohortes que incluyé a
madres danesas con asma (estudio COPSAC). Estas variantes también estaban
sobrerrepresentadas en los nifios que padecian dermatitis atopica (frecuencia
combinada de portadores del 17,5% frente al 11% del grupo control, p<0,001).

Weidinger y cols. (295) analizaron estas mutaciones en una cohorte de
476 familias alemanas, encontrando una diferencia significativa para la presencia
de estas mutaciones y el padecer dermatitis atdépica (OR 501X: 3,64; OR
2282del4: 2,43; combinado: 2,73 p<0,001).

Barker y cols. (302) incluyeron a 163 pacientes y 1463 controles ingleses,
encontrando también una OR elevada para la frecuencia combinada de
portadores de estas mutaciones, en concreto de 7,7 (IC95%: 5,3-10,9) siendo
también estadisticamente significativa al analizar las dos mutaciones de forma

independiente.

Stemmler y cols. (298) trataron de replicar estos resultados utilizando 378
pacientes alemanes con dermatitis atopica y 700 controles procedentes también

de la misma poblacién. Encontraron también que estas mutaciones estaban
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sobrerrepresentadas en los pacientes con dermatitis atopica, sobre todo en el
subgrupo de pacientes en los que la enfermedad comenz6 antes de los 2 afios
de edad (p<0,001).

Marenholz y cols. (311) trataron de repetir esta asociacion utilizando 2
poblaciones: 903 nifilos con dermatitis atopica procedentes de la cohorte
GENUFAD, que habia seguido a 490 familias de ascendencia europea
(alemanes en su gran mayoria) y 189 pacientes con dermatitis atopica del
estudio aleman MAS, que se compararon con 321 controles procedentes del
mismo estudio. Al analizar los datos procedentes del estudio GENUFAD se
encontraron diferencias significativas entre ambas mutaciones y la presencia de
dermatitis atdpica. También se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en el estudio MAS (p<0,001).

Ruether y cols. (299) incluyeron a 272 pacientes con dermatitis atdpica y
276 controles sanos, todos procedentes del norte de Alemania y encontraron una
OR elevada para alguna de las mutaciones, en concreto de 7,1 (IC95%: 3,41-
14,78). De nuevo Weidinger y cols. (296), en otro estudio, incluyeron 274
pacientes afectos de dermatitis atopica y 252 sujetos sanos de origen aleman.
Encontraron una asociacion estadisticamente significativa con el hecho de
padecer dermatitis atépica (p<0,001), niveles séricos méas elevados de IgE
(p<0,05), inicio temprano de la enfermedad (p<0,001) y niveles de SCORAD
(p<0,001).

Morar y cols. (303) reclutaron 426 familias inglesas con 990 nifios, de los
gue 657 tenian dermatitis atopica. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas para el genotipo combinado, asi como para R501X y 2282del4.

También se encontraron diferencias significativas con la atopia (p<0,001).

Sandilands y cols. (293) analizaron estas dos mutaciones en 188 nifios
irlandeses afectos de dermatitis atdpica y en 736 sujetos sanos, encontrando
diferencias estadisticamente significativas para ambas mutaciones. Ademas,
ampliaron el estudio analizando varias mutaciones mas que habian sido
descritas recientemente y encontraron diferencias significativas para R2447X
(OR 14,19 con IC95% 2,92-68,90) y S3247X (OR 2,8 con 1C95% 1,28-6,13 y
p<0,05) pero no para 3702delG.
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Howel y cols. (313) trataron de replicar estos estudios en poblacion norte-
americana, incluyendo 30 pacientes con dermatitis atdpica (17 euroamericanos,
12 afroamericanos y 1 hispano) y 39 controles sanos (27 euroamericanos, 11
afroamericanos y 1 con origen asiatico). No encontraron ningin sujeto que
presentara la mutacion R501X y solamente encontraron 3 pacientes con
dermatitis atopica y 2 controles que eran heterocigotos para 2282del4, todos

procedentes del sub-grupo euroamericano (p=0,36).

Betz y cols. (300) disefiaron un estudio para evaluar la asociacién de
estas mutaciones con la alopecia en poblaciéon alemana. Analizaron los 145
pacientes con dermatitis atdpica que estaban incluidos en su estudio y

encontraron diferencias estadisticamente significativas para ambas mutaciones.

Lerbaek y cols. (294) y Novak y cols. (301) disefiaron dos estudios para
evaluar la asociacion de estas mutaciones con el eczema de manos o dermatitis
alérgica de contacto (en poblacion danesa) y la dermatitis alérgica de contacto
(en poblacién alemana) respectivamente. Analizaron los 26 y 56 pacientes con
dermatitis atOpica que estaban incluidos en sus estudios y encontraron

diferencias estadisticamente significativas para ambas mutaciones.

Hubiche y cols. (308) trasladaron los resultados obtenidos por todos los
estudios a la poblacién francesa, incluyendo a 99 pacientes con dermatitis
atopica y 102 controles sanos, encontrando diferencias significativas para R501X
(p<0,05) y 2282del4 (p<0,001).

Giardina y cols. (309) analiz6 178 pacientes italianos con dermatitis
atopica y 210 controles sanos sin hallar diferencias estadisticamente
significativas, encontrando unas frecuencias alélicas muy inferiores a las
descritas en otros trabajos: R501X presentaba unas frecuencias alélicas de 0,6%
en el grupo de dermatitis atdpica y 0,0% en el grupo control y 2282del4 0,9% y

0,5%, respectivamente.

Rogers y cols. (312) disefiaron un estudio utilizando a los participantes del
estudio multicéntrico norteamericano CAMP, disefiado para investigar los efectos
a largo plazo del tratamiento con corticoides inhalados en nifios asmaticos. De

todos los participantes, 185 padecian dermatitis atdpica y, al analizar la
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presencia de estas mutaciones, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas para ambas mutaciones analizadas de forma independiente, asi

como para el genotipo combinado.

Brown y cols. (304) utilizaron una cohorte de 7.737 recién nacidos de
Inglaterra (a los que se les extrajo sangre al nacimiento entre 1996 y 2003) y de
los que, finalmente, se estudiaron 789 nifios entre 7 y 9 afios: 190 presentaban
dermatitis atdpica y los 599 restantes formaron el grupo control. Estos autores no
encontraron diferencias significativas en los sujetos que portaban una copia de
una de las mutaciones, pero si para los que portaban 2 copias de las mutaciones
(homocigotos para una de las mutaciones o heterocigotos para dos de las cinco
mutaciones analizadas), con una OR de 26,9 (IC95%: 3,3-217,1y p<0,05).

Ekelund y cols. (310) utilizaron para el estudio una cohorte de 406 familias
suecas (formadas por 1.514 personas, de los que 921 eran descendientes con
eczema: 588 con dermatitis atépica y 333 con eczema no atdpico). Encontraron
que ambas mutaciones eran mas frecuentes en los sujetos que padecian
dermatitis atopica, pero no en los sujetos que padecian eczema no atépico.
Existieron diferencias significativas para R501X y 2282del4 (p<0,001), asi como
para el genotipo combinado. Ademas los pacientes portadores de estas
mutaciones padecian una dermatitis atépica mas grave (p<0,001).

De nuevo Brown y cols. (305) disefiaron otro estudio en el que incluyeron
186 adultos ingleses con dermatitis atopica que habian sido diagnosticados en la
infancia y 1035 controles. Se analizaron 6 mutaciones que habian sido descritas
en estudios anteriores. Encontraron diferencias estadisticamente significativas
para R501X, 2282del4d y R2447X, asi como para el genotipo combinado
(p<0,001). No demostraron diferencias significativas para las mutaciones
S3247X, 3702delG y 3673delC.

Henderson y cols. (306) reclutaron 6971 nifios ingleses procedentes de la
cohorte longitudinal de nacimiento ALSPAC (en la que se incluyeron 14.062
nifios nacidos entre 1991 y 1992). Encontraron diferencias significativas en los
4.764 nifos que padecian dermatitis atdpica, portadores de una copia de las dos
mutaciones clasicas del gen de la filagrina o dos copias (heterocigotos para las

dos u homocigotos para una). Ademas, estos autores encontraron que estas
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mutaciones eran mas frecuentes en los nifios que padecian dermatitis atopica

persistente.

Rice y cols. (307) incluyeron a 5.432 adultos ingleses (procedentes del
estudio ELSA en el que se siguieron a 9.432 adultos mayores de 50 afios del
2001 al 2004). Encontraron diferencias significativas en los pacientes portadores
de alguna de las dos mutaciones clasicas y la presencia de eczema, asi como la

presencia de piel seca.

De nuevo Weidinger y cols. (297) en otro estudio incluyeron 3.099 nifios
alemanes (procedentes del estudio ISAAC Il) y analizaron 5 mutaciones del gen
FLG (R501X, 2282del4, R2447X, S3247X y 3702delG). Encontraron diferencias
significativas entre el genotipo combinado y la presencia de dermatitis atdpica o

eczema no atopico (p<0,001).

1.3.5. Asociacion de las mutaciones del gen FLG con el asma

Varios de los estudios disefiados para el andlisis de la relacion entre la
dermatitis atépica y las mutaciones antedichas incluian sujetos que habian sido
diagnosticados de asma. Por ello, a pesar de no haber sido disefiados con ese
objetivo, en estos trabajos se pueden encontrar las primeras pinceladas de la
relacion entre el asma y estas mutaciones. Se puede encontrar en muchos de
ellos una tendencia que sugeria la predisposicibn a padecer asma, pero al
analizar por separado los pacientes asmaticos que ademas tenian dermatitis

atopica y los que no la padecian esta tendencia parecia disminuir.

En la siguiente tabla se trata de resumir los resultados obtenidos en estos
estudios al analizar pacientes asmaticos que padecen también dermatitis

atopica:
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Tabla 9. Resultado de los estudios al analizar asma con dermatitis atopica.

Estudio | OR 1.C.95%
Palmer y cols. (291)
(pacientes procedentes del 2,89 * 2,04-411

estudio BREATHE)

Palmer y cols. (291)

(pacientes procedentes del 2,78 0,92 -8,42
estudio COPSAC)

Weidinger y cols. (295) 3,40 * 1,68 — 6,88
Marenholz y cols. (311)

(pacientes procedentes del 6,21 * 2,60 — 14,80

estudio MAS)

Marenholz y cols. (311)

(pacientes procedentes del 2,79* 1,65-4,71
estudio GENUFAD)

Weidinger y cols. (296) 5,69 * 2,76 —11,73
Morar y cols. (303) 1,52 * 1,13-2,05
Betz y cols. (300) 4,63 * 2,30-9,35
Hubiche y cols. (308) p>0,05

Ekelund y cols. (310) 3,68* 1,99 -6,42
Brown y cols. (305) 15 0,8-2,8
Henderson y cols. (306) 3,42 * 2,38 —4,90
Rice y cols. (307) 1,69 * 1,14 — 2,49
(* p<0,05)

La siguiente tabla hace referencia a los estudios en los que se analizan

sujetos asmaticos que no padecian dermatitis atopica:

Tabla 10. Resultado de los estudios al analizar asma sin dermatitis atépica.

Estudio | OR 1.C.95%
Palmer y cols. (291)
(pacientes procedentes del 0,80 0,50-1,30

estudio BREATHE)

Marenholz y cols. (311)

(pacientes procedentes del 2,47 % 1,10 -5,80
estudio MAS)

Henderson y cols. (306) 0,79 0,45-1,41
Rice y cols. (307) 1,19 0,90 - 1,57
(* p<0,05)
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Posteriormente, se han llevado a cabo otros estudios en los que se ha

profundizado mas en la posible asociacion de estas mutaciones con el asma.

Rogers y cols. (312) disefiaron un estudio utilizando a los participantes del
estudio multicéntrico norteamericano CAMP, dirigido a investigar los efectos a
largo plazo del tratamiento con corticoides inhalados en nifios asmaticos. No
encontraron una relacion significativa entre estas mutaciones y el hecho de que
los pacientes padecieran asma (independientemente de si padecian eczema o
no). Tampoco encontraron diferencias en el FEV1, cociente FEV1/FVC,
porcentaje de mejoria de FEV1 en la prueba broncodilatadora o PCy de la

prueba de metacolina.

Palmer y cols. (314) fueron los primeros en analizar de forma mas
concienzuda a 874 pacientes asmaticos [procedentes del estudio BREATHE que
estudiaba el asma infantil y del que ya habian obtenido pacientes con dermatitis
atopica en su anterior publicacion(291)]. Los autores encontraron que los sujetos
con el genotipo combinado o que presentaban la mutacién 2282del4 tenian un
menor cociente FEV1/FVC. Ademas, los pacientes con el genotipo combinado o
gue presentaban la mutacibn R501X requerian tratamiento con escalones
superiores de tratamiento de la Sociedad Britanica de Toérax (British Thoracic
Society o BTS). La diferencia en este marcador de gravedad desaparecia al
analizar por separado pacientes asmaticos con eczema (OR 1,58 con 1C95%
1,01-2,46 y p=0,043) y pacientes asmaticos sin eczema (OR 1,93 con IC95%
0,94-3,95 y p=0,74). También describieron que los pacientes portadores de estas
mutaciones requerian mayor uso de medicacién de rescate independientemente
de padecer eczema (OR ajustado 1,65 con 1IC95% 1,11-2,47 y p=0,014).

Basu y cols. (315) continuaron el trabajo anterior incluyendo a mas
participantes del estudio BREATHE llegando a enrolar a 1.135 participantes.
Observaron que estas mutaciones eran mas frecuentes solamente en los
pacientes asmaticos que asociaban eczema. Ademas, encontraron un mayor
namero de exacerbaciones en los pacientes que presentaban la mutacion R501X
(OR 1,97, con IC95% 1,20-3,23 y p=0,009) o el genotipo combinado (OR 1,61
con 1C95% 1,08-2,40 y p=0,021). Los pacientes portadores de la mutacion

R501X tenian mayor frecuencia de absentismo escolar (OR 1,71 con IC95%
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1,04-2,83 y p=0,041). Ademas, los portadores de R501X precisaban un mayor
uso de corticoides orales (OR 1,89 con 1C95% 1,11-3,22 y p=0,021) al igual que
los portadores del genotipo combinado (OR 1,71, con 1C95% 1,10-2,65 y
p=0,025). No existieron diferencias significativas al analizar las hospitalizaciones

por asma.

Weidinger y cols. (297) incluyeron 3.099 nifios alemanes (procedentes del
estudio ISAAC Il) y analizaron 5 mutaciones del gen FLG (R501X, 2282del4,
R2447X, S3247X y 3702delG). En esta muestra habia 272 nifios diagnosticados
de asma y 124 de asma alérgica. Encontraron una mayor frecuencia del genotipo
combinado en los pacientes que padecian asma (OR 1,79 con IC95% 1,19-2,68
y p=0,0048) y asma con eczema asociado (OR 3,49 con 1C95% 2,00-6,08 y
p<0,001), pero no en los que padecian asma alérgica. Al ajustar por diagnéstico
de eczema o de dermatitis atopica observaron que no existian diferencias

significativas en ninguno de los grupos de pacientes asmaticos.

Marenholz y cols. (316) incluyeron 871 personas [procedentes del estudio
MAS del que ya habian obtenido pacientes con dermatitis atépica en su anterior
publicacién(311)], de las que 168 padecian asma. Encontraron una asociacion
estadistica entre estas mutaciones y el asma (OR 2,1 con IC95% 1,2-3,5 y
p=0,0068). Esta relacion se mantenia en los pacientes que padecian ademas
eczema, pero no en los que no lo padecian. Ademas, al tratarse de una cohorte
longitudinal de nacimiento estimaron que el valor predictivo positivo (VPP) de
padecer asma presentando estas mutaciones era del 31,0% y el valor predictivo
negativo (VPN), del 83,9%. Estos valores predictivos cambiaban al 45,9% vy
71,9%, respectivamente, en los pacientes que, ademas, padecian dermatitis

atopica.

Muller y cols. (317) utilizaron pacientes procedentes del estudio ETAC
(ensayo clinico doble ciego, aleatorizado y controlado con placebo constituido
por 795 nifios europeos y canadienses que habian sido diagnosticados de
eczema en los dos primeros afnos de vida en el que se trataba de evaluar la
eficacia del tratamiento con cetirizina en la prevencion del asma). Se analizaron
las muestras de 596 pacientes y de 488 padres. Encontraron que los pacientes

con asma presentaban mas frecuentemente las mutaciones R501X, 2282del4,
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asi como el genotipo combinado (p<0,0001). No encontraron diferencias

significativas al analizar si la transmision habia sido paterna o materna.

Schuttelaar y cols. (318) incluyeron 934 pacientes (procedentes de la
cohorte longitudinal de nacimiento PIAMA en la que se evaluaba la prevalencia e
incidencia de asma y de alergia a los acaros del polvo en 4.146 nifios
neerlandeses). Encontraron una asociacion estadistica entre estas mutaciones y
la presencia de asma (OR 3,7 con IC95% 1,8-7,5 y p<0,0013). Esta asociacion
se mantenia en los pacientes que habian presentado eczema en el primer afio
de vida (OR 3,2 con IC95% 1,2-8,5 y p=0,02) pero no en los que no lo han

padecido.

Osawa y cols. (319) analizaron 8 mutaciones del gen FLG frecuentes en la
poblacion japonesa (R501X, 3321delA, S1695X, Q1701X, S2554X, S2889X,
S3296X y K4022X) en 137 pacientes asmaticos japoneses, 172 pacientes con
dermatitis atdpica (de los que 73 padecian ademas asma) y 134 controles
japoneses sanos. No encontraron diferencias significativas en los pacientes que
padecian asma, pero si en los asmaticos que padecian, ademas, dermatitis
atopica (OR 9,74 con 1C95% 3,47-27,32).

Poninska y cols. (320) incluyeron 414 pacientes asmaticos (procedentes
del estudio polaco ECAP) y 1865 sujetos sanos. Encontraron que estas
mutaciones eran mas frecuentes en los pacientes asmaticos (OR 1,70 con
IC95% 1,07-2,69 y p=0,024) independientemente de que padecieran 0 no
dermatitis atopica. Al analizar por separado los dos fenotipos de asma
encontraron diferencias significativas en los pacientes que presentan asma
alérgica (OR 2,22 con 1C95% 1,24-3,96 y p=0,006), pero no en los que padecian

asma intrinseca.

Como punto comun a todos estos estudios podemos destacar que se
encuentra una asociacion estadistica entre las mutaciones del gen de la filagrina
y la presencia de asma, pero ésta parece disminuir al analizar los pacientes
asmaticos que no padecen o han padecido dermatitis atopica. Esto podria
deberse a que los pacientes incluidos proceden de estudios disefiados para
otros fines o porque la dermatitis atdpica esté actuando como un factor de
confusién. Solamente el estudio de Poninska y cols. (320) permite, por su
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disefio, la comparacion de los fenotipos de asma alérgica e intrinseca,
encontrando diferencias significativas en el asma alérgica pero no en la

intrinseca.

1.3.6. Asociacion de las mutaciones del gen FLG con la rinitis

alérgica

Varios estudios disefiados para estudiar la asociacion de estas
mutaciones con la dermatitis atopica han incluido y analizado la posible relacién

con la rinitis alérgica (independientemente de la presencia de eczema).

Cabe destacar los estudios de Marenholz y cols. (311) y Ekelund y cols.
(310), en los que se observaron diferencias significativas en los pacientes que
tenian rinitis y eczema asociado (pero no en las personas que padecian rinitis sin

eczema).

Por el contrario Weidinger y cols. (297) llegaron a la conclusion de que
estas mutaciones estaban sobrerrepresentadas en los pacientes que padecian
rinitis alérgica independientemente de si padecian eczema (OR 2,0 con 1C95%:
1,1-3,2 y p=0,028) o no lo padecian (OR 2,5 con 1C95%: 1,4-4,3 y p=0,0015).

Sin embargo, Schuttelaar y cols. (318) no encontraron una asociacion

estadistica entre la rinitis alérgica y estas mutaciones.

1.3.7. Asociaciéon de las mutaciones del gen FLG con sensibilizacion

a alérgenos

Varios estudios disefiados para estudiar la asociacion de estas
mutaciones con la dermatitis atépica han analizado la posible relacion de estas

mutaciones con la sensibilizacion a alérgenos (ver Tabla 11).
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Tabla 11. Resultado de los estudios al analizar sensibilizacion a alérgenos.

Estudio Alérgenos estudiados OR IC95%

Polen de gramineas, polen de

Weidinger y cols. abedul, epitelio de gato y acaros | 3,04 * | 1,95-4,73

(295) del polvo
Marenholz y cols.
(311) 12 aeroalérgenos (no 141 | 070-2.80
(pacientes procedentes del especificados) ! ! !

estudio MAS)

Marenholz y cols.
(311)
(pacientes procedentes del
estudio GENUFAD)

Aeroalérgenos (no especificados) | 2,49 * | 1,86-3,34

Dermatophagoides pteronyssinus,
polen de Phleum pratense,
Morar y cols. (303) Alternaria alternata, epitelio de 1,51*]1,16-1,95
gato, clara de huevo y leche de
vaca

Dermatophagoides pteronyssinus,
Dermatophagoides farinae,
Alternaria tenuis, epitelio de gato, | 1,61 * | 1,20-2,17
mezcla de polen de gramineas y
mezcla de polen de arboles

Weidinger y cols.
(297)

Dermatophagoides pteronyssinus,
Alternaria alternata, epitelio de
gato, epitelio de perro, polen de 1,2 0,7-2,0

abedul, polen de Dactylis
glomerata, huevo y leche de vaca.

Schuttelaar y cols.
(318)

(* p<0,05)

1.3.8. Asociacion de las mutaciones del gen FLG con otras

enfermedades cutaneas

Se ha tratado de asociar las mutaciones anteriormente descritas con
diversas enfermedades dermatolégicas asociadas, en ocasiones, a dermatitis

atopica.

1.3.8.1. Psoriasis

Se ha descrito que la expresion de filagrina se encuentra disminuida en
las lesiones de psoriasis pero que se expresa de forma normal en la piel sana de
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pacientes que padecen psoriasis (321). No obstante, se han llevado a cabo
varios estudios en poblacion alemana (322, 323), inglesa (324) e italiana (309).
Ninguno de ellos ha logrado establecer una relacion entre estas mutaciones y la
presencia de psoriasis (incluyendo en los estudios distintos tipos de psoriasis) o

artritis psoriasica.

1.3.8.2. Dermatitis alérgica de contacto

Los resultados de los estudios que han tratado de demostrar la asociacién
entre la dermatitis alérgica de contacto y éstas mutaciones no son concluyentes

Yy N0 muestran una asociacion clara (294, 301, 325, 326).

Por el contrario si se ha encontrado una asociacion en varios estudios
entre la sensibilizacion al niquel y estas mutaciones (301, 326, 327). Se ha
descrito que esta asociacion puede existir solamente o ser mas fuerte en
mujeres que llevan pendientes (326, 327), debido a que la exposicion es mucho
mayor y mucho mas sensibilizante al romper la barrera epidérmica utilizando
pendientes. También se cree que la alta prevalencia de sensibilizacién a niquel
en la poblacion general y en la poblacion estudiada puede actuar como factor de

confusién en esta asociacion estadistica encontrada (326, 327).

1.3.8.3. Eczema crénico de manos

En varios estudios llevados a cabo con otros fines se ha tratado de
encontrar una asociacion estadistica entre el eczema crénico de manos y estas
mutaciones (294, 325, 328). Los resultados no son concluyentes, pero si parece

haber una asociacion en el caso del eczema irritativo de contacto (325).

1.3.8.4. Alopecia areata

Se ha llevado a cabo un estudio en poblacion alemana (300) que no ha
logrado demostrar una mayor frecuencia de estas mutaciones en pacientes que

padecen alopecia areata.

/8









I HIPOTESIS DE TRABAJO

2. HIPOTESIS DE TRABAJO

La teoria de la marcha atdpica sugiere que los nifios con predisposicion
atopica puedan padecer diversas enfermedades como la dermatitis atopica, el
asma o la rinitis y puedan sensibilizarse a diversos alérgenos. En el caso de la
sensibilizacion a aeroalérgenos ésta puede manifestarse como rinoconjuntivitis
alérgica y, en una proporcion de sujetos, como asma. Las mutaciones del gen de
la filagrina han demostrado gran importancia en la ictiosis vulgar y en la
dermatitis atdpica pero no esta clara su relacién con el asma. Existe una gran
controversia sobre la posible asociacibn con el asma y no se sabe si la
asociacion detectada en algunos estudios se debe a la propia presencia de asma
o a la influencia del eczema o dermatitis atopica en los sujetos que tienen asma

asociado a estas enfermedades dermatologicas.

Por otro lado la presencia de dos mutaciones con repercusion clinica,
relativamente proximas en el genoma podria hacer pensar en la posible
existencia de otras variantes génicas no identificadas previamente que pudieran

influir en la asociacion clinica.

La hipotesis principal de nuestro estudio es que la asociacion identificada
en algunos estudios en relacidén con el asma puede no ser debida directamente a

esta enfermedad sino a alguno de los fenotipos asociados.

La hipétesis secundaria es que podrian existir otras variantes génicas en
esa region, responsables de la asociacion con alguna de las caracteristicas

clinico-biolégicas de los pacientes con asma.
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3. OBJETIVOS

1. Descripcion de las caracteristicas clinico-biolégicas de una poblacion
de pacientes con asma alérgica y no alérgica, evaluados en un Servicio de
Alergologia para disponer de una exhaustiva caracterizacion poblacional que
permita identificar posibles sesgos de asociacion génica.

2. Analisis de la regiébn cromosOmica que incluye las mutaciones R501X y
2282del4 del gen FLG en nuestra poblacién, para identificar posibles variantes

génicas.

3. Analisis de las frecuencias alélicas, genotipicas y haplotipicas de las

variantes génicas de nuestro estudio.

4. Estudio de la posible asociacion de las variantes génicas con las

variables clinico-biologicas de nuestra poblacion.

5. ldentificacién de posibles marcadores en los pacientes afectados segun

los distintos fenotipos de asma alérgica e intrinseca, en nuestra poblacién.
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4. MATERIAL Y METODOS

Este trabajo se ha desarrollado en el Servicio de Alergia del Hospital
Clinico Universitario Lozano Blesa de Zaragoza y en el Servicio de

Inmunoalergia del Complejo Asistencial Universitario de Salamanca.

4.1. Poblaciéon estudiada

Todos los sujetos incluidos en el estudio eran mayores de edad y
otorgaron su conformidad, firmando un consentimiento informado aprobado por
el LA.C.S. (Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud) y su Comité Etico, donde

se explicaba detalladamente en qué consistia el estudio.

4.1.1. Grupo Atopico

Se incluyeron de modo consecutivo 150 pacientes espafioles de origen
caucasico que fueron diagnosticados de asma alérgica o que acudian a revision
por ese mismo motivo. Los criterios utilizados para realizar el diagndstico fueron
criterios de la Global Initiative for Asthma (GINA) (1):

e Historia clinica compatible con asma.

e Prueba de funcibn pulmonar que demostrase una prueba
broncodilatadora con un aumento =212% en el FEV1 y 2200 ml,

después de la administracion de un broncodilatador.

¢ En aquellos pacientes con sintomatologia sugestiva de asma, pero
con pruebas de funcién pulmonar normales se realizaron pruebas
de hiperreactividad bronquial con metacolina o prueba de ejercicio

para establecer el diagndstico de asma.

Para ser diagnosticados de asma alérgica debian presentar ademas

pruebas cutaneas positivas frente a algun aeroalérgeno de la bateria estandar y
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una historia clinica compatible con asma alérgica en la que concordase la

sensibilizacion con la clinica que presentaba el paciente.

4.1.2. Grupo Intrinseco

Se incluyeron de modo consecutivo 150 pacientes espafioles de origen
caucasico que fueron diagnosticados de asma no alérgica o que acudian a

revision por ese mismo motivo.

Para ser diagnosticados de asma no alérgica debian cumplir los criterios
de la Global Initiative for Asthma (GINA) (1) anteriormente descritos y presentar

pruebas cutaneas negativas frente a la bateria estandar de aeroalérgenos.

4.1.3. Grupo Control

El Grupo Control estaba constituido por 100 sujetos espafioles de origen

caucasico que cumplian los siguientes criterios:

- Ausencia de sintomas y antecedentes de asma.

- Ausencia de sintomas y antecedentes de otras enfermedades
respiratorias.

- Ausencia de sintomas y antecedentes de alergia.

- Pruebas cutaneas negativas frente a una bateria de aeroalérgenos
comunes en nuestro medio.

- Ausencia de antecedentes familiares de asma, de rinitis persistente y

de atopia.

4.2. Variables analizadas

Mediante un cuestionario (Anexo 1) se evalud la presencia de:

e Antecedentes familiares de atopia.

90



I MATERIAL Y METODOS

e Antecedentes personales de dermatitis atdpica, dermatitis de contacto,
alergia alimentaria, alergia medicamentosa, hipersensibilidad a AINE,
psoriasis o ictiosis vulgar.

e Presencia de rinitis y valoracion de su intensidad segun la guia ARIA
(Allergic Rhinitis and its Impact on Asthma) (329, 330) y EPOS (European
Position Paper on Rhinosinusitis and Nasal Polyps) (331).

e Antecedentes personales de poliposis nasal y/o anosmia.

e Antecedentes personales de asma ocupacional o asma empeorada en el

puesto de trabajo.

4.2.1. Valores de la espirometria forzada y de la prueba

broncodilatadora

Se realiz6 una espirometria basal a todos los pacientes en el momento de

la inclusion.

Las espirometrias se realizaron mediante un espirometro Jaeger
Masterscope-PC (VIASYS Healthcare GmbH, Hoechberg, Alemania) utilizando el
software LABManager version 5.3.0.4 (VIASYS Healthcare GmbH, Hoechberg,
Alemania). La calibracion de volumen, mediante jeringa de 3 litros, se hizo en

condiciones de presién, temperatura y humedad relativa cada dia.

La maniobra de espiracion forzada se realiz6 con el paciente sentado en
posicion erecta con oclusién nasal mediante pinzas. Se realizaron mediciones
seriadas, con un minimo de tres y un maximo de ocho, hasta obtener una
variacion inferior al 5% o 100 ml en relacion al FEV1. Se seleccion¢ el trazado
con la mayor suma de valores de FVC y FEV1. La metodologia utilizada (54) y
los valores de referencia han sido los recomendados por la Sociedad Espafiola
de Neumologia y Cirugia Toracica (SEPAR) (332, 333).

Se registr6 también el valor obtenido en la ultima prueba broncodiladora
(expresado en porcentaje de mejoria de FEV1). Para determinar este cociente se
realizd una repeticion de la espirometria 10 minutos después de la aplicacion de
una determinada dosis de broncodilatador (0,2 mg de salbutamol o equivalente)
y la comparacién de sus resultados con la espirometria basal.
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4.2.2. Determinacion de 6xido nitrico exhalado

Para la medicién del 6xido nitrico en aire exhalado (FeNO) se utilizé un
monitor NIOXMINO (Aerocrine A.B., Solna, Suecia).

Este equipo tiene un rango de medicion de 5 a 300 ppb con un limite
inferior de 5 ppb y un tiempo de medicion menor de 2 minutos. La medicion se
realiz6 con un tiempo de espiracion de 10 segundos. Se siguieron las

indicaciones del proveedor del equipo.

4.2.3. Pruebas cutaneas

Las pruebas intraepidérmicas (prick) se realizaron de acuerdo con las
recomendaciones de la European Academy of Allergy and Clinical Immunology
(EAACI) (334).

A los pacientes asmaticos se les realizaron las pruebas con una bateria
de aeroalérgenos adaptada a la exposicion local, que incluia Phleum pratense,
Cynodon dactylon, Olea europaea, Parietaria judaica, Chenopodium album,
Salsola kali, Platanus acerifolia, Cupressus sempervirens, Alternaria alternata,
Cladosporium herbarum, Aspergillus fumigatus, Dermatophagoides
pteronyssinus, Tyrophagus putrescentiae, Lepydoglyphus destructor y epitelios
de perro y gato (ALK-Abellé, Madrid, Espafia; Bial-Aristegui, Bilbao, Espafa; Leti,
Madrid, Espafia), asi como los correspondientes controles negativo (suero

fisiol6gico) y positivo (dihidrocloruro de histamina, 10 mg/ml).

A los controles, todos ellos procedentes del Servicio de Inmunoalergia de
Salamanca, se les realizaron pruebas con una bateria de aeroalérgenos mas
extensa para comprobar que no presentaban ninguna sensibilizacién:
Dermatophagoides pteronisynuss, Dermatophagoides farinae, Lepidoglyphus
destructor, Tyrophagus putrescentiae, Euroglyphus maynei, Acarus siro,
Glycyphagus domesticus, Cupressus arizonica, Querqus ilex, Platanus acerifolia,
Cynodon dactylon, Phleum pratense, Parietaria judaica, Chenopodium album,
Artemisia vulgaris, Plantago ovata, Olea euroapea, Alternaria alternata,

Cladosporium herbarum, Penicillium notatum, Aspergillus fumigatus, cucarachay
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epitelios de perro, gato, hamster, caballo y conejo, asi como sus

correspondientes controles negativo y positivo (ALK-Abell6, Madrid, Espafa).

4.2.4. Determinacion del valor de IgE total

Se determin6 mediante  enzimoinmunoanalisis  siguiendo las
recomendaciones del fabricante (Phadia Immunocap 250, Uppsala, Suecia) en
muestras de suero de los pacientes. EI ImmunoCAP Total IgE es una prueba in

vitro para la cuantificacidén de IgE total circulante en muestras de suero humano.

La técnica se fundamenta en un fluoroenzimoinmunoandlisis, de tal
manera que los anticuerpos anti-lgE unidos covalentemente a los ImmunoCAP,
reaccionan con la IgE especifica del suero del paciente. Se afiade una enzima
unida a anticuerpos anti-IgE (B-galactosidasa-anti-IgE, anticuerpos monoclonales
de ratén, 2 uyl/ml) formandose un complejo con la IgE del suero. Después de la
incubacion, los restos de enzima son eliminados mediante un lavado y el
complejo final es posteriormente incubado con la soluciébn de desarrollo.
Después de detener la reaccién con la solucion de parada (stop solution)
proporcionada por el fabricante se determina la fluorescencia del eluido. Para
evaluar los resultados de los test, las unidades de respuesta se transforman en
concentraciones utilizando la curva de calibracion que ha sido obtenida al

procesarse un calibrador por duplicado.

4.2.5. Gravedad del asma segun la guia GINA
La gravedad se clasificé del asma segun la GINA (1) en cuatro categorias:

e Intermitente:
o Sintomas menos de 1 vez por semana
o Exacerbaciones de corta duracion
o Sintomas nocturnos no mas de 2 veces al mes
o FEV1 o PEF > 80% del valor predicho
o Variabilidad en el PEF o FEV1 < 20%
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e Persistente leve:
o Sintomas mas de 1 vez por semana pero menos de 1 vez al
dia
o Exacerbaciones pueden afectar la actividad y el suefio
o Sintomas nocturnos mas de 2 veces al mes
o FEV1 o PEF > 80% del valor predicho
o Variabilidad en el PEF o FEV1 < 20 — 30%

e Moderada persistente:
o Sintomas diarios
o Exacerbaciones afectan la actividad y el suefio
o Sintomas nocturnos mas de 1 vez a la semana
o Uso diario de inhaladores con beta2 agonistas de accion
corta
o FEV1 o PEF 60-80% valor predicho
o Variabilidad en el PEF o FEV1 > 30%

e Persistente grave:
o Sintomas Diarios
o Exacerbaciones frecuentes
o Sintomas frecuentes de asma nocturna
o Limitacion de realizar actividades fisicas
o FEV1 o PEF <60% valor predicho
o Variabilidad en el PEF o FEV1 > 30%

4.2.6. Escalon de tratamiento actual segun la guia GINA

Se clasifico el nivel de tratamiento segun la GINA (1) en cinco escalones
(llustracion 16).
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Paso 4

Agonistas 32
de accién
rapida segun
serequieran
Opciones de
controladores

Educacién sobre el asma

Control ambiental

Agonistas B2 de accion rapida segun se requieran

Seleccionar uno

Seleccionar uno

Agregar uno o
mas

Agregar uno o
mas

CSI* de baja CSI* de baja CSl*de mediao  Glucocortico-
dosis dosis mas alta dosis mas esteroide oral
Agonista B2 de Agonista 2 de (dosis més
accion accion baja)
prolongada prolongada
Modificador de CSI* de media o Modificador de Tratamiento
leucotrieno** alta dosis leucotrieno** Anti-IgE
CSI* de baja Teofilina de
dosis mas liberacién
Modificador de sostenida
leucotrieno**
CSI* de baja
dosis mas
Teofilina de
liberacion
sostenida

* CSl = glucocorticoesteroides inhalados
** antagonista del receptor o inhibidores de la sintesis

llustracion 16. Escalones de tratamiento segun la guia GINA.

4.2.7. Cuestionario de calidad de vida miniAQLQ (Asthma Quality of

Life Questionnaire)

Para evaluar la calidad de vida se utiliz6 el cuestionario mini-AQLQ (130),
gue es una version reducida del cuestionario original, Asthma Quality of Life
Questionnaire (AQLQ) (118) de Juniper y cols. y que ha sido validado en espafiol
(133, 134).

El mini-AQLQ contiene 15 items en 4 dimensiones (el original consta de

32 items) que hacen referencia a las Ultimas 2 semanas:

¢ limitacion de actividades habituales (4 items)
e sintomas (5 items)
e funcién emocional (3 items)

e estimulos ambientales (3 items)
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Las opciones de respuesta para cada item se sitGan en una escala
equidistante de 7 puntos, donde 1 corresponde a la maxima limitacion y 7 a la

ausencia de limitacion.

El cuestionario proporciona una puntuacion global, que es la media para
todos los items, y una puntuacion para cada dimension, que es la media de los

items correspondientes.

4.2.8. Resultado del cuestionario de control del asma ACT (Asthma

Control Test)

Para evaluar el control de la enfermedad se utilizd el cuestionario ACT
(335) validado en espafiol (336).

Consiste en un breve cuestionario de 5 preguntas sobre el control del
asma que hacen referencia a las 4 ultimas semanas y cuyas puntuaciones van
delab.

Se obtiene un valor global mediante la suma de las 5 preguntas que oscila

entre 5 (minimo control del asma) y 25 (maximo control del asma).

4.2.9. Evaluacion de la gravedad de rinitis alérgica

Para evaluar la gravedad de la rinitis alérgica en los pacientes que la
presentaban se utilizd la guia ARIA (Allergic Rhinitis and its Impact on Asthma)
(329) utilizando la modificacion propuesta por Valero y cols. (330) para
diferenciar la intensidad (leve, moderada y severa), segun el numero de items

afectados:

o Suefio
o Alteracion del ocio, actividades, deporte
o Escuela/ trabajo

o Sintomas molestos
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e Leve (ningun item afectado)
e Moderada (1-3 items afectados)

e Grave (4 items afectados)

Utilizando esta misma guia se clasifico la duracién de la rinitis alérgica en

intermitente y persistente dependiendo de la frecuencia de los sintomas:

¢ Intermitente: £ 4 dias a la semana o < 4 semanas

e Persistente: >4 dias a la semana y >4 semanas

4.2.10. Evaluacion de la gravedad de rinosinusitis crénica

En los pacientes que presentaban rinosinusitis cronica se evalu6é su
intensidad utilizando la guia EPOS (European Position Paper on Rhinosinusitis
and Nasal Polyps) (331).

Mediante una Escala Visual Analdgica (EVA) de 10 cm de longitud se

clasifico en:

e Leve: EVA<3cm
e Moderada: EVA>3y<7cm
e Grave: EVA>7 cm

4.3. Genotipado
4.3.1. Extraccion de ADN

Se realiz0 una extraccion de ADN en sangre periférica recogida en tubos
con anticoagulante EDTA y congelada a -20°C mediante un sistema
automatizado Maxwell® 16 (Promega, Madison, Wisconsin, EE.UU.), siguiendo

las instrucciones del fabricante.

El Maxwell® 16 proporciona un método automatizado de purificacion de
ADN gendmico a partir de sangre, células o muestras de tejido; es capaz de

procesar hasta 16 muestras en un tiempo de 50 minutos. El equipo purifica
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muestras usando MagneSil® Paramagnetic Particles (PMP), lo que proporciona
una fase sélida moévil que optimiza la captura, lavado y elucion del material
diana. Transporta las PMP MagneSil® a través de los reactivos de purificacion
en los cartuchos dispuestos en los pocillos previamente, y mezclados durante el
proceso. Con esta metodologia de particulas se evitan problemas de bloqueo del

filtro y transferencia parcial de reactivo.

La extraccion se realizé siguiendo un protocolo de concentracion celular
basado en una centrifugacion de 4 ml de sangre total a la que se le afiadié 5 ml
de agua destilada durante 10 minutos a 1.500 revoluciones por minuto (rpm)
para la separacion de la interfase rica en células nucleadas. Posteriormente se
procedid a decantar el sobrenadante, afiadir 5 ml de agua destilada y volver a
centrifugar 10 minutos a 1.500 revoluciones por minuto (rpm) dos veces mas

para enriquecer el volumen de células nucleadas.

Posteriormente se deposit6 el botdn celular en el pocillo 1 del cartucho del
Maxwell® 16 y el émbolo en el séptimo pocillo del cartucho de purificacion. El

resto de pocillos (2 a 6) contienen soluciones de lavado. (llustracion 17)

llustracién 17. Esquema de utilizacion del cartucho de purificacion Maxwell® 16
(tomado de manual técnico proporcionado por el fabricante).

Una vez preparado se inicid la purificacién. En dltimo término, y tras
aproximadamente 50 minutos, el ADN extraido se recogié en 500 pl de tampon

suministrado con el kit. Por ultimo, el resultado de la purificacién se deposito en
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una gradilla magnética para limpiar los restos de particulas magnéticas que

hubiesen podido ser arrastradas.

Se procedid al alicuotado, identificacion y posterior conservacion

congelado a -20°C.

4.3.2. Andlisis de la calidad del ADN

La cuantificacion y pureza del ADN extraido se determiné mediante
Nanodrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Wilmington,
Delaware, EE.UU.).

Se realiz6 un control de la fragmentacion del ADN mediante electroforesis
en geles horizontales de agarosa al 1% (Serva Electrophoresis, Heidelberg,
Alemania) con tampén 0,5x TAE (Promega, Madison, Wisconsin, EE.UU.) a

voltaje constante de 140V.

El ADN se mezclé6 en proporcidon 5:1 con el tampon de carga de

electroforesis (30 % glicerol, 0,1 % azul de bromofenol y 0,1 % xilén cianol FF).

El marcador utilizado fue 100 bp+1,5 Kb DNA Ladder (Bioron GmbH,
Ludwigshafen, Alemania) cuyo patron de bandas se observa en la llustracion 18.

Lengthinbp  Quantity in ng

1500 150
/ 1000x2 200
/ 900 120
/ 800 110
4700 70
600 80
500x2 150
400 50
300 30
200 20
100x2 20

llustracion 18. Patron de bandas del marcador 100bp+1,5 Kb DNA Ladder (Bioron
GmbH, Ludwigshafen, Alemania).
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El ADN se visualizo en el gel de agarosa utilizando bromuro de etidio (0,5
pHg/ml), que actla intercaldndose entre las bases nitrogenadas del DNA y

emitiendo fluorescencia al ser expuesto a la luz UV.

Los resultados obtenidos fueron visualizados y almacenados mediante un
sistema transilumidador VisiDoc-ItTM Imaging System (Uplant, California,
EE.UU.). (llustracion 19).

llustracion 19. Visualizaciébn de ADN gendémico en gel de agarosa. MK corresponde al
marcador y 1-9 bandas de ADN gendmico.

4.3.3. PCR

Se decidid realizar la amplificacion mediante PCR de un fragmento de
1.102 pb que contiene las dos mutaciones. Para ello se emplearon los cebadores
FilH1LF3 y RPT2P1 descritos por Smith y cols. (290) y que se detallan en la Tabla
12 y en la llustracion 20. Todos ellos fueron suministrados de forma liofilizada
(Roche Diagnostics - Applied Science, Mannheim, Alemania) siendo
reconstituidos a una concentracién de 20 uM con agua estéril libre de nucleasas

(Promega, Madison, Wisconsin, EE.UU.) y se conservaron a -20°C.
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Tabla 12. Denominacion y secuencia de los cebadores utilizados en la reaccion de

PCR.
Cebador Cadena Secuencia
FilH1F3 + 5-CACGGAAAGGCTGGGCTGA-3’
RPT2P1 - 5- GGGAGGACTCAGACTGTTT-3

La amplificacion del DNA de la regién correspondiente del gen FLG
mediante PCR se llevo a cabo utilizando el sistema PCR-Master Mix (Promega,
Madison, Wisconsin, EE.UU.).

FilH1F3
R501X
RPT2P1
Exon 1 Exon 2 2282del4 Exon 3

FLG (H Sapiens)
23029 bp

llustraciéon 20. Esquema de los cebadores utilizados.

Cada reaccion fue preparada afiadiendo 25 pl de PCR Mastermix 2X (50
U/ml Taq ADN polimerasa, 3 mM MgCl,, 400 uM dNTPs, y solucion tampdn
(buffer) con pH 8,5), 5 pl de ADN, 1 ul de cada oligonucleétido y 18 pl de agua
destilada libre de nucleasas. El volumen final de reaccion fue en todos los casos
de 50 ul y siempre se prepard una reaccion sin ADN como control negativo. La
reaccion de amplificacion se llevé a cabo en un termociclador de MWG-
BIOTECH (Ebersberg, Alemania).
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El programa utilizado para amplificar dicho fragmento fue el siguiente:
. 94°C, 5 minutos (1 ciclo)

. 94°C, 40 segundos

. 57°C, 60 segundos (35 ciclos)

. 72°C, 90 segundos

. 72°C, 7 minutos (1 ciclo)

Utilizando los cebadores anteriormente descritos se amplifica un
fragmento de 1.102 pb (ver llustracion 21).

cacggaaaggctgggctgagacagcagagccaccaagagtccacacgtggecggtcaggggaacggtetggacgttcagggtettcee
tctaccaggtgagcactcatgaacagcctgactctgcccatggacggaccgggaccagceactggaggaagacaaggatcgcaccac
gagcaggcac gagacagctccaggcattcagegtcccaagagggtcaggacaccattcgtggacacccggggtcaagcagagga
ggaaggcagggatcccaccacgagcaatcggtaaataggtctggacactcaggttcccatcacagccacaccacatcccagggaag
gtctgatgcctcccatgggceagtcaggatccagaagtgcaagcagacaaacacgaaatgaggaacaatcaggagacggcaccagg
cactcagggtcacgtcatcatgaagcttcctctcaggctgacagctctagacactcacaggtgggecagggacaatcatcggggecca

ggacaagtaggaaccagggatccagtgttagccaggacagtgacagtcagggacactcagaagactctgagaggtggtctgggtetg
cttccagaaaccatcatggatctgctcaggagcagtcaagagatggctccagacaccccaggtcccatcacgaagacagagetggtce

atgggcactctgcagacagctccagaaaatcaggcactcgtcacacacagaattcctctagtggacaggetgcgtcatcccatgaaca
ggcaagatcaagtgcaggagaaagacatggatcccgccaccagctccagtcagcagacagctccagacactcaggeactgggeac
ggacaagcttcatctgcagtcagagacagtggacaccgagggtccagtggtagtcaggccactgacagtgagggacattcagaaga

ctcagacacacagtcagt’gtcaggccatggacaggctggtcaccatcagcagagccaccaagagtccgeacgtgaccggtcaggg

gaaaggtctcgacgttcagggtctttcctctaccaggtgagcactcataaacagtctgagtcctcce

llustracion 21. Fragmento de 1.102 pb amplificado utililizando los cebadores FilH1F3 y
RPT2P1. (1) Mutacion R501X. (2) Mutacion 2282del4.

4.3.3.1. Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos

amplificados

Los fragmentos amplificados mediante PCR convencional, fueron

separados por su tamafio molecular mediante electroforesis en geles
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horizontales de agarosa de alta resolucion al 1% (Serva Electrophoresis,
Heidelberg, Alemania) con tampén 0,5x TAE (Promega, Madison, Wisconsin,
EE.UU.) a voltaje constante de 140V.

El ADN se mezcl6 en proporcion 5:1 con el tampdén de carga de
electroforesis (30 % glicerol, 0,1 % azul de bromofenol y 0,1 % xilén cianol FF).

El marcador utilizado es 100bp+1,5 Kb DNA Ladder (Bioron GmbH,

Ludwigshafen, Alemania).

Los fragmentos amplificados se visualizaron en el gel de agarosa

utilizando bromuro de etidio (0,5 pg/ml).

Los resultados obtenidos fueron visualizados y almacenados mediante un
sistema transilumidador VisiDoc-ItTM Imaging System (Uplant, California,
EE.UU.). (llustracion 22).

llustracion 22. Visualizacién de los fragmentos obtenidos mediante PCR. MK
corresponde al marcador y 1-9 bandas de 1.102 pb.

4.3.3.2. Purificacion

La purificacion de los fragmentos resultantes de la amplificacion se llevé a

cabo mediante el kit comercial Geneclean Turbo Kit (BIO 101 Systems,
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Cambridge, Reino Unido), que permite separar fragmentos de ADN de entre 0,1
Kby 300 Kb.

El procedimiento se realizd en tres pasos: union del ADN a un filtro de
silice (fase sdlida), lavado y elucién. EI ADN se unié a un filtro de silice a
elevadas concentraciones de sal y se eluyé a baja concentracion salina. Se
afiadieron 5 volumenes de solucion salina, para que el ADN se uniera al filtro
situado en la columna y se centrifugé para posteriormente descartar el
sobrenadante. A continuacion, se afiadieron 500 pl del tampoén de lavado, una
solucién de etanol muy concentrada, con el fin de lavar el ADN unido. Una vez
mas se descartd el sobrenadante tras la centrifugacion y por ultimo se afiadieron
50 ul de tampdn de elucién para resuspender el ADN unido a la membrana. El

ADN purificado queda en esta disolucion.

Producto Centrifugacién Lavados  Elucién
de PCR
ADN purificado

llustracion 23. Protocolo simplificado de purificacion de ADN por Geneclean® Turbo
dado por el fabricante.

4.3.4. Andlisis de la mutacion R501X

El analisis de la mutacion R501X consistente en una transicion de una
citosina por una timina se llevo a cabo mediante secuenciacion automatica de los

fragmentos de DNA procedentes de la amplificacién por PCR.
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Para ello se utilizo un secuenciador automatico modelo ABI PRISM 310
Genetic Analyser y ABI PRISM 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems Inc.,
Carlsbad, California, EE.UU.), usando el cebador especifico FilH1F3, asi como
terminadores marcados con cromoforos fluorescentes y la enzima Taq
polimerasa (Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, EE.UU.), segun las

instrucciones recomendadas por el fabricante.

Las reacciones de secuenciacion se prepararon con 5 pl del producto de
la PCR que contenia la secuencia de interés y con 3 pl de cebador de la cadena

3’-5" a concentracién 1 yM, todo ello en un volumen final de 8 pl.

El andlisis de las secuencias obtenidas se llevé a cabo usando el
programa informéatico Chromas Lite version 2.01 (Technelysium Pty Ltd,

Brisbane, Australia). (llustracion 24).

110 120 130
© C ©

llustracion 24. Visualizacion de las secuencias obtenidas mediante Chromas Lite
version 2.01.

Se realizd6 un alineamiento de las 400 secuencias obtenidas mediante

Vector NTI 10 (Invitrogen, Carlsbad, California, USA), para tratar de encontrar
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otros polimorfimos en nuestra poblacion candidatos a un estudio mas detallado

(llustracion 25).
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llustracion 25. Alineamiento de una secuencia en Vector NTI 10 resultante de
amplificacion por PCR y la secuencia consenso de FLG.

4.3.5. Andlisis de la mutacion 2282del4

La determinacién de la mutacion 2282del4 consistente en una delecion de
4 nucledtidos (citosina-adenina-guanina-timina) se llevdé a cabo mediante una
digestion con la enzima de restriccion Dralll, ya que la delecion de los 4

aminoacidos crea un sitio de restriccion para dicha enzima.

4.3.5.1. Digestion con la enzima de restriccion Dralll

Los fragmentos amplificados del gen FLG se sometieron a digestion con la
enzima Dralll (New England Biolabs Inc, Ipswich, Massachusetts, EE.UU.), que

reconoce y corta la secuencia especificada en la llustracion 26.
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Para ello se prepar6 una reaccion en un volumen total de 30 pl, con 20 pl
de la muestra amplificada, 5 U de enzima (0,25 pl de la la concentracion 20U/ul
suministrada por el fabricante), 3 pyl de NEBuffer 3 10X, 0,3 yl de BSA 100X y
6,45 ul de agua destilada para conseguir las condiciones recomendadas por el
fabricante de 100 mM NacCl, 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 1 mM ditiotreitol y un
pH de 7,9.

5...CACNNN | GTG...3

3'...GTG | NNNCAC...%5

A = adenina
G = guanina
T = timina

C = citosina

N = adenina, guanina, timina o citosina

llustracion 26. Secuencia que reconoce la enzima Dralll.

Se incubé a 37°C durante 4 horas en tubos tipo eppendorf cerrados

herméticamente para evitar la evaporacion del contenido.

Una vez encontrado el primer ADN mutado se utiliz6 como control positivo
de corte en todas las reacciones para evitar la aparicion de falsos negativos por
una digestion incorrecta. Cémo control del proceso, se Vvisualizé

simultdneamente el amplicon sin digerir junto con el producto de digestion.

Cuando la mutacion esté presente Dralll corta el fragmento de 1102 pb en

uno de 962 y otro de 136 pb, tal como se puede ver en la llustracion 27.
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1.cacggaaaggctgggctgagacagcagagccaccaagagtccacacgtggecggtcaggggaacggtctggacgttcagggtet
tccctctaccaggtgagcactcatgaacagcectgactctgcccatggacggaccgggaccagcactggaggaagacaaggatcgea
ccacgagcaggcacgagacagctccaggcattcagcgtcccaagagggtcaggacaccattcgtggacacccggggtcaagcaga
ggaggaaggcagggatcccaccacgagcaatcggtaaataggtctggacactcaggttcccatcacagccacaccacatcccaggg
aaggtctgatgcctcccatgggcagtcaggatccagaagtgcaagcagacaaacacgaaatgaggaacaatcaggagacggcacc
aggcactcagggtcacgtcatcatgaagcttcctctcaggctgacagetctagacactcacaggtgggccagggacaatcatcgggge
ccaggacaagtaggaaccagggatccagtgttagccaggacagtgacagtcagggacactcagaagactctgagaggtggtctggg
tctgcttccagaaaccatcatggatctgctcaggagcagtcaagagatggcetccagacaccccaggtcccatcacgaagacagagctg
gtcatgggcactctgcagacagctccagaaaatcaggcactcgtcacacacagaattcctctagtggacaggctgcgtcatcccatgaa
caggcaagatcaagtgcaggagaaagacatggatcccgecaccagctccagtcagcagacagctccagacactcaggeactggge
acggacaagcttcatctgcagtcagagacagtggacaccgagggtccagtggtagtcaggccactgacagtgagggacattcagaa

gactcagacacacagtcagtgtcaggccatggacaggctggtcaccatcagcagagccaccaagagtccgcacgtgaccggtcagg

ggaaaggtctcgacgttcagggtctttcctctaccaggtgageactcataaacagtctgagtcctecc

2.
2a.cacggaaaggctgggctgagacagcagagccaccaagagtccacacgtggcecggtcaggggaacggtctggacgttcagggt
cttccctctaccaggtgagcactcatgaacagcctgactctgecccatggacggaccgggaccagcactggaggaagacaaggatcge
accacgagcaggcacgagacagctccaggceattcagcgtcccaagagggtcaggacaccattcgtggacacccggggtcaageag
aggaggaaggcagggatcccaccacgagcaatcggtaaataggtctggacactcaggttcccatcacagccacaccacatcccagg
gaaggtctgatgcctcccatgggcagtcaggatccagaagtgcaagcagacaaacacgaaatgaggaacaatcaggagacggca
ccaggcactcagggtcacgtcatcatgaagcttcctctcaggctgacagctctagacactcacaggtgggccagggacaatcatcggg
gcccaggacaagtaggaaccagggatccagtgttagccaggacagtgacagtcagggacactcagaagactctgagaggtggtctg
gotctgcttccagaaaccatcatggatctgctcaggagcagtcaagagatggcetccagacaccccaggtcccatcacgaagacagag
ctggtcatgggcactctgcagacagctccagaaaatcaggcactcgtcacacacagaattcctctagtggacaggctgcgtcatcecat
gaacaggcaagatcaagtgcaggagaaagacatggatcccgcecaccagctccagtcagcagacagctccagacactcaggeactg
ggcacggacaagcttcatctgcagtcagagacagtggacaccgagggtccagtggtagtcaggccactgacagtgagggacattcag
aagactcagacacaca
2b.gtgtcaggccatggacaggctggtcaccatcagcagagcecaccaagagtccgeacgtgaccggtcaggggaaaggtctcgacg

ttcagggtctttcctctaccaggtgagcactcataaacagtctgagtcctecc

llustracion 27. Fragmento de 1.102 pb amplificado utilizando los cebadores FilH1F3 y
RPT2P1. (1) Fragmento sin la mutacion 2282del4. No presenta ningun punto de corte
para la enzima de restriccion Dralll. (2) Fragmento que presenta la mutacion 2282del4.
La enzima de restriccion Dralll reconoce un punto de corte y se forma un fragmento de
962 pb (2a) y otro de 136 pb (2b).
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4.3.5.2. Electroforesis en gel de agarosa

Para la comparacion de los fragmentos amplificados mediante PCR
convencional y los sometidos a digestion por la enzima Dralll, se realizé una
electroforesis en geles horizontales de agarosa de alta resolucion al 1,5% (Serva
Electrophoresis, Heidelberg, Alemania) con tampdén 0,5x TAE (Promega,

Madison, Wisconsin, EE.UU.) a voltaje constante de 90V.

El ADN se mezcl6 en proporcion 5:1 con el tampon de carga de

electroforesis (30 % glicerol, 0,1 % azul de bromofenol y 0,1 % xilén cianol FF).

El marcador utilizado fue 100 bp+1,5 Kb DNA Ladder (Bioron GmbH,

Ludwigshafen, Alemania).

Los fragmentos amplificados se visualizaron en el gel de agarosa

utilizando bromuro de etidio (0,5 pg/ml).

Los resultados obtenidos fueron visualizados y almacenados mediante un
sistema trans-iluminador VisiDoc-ItTM Imaging System (Uplant, California,
EE.UU.). (llustracion 28).

— 1.102pb
— 962pb

— 136pb

llustracion 28. Visualizacion de (MK) masas moleculares, (1) amplicén sin digerir, (2)
amplicon heterocigoto para 2282del4 digerido.
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4.3.5.3. Comprobacion de los ADN mutados

Se comprobaron mediante secuenciacion automatica todos los ADN en
los que se objetivaba mediante digestion con la enzima Dralll la presencia de la

mutacion.

Para ello se utiliz6 un secuenciador automatico modelo ABI PRISM 310
Genetic Analyser y ABI PRISM 377 ADN Sequencer (Applied Biosystems Inc.,
Carlsbad, California, EE.UU.), usando el cebador especifico RPT2P1, asi como
terminadores marcados con cromoéforos fluorescentes y la enzima Taq
polimerasa (Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, EE.UU.), segun las

instrucciones recomendadas por el fabricante.

Las reacciones de secuenciacion se prepararon con 5 pl del producto de
la PCR que contenia la secuencia de interés y con 3 pl de cebador de la cadena

5’-3’ de concentracion 1 yM, todo ello en un volumen final de 8 pl.

El andlisis de las secuencias obtenidas se llevd a cabo usando el
programa informatico Chromas Lite version 2.01 (Technelysium Pty Ltd,

Brisbane, Australia). (llustracién 29)

a)
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llustracion 29. Visualizacion de la secuencia de ADN que no presenta la mutacion (a) y

heterocigoto para la mutacién (b) en el que se observa la superposicion de secuencias

debido al cambio en el marco de lectura.
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4.3.5.4. Comprobacioén aleatoria de ADN no mutados

Se realizé una secuenciacion de idénticas caracteristicas a la del anterior
punto de 72 ADN aleatorios (procedentes de los 3 grupos) en los que la enzima
de restriccion no habia actuado y se comprobé que en esos ADN no estaba
presente la mutacién 2282del4.

4.3.6. Control de calidad del laboratorio

Durante la realizacién de este estudio se siguieron las normas de control
de calidad de la European Genetics Quality Network comenzando con la
adecuada recepcion de las muestras y su almacenamiento. La extraccion del
ADN se realiz6 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 masa
molecular apropiados. Las muestras procedentes de sujetos control y de
pacientes se trataron conjuntamente desconociendo el grupo al que

correspondian las muestras durante su tratamiento en el laboratorio.

4.3.7. Estudio “in silico”

Dado la ingente cantidad de datos y la complejidad de los calculos
bioinforméaticos parte del trabajo realizado en este estudio, se ha centrado en el
analisis de bases de datos cientificas a través de Internet que se detalla a

continuacion.

4.3.7.1. Estudio de la secuencia nucleotidica de referencia

Para llevar a cabo el estudio de FLG y la busqueda de posibles

diferencias entre los distintos grupos de pacientes y controles es necesario
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determinar previamente las secuencias de referencia del gen a analizar. La
determinacién de dichas secuencias de referencia del gen FLG, de su
correspondiente transcrito y de la region codificante de la proteina profilagrina se
llevd a cabo empleando distintos programas informéticos, entre los que se

encuentra la plataforma OMIM® (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim).

El OMIM® (Online Mendelian Inheritance in Man®) es un portal
perteneciente al NCBI que ofrece informacion actualizada sobre mas de 12.000
genes en humanos, su estructura molecular, las variantes génicas descritas para
ese gen asi como los estudios de asociacion con distintas enfermedades. Esta
plataforma ofrece igualmente informacién acerca de la localizacion cromosémica

de cada gen, su funcion, el fenotipo que produce su alteracion y bibliografia

relacionada con el tema entre otras opciones (llustracion 30).
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llustracion 30. Vision parcial de la pantalla que muestra los resultados de la basqueda
del gen FLG en la pagina web del OMIM. Muestra la localizacion cromosémica, el
fenotipo y parte de la descripcion del gen.

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 protedOmicos, como transcriptomicos, entre otros.
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Asimismo, dispone de una base de datos de polimorfismos y de mdultiples
variaciones que incluyen inserciones/delecciones, microsatelites y variantes no

polimorficas.

4.3.7.2. Andlisis de las secuencias

Las secuencias obtenidas mediante secuenciacion automatica de los
productos de PCR purificados se analizaron con el programa Chromas Lite
version 2.01 (Technelysium Pty Ltd, Brisbane, Australia). Esta aplicacion permite
visualizar la secuencia del fragmento de DNA amplificado y el cromatograma
correspondiente (llustracibn 24 e llustracion 29). Ademas permite realizar
distintos andlisis 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 aminoacidos de la proteina codificada

por dicha secuencia.

Una vez analizadas las secuencias, se introdujeron en el programa
VectorNTI 10 (Invitrogen, Carlsbad, California, USA), para poder compararlas, o
alinearlas, con la secuencia gendmica de referencia depositada en la base de
datos del NCBI para el gen FLG, y asi poder determinar la existencia de posibles

variantes génicas (llustracion 25).

4.3.7.3. Busqueda de polimorfismos

Para conocer si los polimorfismos que habiamos encontrado ya habian
sido descritos con anterioridad, se hizo una busqueda en la plataforma online
dbSNP del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp).

Al buscar informacion sobre los SNP descritos en el gen FLG, nos
muestra una pagina en la que se nombran todos ellos (llustracion 31), y desde la
cual se puede acceder a informacion concreta de cada polimorfismo, como la
localizacion cromosémica, la frecuencia alélica y la relevancia clinica, entre

otras.
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llustracion 31. Visién parcial del resultado de la busqueda en el dbSNP de NCBI de los
polimorfismos del gen FLG en humanos.

4.3.7.4. Andlisis de las frecuencias alélicas

Se procedi6 a la determinacion de las frecuencias alélicas de los
polimorfismos encontrados empleando la plataforma estadistica on-line SHEsis

(http://analysis.bio-x.cn/myAnalysis.php) (337, 338).

El programa SHEsis es una plataforma que permite el analisis de
frecuencias alélicas y genotipicas de forma individual en controles y en
pacientes. Ademas, puede determinar la frecuencia de los haplotipos, gracias a
un complejo algoritmo que reconstruye los haplotipos posibles de una muestra
dada (llustracion 32).

Se realiz6 también una estimacién 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 analiz6 mediante la prueba de chi?. Esta estimacion

proporciona a su vez un control del estudio.
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llustracion 32. Pagina principal del programa SHEsis. Permite seleccionar el analisis
deseado, asi como el nUmero y combinacién de polimorfismos a analizar. En la parte
inferior se observan las casillas en las que se introducen los resultados de la
secuenciacion de los grupos de controles y pacientes (case).

4.3.7.5. Prediccidn proteica

Se realizé una prediccion proteica mediante la plataforma ExPASy
(http://www.expasy.org/). Este es un portal bioinforméatico que proporciona
acceso a diferentes bases de datos cientificas y herramientas en distintas areas
de las Ciencias de la Salud como la Protedmica, Gendmica, Filogenética,

Biologia, Genética poblacional, Transcriptdmica, etc.

Entre todos los recursos que proporciona, la herramienta ExPASy
Translate permite determinar, a partir de una secuencia de ADN codificante, la
secuencia de aminoacidos de una proteina. Esta secuencia se comparo con la
secuencia de referencia obtenida en la base de datos de secuencias proteicas

de referencia UniProt (http://www.uniprot.org/).

Asi, pudimos conocer la secuencia de nuestra proteina silvestre y
mediante la herramienta EXPASy ProSite hacer una prediccion de la proteina

gue se obtendria al modificar la secuencia base con cada uno de los
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polimorfismos en regién exdnica encontrados (llustracion 33). Ademas, ofrece

informacion sobre los motivos funcionales a partir de la secuencia de la proteina.
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llustracion 33. Pagina principal de la herramienta Prosite de ExPASy. En la parte
inferior se observa la casilla en la que se introduce la secuencia proteica de referencia y
la secuencia a comparar.

También se realiz6 una estimacion del efecto que produce cada SNP en la
proteina mediante la plataforma SNPeffect 4.0 (http://snpeffect.switchlab.org/),
gue utiliza herramientas bioinforméticas para el estudio de la secuencia y
estructura proteica (llustracion 34). Integra herramientas para realizar una
prediccién de la tendencia a la agregacién (TANGO), prediccion de tendencia
amiloidea (WALTZ), prediccién de la union a chaperonas (LIMBO) y andlisis de
estabilidad proteica (FoldX). Adicionalmente aporta informacion sobre sitios
cataliticos y un numero de modificaciones post-translacionales. Esta plataforma
permite analizar secuencias obtenidas directamente desde UniProt o

introducidas por el usuario.
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llustracion 34. Introduccién de los datos del SNP a estudiar en la plataforma SNPeffect.

4.4. Andlisis estadistico
4.4.1. Analisis descriptivo

En el andlisis descriptivo de la muestra se emplearon medidas de
tendencia central (media y/o mediana cuando existia asimetria o dispersion
grande) y de dispersion (desviacion estandar) para las variables cuantitativas y
para las variables cualitativas porcentajes. Se utilizé para ello el programa
informéatico SPSS version 15.0. (Chicago, lllinois, EE.UU.).

4.4.2. Andlisis bivariante

* Comparacién de variables categodricas y continuas. El analisis de la
varianza (ANOVA) se utilizé para comparar las diferentes variables a través de
las diferentes categorias, previo analisis de la homogeneidad de varianzas
mediante la prueba de Levene y de la normalidad de la distribucion muestral

(Kolmogorov-Smirnov). Para los casos con dos categorias se utilizé la T de
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student. En los casos en los que la variable era cualitativa ordinal se empleé la

prueba de Kruskall Wallis.

« Comparacion de variables categoricas. Para comparar la distribucién de
las variables categéricas se emplearon las pruebas de chi’ y OR (odds ratio,
razén de posibilidades) con los correspondientes intervalos de confianza. Se
aplicaron las pruebas exactas de Fisher, Pearson y Monte Carlo para 10*

permutaciones.

« Significacién estadistica. Un valor de p menor de 0,05 se consider6

estadisticamente significativo.

4.4.3. Andlisis multivariante

Para el estudio simultaneo de multiples variables se empled la Regresion
Logistica Binaria. Este estudio estadistico permite el analisis simultaneo de
variables cualitativas y cuantitativas siempre que la variable de referencia sea

categorica dicotomica.

4.4.4. Andlisis de las frecuencias alélicas y genotipicas

Las frecuencias alélicas y genotipicas fueron comparadas en las
poblaciones estudio y control mediante la plataforma estadistica on-line SHEsis
(http://analysis.bio-x.cn/myAnalysis.php). La frecuencia alélica es la frecuencia
con gue aparecen cada uno de los alelos y la frecuencia genotipica es la
frecuencia con la que aparece un determinado par de alelos, es decir la
frecuencia de homocigotos normales, heterocigotos y homocigotos mutados para

ese gen (337).

Se realizé el estudio del equilibrio de Hardy-Weinberg mediante SHEsis,
modelo tedrico de la genética de poblaciones que se utiliza para predecir la
relacion entre las frecuencias genotipicas y las frecuencias alélicas. La situacion

de equilibrio se analiz6 mediante la prueba de chi? (338).
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4.4.5. Estudio de haplotipos

Para el estudio de haplotipos se utilizd el programa estadistico SHEsis
(http://analysis.bio-x.cn/myAnalysis.php) que permite analizar los dos
polimorfismos simultdneamente, estudiando la combinacion de los cuatro alelos.
Este estudio permite determinar las frecuencias de las combinaciones alélicas en
los casos y los controles y detectar las posibles diferencias. Este estudio
estadistico se basa en la comparacion de cada una de las combinaciones
alélicas calculadas frente a todas ellas globalmente consideradas. El analisis se
realiza considerando aquellas combinaciones con una frecuencia superior al 1%,

empleando la simulacién de Monte Carlo, la prueba de chi? y la razén de odds.

4.4.6. Control de calidad del analisis de los datos

En este trabajo se han utilizado los programas estadisticos SPSS version
15.0. (Chicago, lllinois, EE.UU.) y  SHEsis (http://analysis.bio-
x.cn/myAnalysis.php). El control del analisis de los datos ha sido muy estricto
desde el comienzo del estudio. Se realizé un célculo del tamafio muestral antes
de iniciar el estudio mediante el analisis del poder estadistico empleando la
plataforma online http://statpages.org/proppowr.html que basa sus resultados en
el método descrito por Fleiss (339). Inicialmente se tomaron como referencia las
frecuencias alélicas de los SNP estudiados en otras poblaciones al carecer de
datos propios. Posteriormente se repitié el analisis para los datos propios. Se
considerd un poder estadistico adecuado el que superaba el 80% para un error
alfa de 0,05.

En este estudio se realizaron multiples comparaciones, lo que conlleva la
posibilidad de aumentar el error de tipo |. Para controlar este posible efecto se
aplicé el FPRP o estudio de la probabilidad de emitir un resultado positivo falso
(False Positive Report Probability) siguiendo el método de Wacholder y cols.
(340).

Ademas para evitar el efecto sesgo de las posibles variables de confusion
como la edad o el sexo se emple6 también el andlisis multivariante basado en la

regresion logistica binaria.
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5.1. Estadistica descriptiva

5.1.1. Caracteristicas de la poblacion de estudio

Se incluyeron 300 pacientes con asma (150 de ellos incluidos en el Grupo

Atopico y otros 150 en el Grupo Intrinseco, por las caracteristicas del asma que

padecen) y 100 controles (sin antecedentes familiares ni personales de asma u

otras enfermedades alérgicas).

La media de edad de la muestra fue de 47,9 = 17,9 afos, siendo 36,2 +

13,2 en el Grupo Atépico, 56,9 + 15,8 en el Grupo Intrinseco y 52,1 + 17,5 en el

Grupo Control (ver Tabla 13).

En cuanto a la distribucion por sexos un 40,5% de la muestra eran

varones, siendo 53,3% en el Grupo Atopico, 32% en el Grupo Intrinseco y 34%

en el Grupo Control (ver Tabla 13).

Tabla 13. Medias de edad y distribucion por sexo de los 3 grupos.

Grupo

Atédpico

Grupo

Intrinseco

Grupo
Control

Edad (afios) Media 47,9 36,2 56,9 52,1
Desv.Tipica 17,9 13,2 15,8 17,5
Mediana 48,0 34,0 60,0 55,0

Minimo 18 18 18 18

Maximo 87 78 84 87

Percentil 25 32,0 26,7 48,0 38,2

50 48,0 34,0 60,0 55,0

75 62,7 43,0 69,0 66,0

Sexo (varon) N 162 80 38 34
% 40,5% 53,3% 32,0% 34,0%
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5.1.2. Antecedentes familiares y personales de interés

Respecto a los antecedentes familiares de atopia, estaban presentes en

un 49,3% del Grupo Atopico frente a 30,7% del Grupo Intrinseco, siendo la

proporcién global de ambos grupos del 40% (ver Tabla 14).

Tabla 14. Antecedentes familiares y personales de interés.

TOTAL Chupo Sz
Atopico Intrinseco
Ant. fam. atopia N 120 74 46
% 40,0% 49,3% 30,7%
Dermatitis atdpica N 15 14 1
% 5,0% 9,3% 0,7%
SCORAD Media 0,5 0,6 0,0
Desv.Tipica 2,1 2,1 -
Mediana 0,0 0,0 0,0
Minimo 0 0 0
Maximo 8 8 0
Dermatitis de contacto N 73 34 39
% 24,3% 22,7% 26,0%
Alergia alimentaria N 32 28 4
% 10,7% 18,7% 2,7%
Alergia a farmacos N 58 19 39
% 19,3% 12,7% 26,0%
Hipersensibilidad AINE N 34 6 28
% 11,3% 4,0% 18,7%
Psoriasis N 4 2 2
% 1,3% 1,3% 1,3%
PASI Media 1,0 0,0 2,0
Desv.Tipica 2,0 0,0 2,8
Mediana 0,0 0,0 2,0
Minimo 0 0 0
Maximo 4 0 4
Ictiosis vulgar N 0 0 0
% 0% 0% 0%

Con respecto a los antecedentes personales, un 5% padecia dermatitis
atOpica (con una puntuacién en el cuestionario SCORAD de 0,5 + 2,1), un 24,3%

dermatitis de contacto, 10,7% alergia alimentaria, 19,3% alergia a farmacos,
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11,3% hipersensibilidad a AINE y 1,3% psoriasis (con una puntuacion en el
cuestionario PASI de 1,0 £ 2,0). Ninguno de los pacientes refirid padecer ictiosis
vulgar. Se puede ver las proporciones detalladas de estos antecedentes en la
Tabla 14.

5.1.3. Sensibilizacién a aeroalérgenos y valor de IgE total

En el Grupo Atépico las pruebas cutaneas fueron positivas en el 21,3%
solo para alérgenos estacionales (poélenes), en el 15,3% solo para alérgenos
perennes (acaros, hongos, epitelios) y en el 65,3% para alérgenos estacionales y
perennes (ver Grafico 1). La media del niumero de pruebas cutaneas positivas
fue de 6,1 £ 2,8 (Ver Tabla 15).

Grupo Atdpico

B Aeroalérgenos
estacionales

M Aeroalérgenos
perennes

Aeroalérgenos
estacionalesy
perennes

Grafico 1. Sensibilizacion a aeroalérgenos del Grupo Atépico.

Debido a los criterios de inclusion ningun sujeto del Grupo Intrinseco ni del

Grupo Control presentaba sensibilizacion a aeroalérgenos.

El valor medio de IgE total fue de 189,6 + 384,6 IU/ml (379,8 + 535,8 en el
Grupo Atépico, 68,6 + 117,7 en el Grupo Intrinseco y 86,0 + 235,2 en el Grupo
Control, ver Tabla 16 y Grafico 2).
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Tabla 15. Pruebas cutaneas positivas.

Grupo Atopico

32 (21,3%)
23 (15,3%)
95 (63,3%)

Aeroalérgenos

- Estacionales

- Perennes

- Estacionales y perennes
N° test cutaneos positivos

Media 6,1
Desv.Tipica 2,8
Mediana 6,0
Minimo 1
Maximo 13
Percentil 25 4,0
50 6,0
75 8,0

Tabla 16. Valores de la IgE total.

Grupo Grupo Grupo
UL Atopico Intrinseco Control
IgE (IU/ml) Media 189,6 379,8 68,6 86,0
Desv.Tipica 384,6 535,8 117,7 235,2
Mediana 63,4 232,0 31,5 31,4
Minimo 2,2 11,6 2,2 2,8
Maximo 3840,0 3840,0 959,0 2197,0
Percentil 25 21,1 101,7 12,8 13,2
50 63,4 232,0 31,5 31,4
75 199,5 473,2 64,3 80,9
¥
3000,0- *
< *
|9 2000,0-
L
(@]
- (@)
1000,0= *
* *
% *
0.0 —— A
Grupo IControl Grupo :Atc')pico Grupo Inlu'l'nseco

Gréfico 2. Diagrama de cajas de la variable IgE total.

126




I RESULTADOS

5.1.4. Patologia nasosinusal

El 87% de los sujetos (N=261) padecia rinitis, un 94% en el Grupo Atopico
(N=141) y un 80% en el Grupo Intrinseco (N=120).

Si se analiza la gravedad de la rinitis segun sus respectivas guias se

puede observar:

e En el Grupo Atopico, segun la clasificacion ARIA modificada por Valero y
cols. (330), se observd un 16,3% de rinitis alérgica intermitente y un
83,7% de persistente. La gravedad fue: 19,1% leve, 79,4% moderada y
1,4% grave. La gravedad segun la clasificacion ARIA modificada se
distribuyé de la siguiente forma: 7,8% leve intermitente, 11,3% leve
persistente, 8,5% moderada intermitente, 70,9% moderada persistente,

0% grave intermitente y 1,4% grave persistente (ver Grafico 3).

B Leve intermitente B Leve persistente
B Moderada intermitente m Moderada persistente

M Grave intermitente W Grave persistente

1,4%

Gréfico 3. Distribucién de la rinitis alérgica segun la clasificacion ARIA modificada.
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e En el Grupo Intrinseco 52% de los pacientes presentaba rinosinusitis
cronica, siendo su gravedad segun la guia EPOS: 23,1% leve, 67,9%

moderada y 9% grave (ver Gréfico 4).

M Leve

B Moderada

M Grave

Gréfico 4. Gravedad de la rinosinusitis cronica segun la guia EPOS.

El 17% de los pacientes presentaba poliposis nasal (6% en los at6picos y
28% en los intrinsecos, ver Tabla 17) y 12,3% anosmia (8% en los atépicos y

16,7% en los intrinsecos, ver Tabla 17).

Tabla 17. Proporcion de poliposis nasal y anosmia.

Grupo
Intrinseco
Poliposis nasal
% 17,0% 6,0% 28,0%
Anosmia N 37 12 25
% 12,3% 8,0% 16,7%
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5.1.5. Caracteristicas del asma

I RESULTADOS

Los valores medios de la espirometria observados fueron: FVC 97,2 +
16,0 %; FEV1 93,0 = 17,5 %; y FEV1/FVC 74,7 + 8,6. La mejoria media del

FEV1 en la prueba broncodilatadora fue de 12,81 + 9,2 %. Se pueden observar

los valores correspondientes a los 2 grupos en la Tabla 18.

Tabla 18. Valores de la espirometria.

TOTAL Grupo Atopico  Grupo Intrinseco
FVC (%) Media 97,2 100,9 93,6
Desv.Tipica 16,0 13,0 17,9
Mediana 96,0 98,8 92,5
Minimo 48,1 73,5 48,1
Maximo 146,1 137,5 146,1
Percentil 25|50|75 | 87,5 96,0 | 106,4 | 92,2 98,8 | 107,7 | 83,2 | 92,5| 104,9
FEV1 (%) Media 93,0 96,4 89,7
Desv.Tipica 17,5 14,2 20,0
Mediana 93,5 96,0 89,1
Minimo 45,7 52,0 45,7
Maximo 133,6 130,6 133,6
Percentil 25|50|75 | 82,3 | 93,5|106,0 | 87,9196,0 [106,4 | 73,2 | 89,1 | 104,9
FEV1/FVC Media 74,7 76,3 73,0
Desv.Tipica 8,6 8,0 8,8
Mediana 75,0 77,0 73,0
Minimo 45,7 45,7 47,1
Maximo 99,0 94,6 99,0
Percentil 25|50|75| 70,0|75,0|80,8 | 72,0|77,0|82,0 | 67,7]|73,0]|79,0
Mejoria PB Media 12,81 12,56 13,1
Desv.Tipica 9,2 8,5 9,8
Mediana 11,3 10,7 12,0
Minimo 0 1,0 0
Maximo 59,0 49,0 59,0
Percentil 25|50|75 | 6,23]11,3|16,6 | 6,28]10,7]|16,2 | 6,18]12,0]17,2
PEF (%) Media 95,0 99,7 90,3
Desv.Tipica 20,7 18,2 22,0
Mediana 95,0 98,8 87,8
Minimo 39,3 39,3 39,7
Maximo 150,2 146,9 150,2
Percentil 25|50|75 | 81,6 | 95,0 | 109,7 | 88,9]98,8| 112,0 | 74,7 | 87,8 ] 106,5
MMEF (%) Media 63,4 69,8 57,1
Desv.Tipica 25,7 21,1 28,3
Mediana 62,85 70,1 53,1
Minimo 13,0 17,0 13,0
Maximo 198,0 149,0 198,0
Percentil 25|50|75 | 43,93 62,8 79,2 | 57,7]70,1|80,6 | 34,7|53,1]|73,5
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El valor medio del 6xido nitrico exhalado fue de 32,3 + 30,8 ppb (siendo
38,0 + 35,3 ppb en el Grupo Atdpico y 26,6 £ 24,2 ppb en el Grupo Intrinseco,
ver Tabla 19).

Tabla 19. Valores del 6xido nitrico exhalado.

Grupo Atopico  Grupo Intrinseco

FeNO(ppb) Media 32,3 38,0 26,6
Desv.Tipica 30,8 35,3 24,2
Mediana 22,0 26,0 19,0
Minimo 5 5 5
Maximo 220 220 178
Percentil 25 14,0 15,0 13,0
50 22,0 26,0 19,0
75 41,0 48,0 32,0

Un 6% de los pacientes presentaba asma que empeoraba en el puesto de
trabajo, correspondiendo un 5,3% al Grupo Atopico y un 6,7% al Grupo
Intrinseco. Un 2% de los pacientes del Grupo Atépico fueron diagnosticados de

asma ocupacional. (Ver Tabla 20).

Tabla 20. Proporcion de asma ocupacional y que empeora en el puesto de trabajo.

Grupo Grupo

Atopico Intrinseco

Asma que empeora en el

puesto de trabajo N 18 8 10
% 6,0% 5,3% 6,7%

Asma ocupacional N 3 3 0
% 1% 2% 0%
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Al analizar la gravedad del asma segun la guia GINA se observé que el
2,7% padecia asma intermitente, el 9% asma persistente leve, el 81,7% asma
moderada persistente y el 6,7% asma grave persistente (ver Tabla 21 y Grafico
5).

Tabla 21. Gravedad segun la guia GINA.

TOTAL Grupo Atépico  Grupo Intrinseco

Intermitente
% 2,7% 4,7% 0,7%
Persistente leve N 27 19 8
% 9,0% 12, 7% 5,3%
Moderada persistente N 245 121 124
% 81,7% 80,7% 82,7%
Grave persistente N 20 3 17
% 6,7% 2,0% 11,3%
TOTAL

M Intermitente
3%

M Persistente leve

I Moderada persistente

B Severa persistente

Grafico 5.a. Gravedad del asma segun la guia GINA en ambos grupos.
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Grupo Atdpico
B Intermitente

2% 5%

M Persistente leve

M Moderada persistente

B Severa persistente

Gréfico 5.b. Gravedad del asma segun la guia GINA en el Grupo Atdpico.

Grupo Intrinseco
B Intermitente
1% 59

M Persistente leve

B Moderada persistente

B Severa persistente

Grafico 5.c. Gravedad del asma segun la guia GINA en el Grupo Intrinseco.

En cuanto al escal6n de tratamiento segun la guia GINA un 3,3% estaban
siendo tratados en esos momentos con el escalon 1, 9% con el escalén 2, 56,7%
con el escalon 3, 28,7% con el escalon 4y 2,3% con el escalon 5 (ver Tabla 22 y
Grafico 6).
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Tabla 22. Escalon de tratamiento segun la guia GINA.

Grupo Atopico

Grupo Intrinseco

Escalon 1 N
% 3,3% 6,0% 0,7%
Escalén 2 N 27 18 9
% 9,0% 12,0% 6,0%
Escalon 3 N 170 90 80
% 56,7% 60,0% 53,3%
Escalén 4 N 86 33 53
% 28,7% 22,0% 35,3%
Escalon 5 N 7 0 7
% 2,.3% 0,0% 4.7%
TOTAL
M Escalon 1
2% 3%
‘ ’ M Escaldon 2
I Escalon 3
M Escaldon 4
M Escaldon 5

Grafico 6.a. Escaldn de tratamiento segun la guia GINA en ambos grupos.
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Grupo Atdpico
M Escalon 1

0%

M Escaldon 2

[ Escalén 3

M Escaldon 4

M Escalén 5

Gréfico 6.b. Escalon de tratamiento segun la guia GINA en el Grupo Atépico.

Grupo Intrinseco

M Escalon 1
5% 1%
” M Escalon 2
M Escalon 3
M Escalon 4
M Escaldon 5

Grafico 6.c. Escalon de tratamiento segun la guia GINA en el Grupo Intrinseco.

Con respecto a la calidad de vida la puntuacion media obtenida en el
cuestionario miniAQLQ es de 6,1 + 0,8 (6,1 £+ 0,8 en atdpicos y 6,1 + 0,9 en

intrinsecos, ver Tabla 23). En la misma tabla se pueden observar los valores
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analizados por los apartados a los que hace referencia el miniAQLQ: sintomas,

ambiente, emociones y actividades.

Tabla 23. Valores del cuestionario miniAQLQ y de sus elementos analizados por

apartados.
TOTAL Shlge EIVED
Atopico Intrinseco
mMiniAQLQ Global
Media 6,1 6,1 6,1
Desv.Tipica 0,8 0,8 0,9
Mediana 6,3 6,3 6,3
Minimo 2,6 3,8 2,6
Méaximo 7,0 7,0 7,0
Percentil 25|50[75| 5,8]6,3|6,7 5716,3|6,7 58]6,3|6,7
miniAQLQ Sintomas
Media 6,0 6,0 6,0
Desv.Tipica 1,2 1,1 1,3
Mediana 6,4 6,2 6,6
Minimo 1,0 1,6 1,0
Maximo 7,0 7,0 7,0
Percentil 25|50|75| 5,416,4|7,0 53[6,2]|7,0 56[6,6]|7,0
miniAQL Ambiente
Media 5,4 5,5 5,4
Desv.Tipica 1,3 1,3 1,4
Mediana 5,3 5,3 5,0
Minimo 1,7 2,3 1,7
Méaximo 7,0 7,0 7,0
Percentil 25|50[75| 4,7]5,3|7,0 4,7153]7,0 4,33|5,0|7,0
miniAQLQ Emociones
Media 6,3 6,3 6,4
Desv.Tipica 1,2 1,2 1,2
Mediana 7,0 7,0 7,0
Minimo 1,0 1,7 1,0
Maximo 7,0 7,0 7,0
Percentil 25|50|75| 6,0]7,0]7,0 6,0/7,0]7,0 6,3|7,0]7,0
miniAQLQ Actividades
Media 6,6 6,7 6,5
Desv.Tipica 0,7 0,5 0,8
Mediana 7,0 7,0 6,7
Minimo 2,0 4,0 2,0
Maximo 7,0 7,0 7,0
Percentil 25|50[75 | 6,5|7,0|7,0 6,717,070 6,216,7]7,0
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La puntuacién media en el cuestionario de control de asma ACT fue de
21,6 £4,4 (21,6 = 3,8 en atopicos y 21,5 £ 4,9 en intrinsecos, ver Tabla 24).

Tabla 24. Valores del cuestionario ACT.

Grupo Grupo
Atopico Intrinseco
ACT Media 21,6 21,6 21,5
Desv.Tipica 4.4 3,8 4.9
Mediana 23,0 22,5 24,0
Minimo 0 9 0
Maximo 35 35 25
Percentil 25|50|75 | 20,0|23,0]25,0 | 20,0|22,5]25,0 | 20,0| 24,0 | 25,0

5.2. Anélisis bivariante

A continuacién se comentaran los resultados que se han obtenido tras el
analisis de las asociaciones entre las diferentes variables estudiadas en la

muestra poblacional. Se han realizado estudios de asociacion entre las variables.

5.2.1. Caracteristicas de la poblacion de estudio

Se observaron diferencias significativas entre grupos al analizar la edad
(p<0,001), siendo ésta mayor en el Grupo Intrinseco (56,9 + 15,8) que en el
Grupo Atépico (36,2 + 13,2) o Grupo Control (52,1 £ 17,5).

Al analizar la edad de los pacientes asmaticos y de los controles, se
observaron diferencias significativas también (p=0,007), siendo la media de edad

de los pacientes asmaticos 46,5 + 17,9 y de los controles 52,1 + 17,5.

También se observaron diferencias significativas (p<0,001) al analizar las
edades de los pacientes del Grupo Atopico (36,2 + 13,2) y Grupo Intrinseco (56,9

+ 15,8), siendo mayor en éstos ultimos.
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Con respecto al sexo se observaron diferencias significativas entre los 3
grupos (p<0,001), presentando un menor porcentaje de hombres el Grupo
Control (34%) y el Grupo Intrinseco (32%) que el Grupo Atopico (53,3%).

No se observaron diferencias significativas (p=0,126 con OR=0,69 e
IC95% 0,43-1,11) en el sexo entre los pacientes asmaticos (42,7%) y los

controles (34%).

Por el contrario si se observaron diferencias significativas (p<0,001 con
OR=2,43 e 1C95% 1,52-3,88) al analizar el sexo del Grupo Atépico (53,3%) y
Grupo Intrinseco (32%), siendo en el Grupo Atbépico mayor la proporcion de
hombres.

El peso de la diferencias significativa entre controles y pacientes
asmaticos en relacién a la edad y al sexo ha sido estudiado mediante analisis

multivariante de regresion logistica.

5.2.2. Antecedentes familiares y personales de interés

Se observaron diferencias significativas entre el Grupo Atépico y el Grupo
Intrinseco al analizar los antecedentes familiares de atopia (p=0,001 y OR 0,45),
los antecedentes de dermatitis atopica (p=0,001 y OR=0,06, sin diferencias
significativas en cuanto a la puntuacién en el cuestionario SCORAD), alergia
alimentaria (p<0,001 y OR=0,12), alergia a farmacos (p=0,003 y OR=2,42) e
hipersensibilidad a AINE (p<0,001 y OR=5,51). Ver Tabla 25.

No se observaron diferencias significativas en cuanto a los antecedentes
de dermatitis de contacto ni de psoriasis (sin diferencias significativas tampoco
en el cuestionario PASI). Ningun sujeto refiri6 padecer ictiosis vulgar. Ver Tabla
25.
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Tabla 25. Comparacion de las variables incluidas dentro de los antecedentes de interés
entre el Grupo Atopico y el Grupo Intrinseco.

p OR IC 95%

Antecedentes familiares de atopia 0,001 0,45 0,28-0,73
Dermatitis atopica 0,001 0,06 0,01-0,50
Dermatitis de contacto 0,501 1,20 0,71-2,03
Alergia alimentaria <0,001 0,12 0,04-0,35
Alergia a farmacos 0,003 2,42 1,32-4,43
Hipersensibilidad a AINE <0,001 5,51 2,21-13,74
Psoriasis 1 1,00 0,14-7,19
Ictiosis vulgar - - -

5.2.3. Sensibilizacion a aeroalérgenos y valor de IgE total

Se observaron diferencias significativas en el valor de IgE total entre los 3
grupos (p<0,001), siendo mayor en el Grupo Atépico (379,8 + 535,8 IU/ml) que
en el Grupo Intrinseco (68,6 + 117,7 IU/ml) y en el Grupo Control (86,0 + 235,2
IU/ml). Ver Tabla 26.

Tabla 26. Comparacion de los valores de IgE total entre grupos.

Media £ Desv.tip.

(IU/ml)

Grupo Atopico 379,8 +535,8

Grupo Intrinseco 68,6 +£117,7 <0,001
Grupo Control 86,0 + 235,2

Pacientes asmaticos 2242 +417,4 <0.001
Grupo Control 86,0 + 235,2 '
Grupo Atépico 379,8 +535,8

Grugo Intr%seco 68,6 + 117,7 <0,001

Al analizar el valor de IgE total de los pacientes asmaticos y de los
controles también se observaron diferencias significativas (p<0,001), siendo
mayor en los pacientes asmaticos (224,2 + 417,4 IU/ml) que en los controles
(86,0 + 235,2 IU/ml). Ver Tabla 26.
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También se observaron diferencias significativas (p<0,001) en el valor de
IgE total de los pacientes del Grupo Atopico (379,8 + 535,8 IU/ml) y del Grupo
Intrinseco (68,6 + 117,7 1U/ml), siendo mayor en los asmaticos alérgicos. Ver
Tabla 26.

No se pudo realizar un andlisis estadistico de las diferencias entre grupos
con respecto a la sensibilizacion a aeroalérgenos debido a que por los criterios
de inclusion del estudio solamente los pacientes del Grupo Atdpico presentaban

sensibilizaciones.

5.2.4. Patologia nasosinusal

Se observaron diferencias significativas (p<0,001 y OR 0,25) entre el
Grupo Atopico e Intrinseco al analizar la presencia de rinitis (siendo 94% en el
Grupo Atdpico y 80% en el Grupo Intrinseco). Ver Tabla 27.

Se identificaron también diferencias significativas en la presencia de
poliposis nasal (p<0,001 y OR 6,09), siendo mayor en el Grupo Intriseco (28%)
gue en el Grupo Atdpico (6%). Ver Tabla 27.

También se observaron diferencias significativas al analizar el hecho de
padecer anosmia (p=0,022 y OR 2,30), siendo la frecuencia mayor en el Grupo

Intrinseco (16,7%) que en el Grupo Atopico (8%). Ver Tabla 27.

Tabla 27. Comparacion de las variables rinitis, poliposis nasal y anosmia entre el Grupo
Atopico y el Grupo Intrinseco.

p OR IC 95%
Rinitis <0,001 0,25 0,12-0,56
Poliposis nasal <0,001 6,09 2,84-13,06
Anosmia 0,022 2,30 1,11-4,77
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5.2.5. Caracteristicas del asma

Se observaron diferencias significativas en todos valores medios de la
espirometria entre el Grupo Atdpico y el Grupo Intrinseco, salvo en el porcentaje

de mejoria del FEV1 en la prueba broncodilatadora (ver Tabla 28).

Se observaron diferencias significativas en el valor medio de éxido nitrico
exhalado (p=0,001) siendo 38,0 £+ 35,3 en el Grupo Atépico y 26,6 + 24,2 en el

Grupo Intrinseco (ver Tabla 28).

Tabla 28. Comparacién de los valores medios de la espirometria y del FeNO.

Grupo Atépico  Grupo Intrinseco p
FVC (%) 100,9 + 13,0 93,6 +17,9 <0,001
FEV1 (%) 96,4 + 14,2 89,7 £ 20,0 0,001
FEV1/FVC 76,3+8,0 73,0 + 8,8 0,001
Mejoria en PB (%) 12,6 £+ 8,5 13,1+9,8 0,642
PEF (%) 99,7+ 18,2 90,3+ 22,0 <0,001
MMEF (%) 69,8+21,1 57,1+ 28,3 <0,001
FeNO (ppb) 38,0 + 35,3 26,6 + 24,2 0,001

No se obervaron diferencias significativas entre los dos grupos en cuanto
al asma empeorado en el puesto de trabajo (p=0,627 y OR 1,27 con 1C95% 0,49-
3,31).

Al analizar la gravedad del asma segun la guia GINA se observaron
diferencias significativas en la gravedad de la enfermedad (p<0,001) y en el

escalén de tratamiento que requieren los pacientes (p<0,001). Ver Tabla 29.

No se obervaron diferencias significativas en el cuestionario de control de
asma ACT (p=0,896), siendo 21,6 + 3,8 en el Grupo Atopico y 21,5 + 4,9 en el
Grupo Intrinseco (ver Tabla 30).
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Tabla 29. Comparacion de la gravedad del asma segun la guia GINA.

Grupo Grupo

Atopico Intrinseco P
Intermitente 4, 7% 0,7%
Persistente leve 12,7% 5,3% <0.001
Moderada persistente 80,7% 82, 7% '
Severa persistente 2,0% 11,3%
Escalén 1 6,0% 0,7%
Escalén 2 12,0% 6,0%
Escal6on 3 60,0% 53,3% <0,001
Escalén 4 22,0% 35,3%
Escalén 5 0,0% 4,7%

Tampoco se observaron diferencias significativas en el cuestionario de
calidad de vida miniAQLQ (p=0,096) ni en sus diferentes dominios que hacen

referencia a los sintomas, ambiente, emociones y actividades (ver Tabla 30).

Tabla 30. Comparacioén de los cuestionarios ACT y miniAQLQ.

Grupo Grupo
Atopico Intrinseco

ACT 21,6 +3,8 215149 0,896
miniAQLQ Global 6,1+0,8 6,1+0,9 0,096
Dominios miniAQLQ

- Sintomas 6,0+1,1 6,0+1,3 0,136

- Ambiente 55+1,3 54+14 0,154

- Emociones 6,3+1,2 6,4+1,2 0,138

- Actividades 6,7+0,5 6,5+0,8 0,081

Los resultados estadisticamente significativos del analisis bivariante de

todas las variables del estudio se encuentran en el Anexo 2.
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5.3. Estudio genético de FLG
5.3.1. Nuevos polimorfismos en el gen FLG

En este estudio se han identificado por primera vez 4 nuevos
polimorfismos no previamente descritos en esta region de la filagrina
(c.1594C>T, ¢.1607T>A, c.1676A>G y c.1747C>A). Estos cuatro polimorfismos
localizados en regién exodnica generan, ademas, cambios en el aminoé&cido

codificado (ver Tabla 31 e llustracion 35).

cacggaaaggctgggctgagacagcagagccaccaagagtccacacgtggecggtcaggggaacggtctggacgttcagggtette
cctctaccaggtgagcactcatgaacagcctgactctgcccatggacggaccgggaccagcactggaggaagacaaggatcgcacc
acgagcaggcacgagacagctccaggcattcagcgtcccaagagggtcaggacaccattcgtggacacccggggtcaagcagag
gaggaaggcagggatcccac€acgagcaatcggtaaataggtctggacactcaggttcecatcacagcecacaccacatcccaggg
aaggtctgatgcctcccatgggcagtcaggatccagaagtgcaagcagacaaacacgaaatgaggaacaatcaggagacggeacc
aggeactcagggtcacgtcatcatgaagcttcctctcaggctgacagctctagacactcacaggtgggccagggacaatcatcgggge
ccaggacaagtaggaaccagggatccagtgttagccaggacagtgacagtcagggacactcagaagactctgagaggtggtctggg
tctgcttccagaaaccatcatggatctgctcaggagcagtcaagagatggctccagacaccccaggtcccatcacgaagacagagctg
gtcatgggcactctgcagacagctccagaaaatcaggcactcgtcacacacagaattcctctagtggacaggctgcgtcatcccatgaa
caggcaagatcaagtgcaggagaaagacatggatcccgccaccagctccagtcagcagacagetccagacactcaggeactggge
acggacaagcttcatctgcagtcagagacagtggacaccgagggtccagtggtagtcaggccactgacagtgagggacattcagaa
gactcagacacacagtcagtgtcaggccatggacaggctggtcaccatcagcagagccaccaagagtccgecacgtgaccggtcag

gggaaaggtctcgacgttcagggtctttcctctaccaggtgagcactcataaacagtctgagtccteec

llustracion 35. Fragmento de 1.102 pb amplificado utilizando los cebadores FilH1F3 y
RPT2P1 con todas las mutaciones y SNP encontrados. Se muestran en verde los
nuevos SNP, en azul los SNP que ya han sido descritos con anterioridad y en amarillo
aparecen las dos mutaciones estudiadas.

Ademas, en nuestra poblacion se han dectectado otros 6 polimorfismos
previamente descritos pero que no habian sido analizados en pacientes
asmaticos (c.1494G>C, c.1560G>A, c¢.1603T>C, c.1632C>T, c.1741A>T y
€.1807G>A), ver Tabla 31 e llustracion 35.

Las caracteristicas de cada SNP se muestran en la Tabla 31.
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Tabla 31. Caracteristicas de los SNP encontrados en nuestra poblacién. Se muestran
en rojo los nuevos SNP identificados asi como el cambio en el amino&cido codificado.

Frec.
Referencia  Region flanqueante alélica
descrita*

€.1494G>C p.E498D rs13376095 | caggcacgagacagctcc | G/C | Glu — Asp 0,0060
€.1560G>A p.P520P T';/ISPZ—Z%?Q@L gggtcaagcagaggagg | G/A Pro — Pro -
€.1594C>T p.H532Y acgagcaatcggtaaata | C/T His — Tyr -
€.1603T>C p.S535P rs74129464 cggtaaataggtctgg T/IC Ser — Pro 0,0156
c.1607T>A p.V536E aaataggtctggaca TIA Val — Glu -
c.1632C>T p.S544S | rs137997325 | catcacagccacaccaca | C/T Ser — Ser 0,0027
Cc.1676A>G p.H559R tgggcagtcaggatccaga | A/G His — Arg -
C.1741A>T p.T581S | rs145627745 | ccaggcactcagggtca AIT Thr — Ser 0,0023
Cc.1747C>A p.H583N actcagggtcacgtcat C/A His — Asn -
c.1807G>A p.V603M | rs137995883 tgggccagggacaa G/A | Val - Met 0,0009

*obtenida de dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/)

Las caracteristicas de los sujetos portadores de

estos SNP estan
reflejadas en la Tabla 32, Tabla 33 y Tabla 34. El SNP c.1741A>T se ha

identificado en 5 individuos, el resto solo en uno.

Ningun sujeto portaba simultaneamente mas de una variacion de las
estudiadas (10 SNP y las mutaciones R501X y 2282del4).
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Tabla 32. Caracteristicas de los sujetos que presentan el SNP ¢.1741A>T.

Sujeto C-010 1-033 -113 [-138 [-148
SNP Cc.1741A>T Cc.1741A>T C.1741A>T c.1741A>T Cc.1741A>T
Grupo G.Control G.Intrinseco | G.Intrinseco | G.Intrinseco | G.Intrinseco
Edad 49 51 65 76 80
Sexo Femenino Masculino Masculino Femenino Femenino
Asma No Si Si Si Si
Antecedentes
familiares de No No No No No
atopia
Dermatitis atopica No No No No No
Deégnnegztsode No No No No No
Alergi
aliminq[aa:ia No No No No No
f'?,i'ren;%'caoz No No Si (AINE) No No
H|persAe|n'\TI|Eb|I|dad No NoO Sj NoO No
Psoriasis No No No No No
Ictiosis vulgar No No No No No
Test Cutaneos Negativos Negativos Negativos Negativos Negativos
N° Test _C.utaneos 0 0 0 0 0
positivos
IgE Total (Ul/ml) 6,4 32,6 112 15,9 174
Rinitis No Si No No Si
Rinosinusitis No Si No No Si
Intensidad ARIA - - - - -
Intensidad EPOS - Grave - - Moderada
Anosmia No No No No No
Poliposis No No No No No
Fenotipo de asma - Intrinseco Intrinseco Intrinseco Intrinseco
Asma
ocupacional i No No No No
Asma empeorada
en el trgbajo i No No No No
FVC (%) - 89,8 78,1 76,7 56,8
FEV1 (%) - 86,1 73,4 66,9 65,2
FEV1/FVC - 72,3 67,9 59,7 76,8
PEF (%) - 74,5 64,1 56 59,5
MMEF (%) - 58 40 24 34
Mejoria PB (%) - 13 19 16 5
FeNO (ppb) - 70 18 27 21
Severidad GINA i Mod_erada Mod_erada Se_vera Mod_erada
persistente persistente persistente persistente
Escal6on TTO - Escal6n 4 Escalén 4 Escal6n 5 Escalén 4
miniAQLQ - 6,1 7 5,9 6,3
ACT - 22 25 24 19
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Tabla 33. Caracteristicas de los sujetos que presentan los SNP descritos por primera
vez en este estudio.

Sujeto [-046 A-036 A-107 A-116

SNP €.1594C>T c.1607T>A c.1676A>G c.1747C>A
Grupo G.Intrinseco | G.Intrinseco G.Atbpico G.Atopico
Edad 64 36 48 38
Sexo Femenino Femenino Masculino Masculino
Asma Si Si Si Si
Antecedentes
familiares de No No No Si
atopia
Dermatitis atépica No No No No
Decrgmt;'ztsode Si (niquel) No Si (niquel) No
Alergia Si (frutos
alimengtaria No No No se(zcos)
Alergia a
férmgcos No No No No
Hlpersilnl\?llzbllldad No No No No
Psoriasis No No No No
Ictiosis vulgar No No No No
Ag. Ag. Ag.
Test Cutaneos Negativos | estacionales | estacionales | estacionales
y perennes y perennes y perennes
N° Test _C_utaneos 0 7 3 7
positivos
IgE Total (Ul/ml) 39,8 14,9 16,1 117
Rinitis No Si Si Si
Rinosinusitis No No No No
Intensidad ARIA i Mod_erada Mod_erada Mod_erada
persistente persistente persistente
Intensidad EPOS - - - -
Anosmia No No No No
Poliposis No No No No
Fenotipo de asma | Intrinseco Atépico Atépico Atopico
Asma
ocupacional No No No No
Asma empeorada
en el trzbajo No No No No
FVC (%) 84,5 120,7 121,6 95,3
FEV1 (%) 66,1 106,1 108,4 82,8
FEV1/FVC 65,4 69,3 73,5 67,5
PEF (%) 86,9 99,3 97,6 93,2
MMEF (%) 25 62 63 49
Mejoria PB (%) 3 9 5 22
FeNO (ppb) 31 9 19 15
Severidad GINA Mod_erada Persistente Mod_erada Mod_erada
persistente leve persistente persistente
Escalén TTO Escalén 3 Escal6n 2 Escalén 4 Escal6n 3
miniAQLQ 6,5 59 55 3,8
ACT 25 19 21 12




Tabla 34. Caracteristicas de los sujetos que presentan los SNP previamente descritos.

Sujeto C-095 C-054 [-137 1-004
SNP €.1494G>C | ¢.1560G>A | ¢.1603T>C €.1632C>T c.1807G>A
Grupo G.Control G.Control G.Intrinseco | G.Intrinseco G.Atbpico
Edad 71 54 83 34 28
Sexo Femenino Femenino Femenino Femenino Masculino
Asma No No Si Si Si
Antecedentes
familiares de No No No No No
atopia
Dermatitis atopica No No No No No
Deégnnegztsode No No No No No
Si (frutos
Alergia Secos,
alimengtaria No No No No marisco,
anisakis)
fé’alr?wzglcaoz No No No No No
H|persAe|n'\TI|Eb|I|dad No No No NoO No
Psoriasis No No No No No
Ictiosis vulgar No No No No No
Ag.
Test Cutaneos Negativos Negativos Negativos Negativos estacionales
y perennes
N° Test _C_utaneos 0 0 0 0 8
positivos
IgE Total (Ul/ml) 3,0 65,0 11,2 7,8 376
Rinitis No No No Si No
Rinosinusitis No No No Si No
Intensidad ARIA - - - - -
Intensidad EPOS - - - Moderada -
Anosmia No No No No Si
Poliposis No No No No No
Fenotipo de asma - - Intrinseco Intrinseco Atépico
Asma - - No No No
ocupacional
Asma empeo_rada i ) No No Sj
en el trabajo
FVC (%) - - 60,1 100,4 93
FEV1 (%) - - 45,7 105,9 88,1
FEV1/FVC - - 61,1 85,0 75,0
PEF (%) - - 39,7 118 96,3
MMEF (%) - - 13 92 63
Mejoria PB (%) - - 37 0 7
FeNO (ppb) - - 22 8 23
Severidad GINA i ) Se_vera Moderada Mod_erada
persistente persistente persistente
Escalon TTO - - Escalén 4 Escal6n 3 Escalén 3
miniAQLQ - - 51 7 53
ACT - - 12 25 23
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Las frecuencias genotipicas de los SNP presentes en un solo sujeto de
nuestra poblacion estan reflejadas en la Tabla 35, Tabla 36 y Tabla 37. Las
frecuencias genotipicas y alélicas del SNP c.1741A>T, presente en 5 sujetos de
nuestra poblacién se pueden observar en la Tabla 38.

Tabla 35. Frecuencias genotipicas de ¢.1494G>C, ¢.1560G>A y ¢.1594C>T.

d Jeno
A9/

A

d (€
04

@ T TT ©® GA AA cC CT T
TOTAL 400 | 0,998 | 0,002 | 0,000 | 0,998 | 0,002 | 0,000 | 0,998 | 0,002 | 0,000
Grupo
Conite] 100 | 0,990 | 0,010 | 0,000 | 0,990 | 0,010 | 0,000 | 1,000 | 0,000 | 0,000
A%%?go 150 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 1,000 | 0,000 | 0,000
Grupo

ntineeeo | 150 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 0,993 | 0,007 | 0,000
Total

asmaticos | 300 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 0,997 | 0,003 | 0,000

Tabla 36. Frecuencias genotipicas de ¢.1603T>C, c.1607T>Ay ¢c.1632C>T.
e e adeno D a e e a Jdeno 0, a e e adeno D a
60 o]0 A 0
T TC e T TA AA cC CT T

TOTAL 400 | 0,998 | 0,002 | 0,000 | 0,998 | 0,003 | 0,000 | 0,998 | 0,002 | 0,000
Grupo
Control 100 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 1,000 | 0,000 | 0,000
AGtg‘;‘i’fo 150 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 0,993 | 0,007 | 0,000 | 1,000 | 0,000 | 0,000
Grupo

ntinceeo | 150 | 0,993 | 0,007 | 0,000 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 0993 | 0,007 | 0,000
Total

asmaticos | 300 | 0,897 | 0,003 | 0,000 | 0,997 | 0,003 | 0,000 | 0,997 | 0,003 | 0,000

Tabla 37. Frecuencias genotipicas de c.1676A>G, c.1747C>Ay c.1807G>A.
e e adgenotip a e e a genotip a e e ad denotip a
WAYA /] A 30 A

AA AG €& cC CA AA e GA AA

TOTAL 400 | 0,998 | 0,002 | 0,000 | 0,998 | 0,002 | 0,000 | 0,998 | 0,002 | 0,000
Grupo

Control 100 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 1,000 | 0,000 | 0,000

Afg‘;?coo 150 | 0,993 | 0,007 | 0,000 | 0,993 | 0,007 | 0,000 | 0,993 | 0,007 | 0,000
Grupo

ntrinceeo | 150 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 1,000 | 0,000 | 0,000
Total

asmaticos | 300 | 0,897 | 0,003 | 0,000 | 0,997 | 0,003 | 0,000 | 0,997 | 0,003 | 0,000
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Tabla 38. Frecuencias genotipicas y alélicas de ¢.1741A>T.

/] A V| A

AA AT T A T
TOTAL 400 | 0,987 | 0,013 | 0,000 | 0,994 0,006
Grupo 100 | 0,990 | 0,010 | 0,000 | 0,995 0,005
Control
Grupo 150 | 1,000 | 0,000 | 0,000 1,000 0,000
Atopico
Grupo 150 | 0,973 | 0,027 | 0,000 | 0,087 0,013
Intrinseco
Total 300 | 0,987 | 0,013 | 0,000 | 0,993 0,007
asmaticos

5.3.1.1. c.1741A>T

El SNP ¢.1741A>T (rs145627745) se encuentra en la posicion genémica
1741 y consiste en una transicion nucleotidica de una adenosina por una timina.
En la proteina conlleva un cambio en la posicién 581 del aminoacido treonina
(Thr) por una serina (Ser), por lo que este SNP también puede ser nombrado
como p.T581S o p.Thr581Ser.

Esta presente en 5 sujetos (C-010, 1-033, 1-113, [-138 e 1-148), uno
perteneciente al Grupo Control y los otros cuatro al Grupo Intrinseco (cuyas

caracteristicas se pueden ver en la Tabla 32).
Las frecuencias genotipicas y alélicas esta reflejada en la Tabla 38.

Al ser tan frecuente este SNP en nuestra poblacion se ha llevado a cabo

un andlisis estadistico del mismo.

Asociaciéon con el asma

Se ha identificado una asociacion estadisticamente significativas entre el
fenotipo de asma y c¢.1741A>T, siendo el alelo mutado méas frecuente en los
pacientes con asma intrinseca (p genotipica 0,044 y alélica 0,045), ver Tabla 39.
Sin embargo, no se ha identificado asociacion entre la presencia de asma

globalmente considerada y c.1741A>T.
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Tabla 39. Frecuencias genotipicas y alélicas de ¢.1741A>T en funcidn de la presencia
de asma, fenotipo de asma, asma empeorada en el puesto de trabajo y asma

ocupacional.
e e a genotip a e e d alé da
AA AT TT p A T p
Control 100 0,990 | 0,010 | 0,000 0,995 0,005
Asma 300 0,987 | 0,013 | 0,000 0,79 0,993 0,007 0,80
Asma
o 150 1,000 | 0,000 | 0,000 1,000 0,000
atopicavs ’ ’ ’ 0,044 ’ ’ 0,045
intrinseca* 150 0,973 | 0,027 | 0,000 0,987 0,013
Asma
empeorada 18 1,000 | 0,000 | 0,000 0,67 1,000 0,000 0,67
en el trabajo
Asma
ocupacional 3 1,000 | 0,000 | 0,000 0,86 1,000 0,000 0,86
* p<0,05

Si analizamos los valores de la espirometria forzada y del éxido nitrico
exhalado se observan diferencias estadisticamente significativas entre
c.1741A>T y el FVC (97,5 = 15,8 frente a 75,3 + 13,7 de los sujetos con alelo T,
p=0,006), FEV1 (93,3 = 17,4 frente a 72,9 £+ 9,5 de los sujetos con alelo T,
p=0,020) y PEF (95,5 + 20,5 frente a 63,5 + 8,0 de los sujetos con alelo T,
p=0,002), ver Tabla 40. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas con el resto de valores de la espirometria ni con el 6xido nitrico
exhalado (Tabla 40).

Tampoco se observaron diferencias significativas con los pacientes que
presentan asma empeorada en el puesto de trabajo o asma ocupacional (Tabla
39) ni con la gravedad del asma segun la guia GINA y c.1741A>T, pero si al
analizar el escalon de tratamiento que requieren los pacientes segun dicha guia
(p=0,004), ver Tabla 41.
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Tabla 40. Asociacion estadistica entre los valores de la espirometria y 6xido nitrico
exhalado con c.1741A>T.

Tabla 41. Asociacion estadistica entre la gravedad del asma y el escalén de tratamiento

Medla_por AA AT 0
genotlpo
FVC* | 975+158 | 753+137 | 0,006
(%)
FEVI® | 9334174 | 720+95 | 0,020
(%)
FEVI/FVC | 748+86 | 692+73 0,20
+FEV1 en
oBD (o | 128%92 | 131258 0.94
*
PEF 955+205 | 635+80 | 0,002
(%)
MMEF | 6384257 | 389+143 | 0,055
(%)
FeNO | 55343009 | 340+243 | 091
(ppb)
* p<0.05

segun la guia GINA con ¢.1741A>T.

Cc.1741A>T

Gravedad segln la guia GINA
p 0,16
% por genotipo AA AT TT
Intermitente 2,7% 0,0% 0,0%
Persistente leve 9,0% 0,0% 0,0%
Moderada persistente 80,7% 1,0% 0,0%
Grave persistente 6,3% 0,3% 0,0%
Escglén de §ratamiento D 0,004
segun la guia GINA
% por genotipo AA AT TT
Escalén 1 3,3% 0,0% 0,0%
Escalén 2 9,0% 0,0% 0,0%
Escalén 3 56,7% 0,0% 0,0%
Escalén 4 27,7% 1,0% 0,0%
Escalén 5 2,0% 0,3% 0,0%

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el

control del asma medido mediante el cuestionario ACT, ni con la calidad de vida
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medida con el cuestionario mMiNlAQLQ o estudiando cada una de sus

dimensiones (Tabla 42).

Tabla 42. Asociacion estadistica entre el control del asma mediante el cuestionario ACT
y la calidad de vida mediante el cuestionario miniAQLQ con ¢c.1741A>T.

Cc.1741A>T

Medla_por AA AT D
genotipo
ACT 215+44 | 225+26 0,67
miniAQLQ
global 6,1+0,8 6,3+0,5 0,62
miniAQLQ
dominios
Sintomas 6,0+1,2 6,2+0,6 0,66
Ambiente 54+1,3 6,2+1,0 0,22
Emociones 6,3+1,2 6,0+1,6 0,59
Actividades 6,6 £0,7 6,7+x0,4 0,81
Edad y sexo

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas al analizar la
edad ni el sexo (ver Tabla 43), lo que indica la ausencia de sesgo determinado
por dichas variables.

Tabla 43. Frecuencias genotipicas y alélicas de ¢.1741A>T en funcién del sexo.

A A / A\

AA AT TT p A T p
Varones | 162 | 0,987 | 0,013 | 0,000 0.98 0,994 0,006 0.98
Mujeres | 238 | 0,988 | 0,012 | 0,000 ' 0,994 0,006 '

Antecedentes familiares y personales de interés

No se ha encontrado asociacion significativa entre c.1741A>T y los

antecedentes familiares de atopia, antecedentes personales de dermatitis
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atopica, dermatitis de contacto, alergia alimentaria, alergia a farmacos,
hipersensibilidad a AINE o psoriasis (ver Tabla 44). En relacion con los
antecedentes familiares y personales solo se ha encontrado el alelo T en los
pacientes con antecedentes personales de alergia a farmacos y de
hipersensibilidad a AINE.

Tabla 44. Frecuencias genotipicas y alélicas de ¢.1741A>T en funcion de los
antecedentes familiares y personales.

/] A /l A\

AA AT TT p A T p
Control 100 | 0,990 | 0,010 | 0,000 0,995 0,005

Ant. fam. atopia 120 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 0,27 | 1,000 0,000 | 0,27

D. atépica 15 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 0,70 | 1,000 0,000 | 0,70

D. contacto 73 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 0,39 | 1,000 0,000 | 0,39

A. alimentaria 32 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 0,57 | 1,000 0,000 | 057

A. farmacos 58 | 0,983 | 0,017 | 0,000 | 0,69 | 0,991 0,009 | 0,70

Hipersens. AINE 34 | 0,971 | 0,029 | 0,000 | 042 | 0,985 0,015 | 0,42

Psoriasis 4 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 0,84 | 1,000 0,000 | 0,84

Sensibilizacion a aeroalérgenos y valor de IgE total

Al pertenecer los pacientes al Grupo Control y Grupo Intrinseco ninguno

presentaba sensibilizaciones a aeroalérgenos.

Con respecto al valor de IgE total no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (la media era 191,2 + 386,7 Ul/ml en los sujetos
con alelo A frente a 68,2 + 72,3 Ul/ml de los que presentaban el alelo T, con
p=0,48).

Patologia nasosinusal

Tampoco se observd asociacion entre la presencia de ¢.1741A>T y los
antecedentes personales de rinitis, anosmia, poliposis nasal y rinosinusitis

cronica (Tabla 45).
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Tabla 45. Frecuencias genotipicas y alélicas de ¢.1741A>T en relacion con los
antecedentes personales de rinitis, anosmia, poliposis nasal y rinosinusitis cronica.

€ C d JenotipiCa € c d adl€ a

/] A / A

AA AT TT p A T p
Control 100 | 0,990 | 0,010 | 0,000 0,995 0,005
Rinitis 261 | 0,992 | 0,008 | 0,000 | 0,83 0,996 0,004 0,83
Anosmia 37 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 0,54 1,000 0,000 0,54
Poliposis 51 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 0,47 1,000 0,000 0,47
Rinosinusitis | 78 | 0,974 | 0,026 | 0,000 | 0,42 0,987 0,013 0,42

Tampoco se han encontrado diferencias estadisticamente significativas
entre la intensidad de la rinosinusitis cronica medida segun criterios de la guia
EPOS y el SNP c.1741A>T (Tabla 46). Por las caracteristicas de los pacientes
no habia pacientes con rinitis alérgica.

Tabla 46. Asociacion estadistica entre la intensidad de la rinosinusitis segun la guia
EPOS y c.1741A>T.

Cc.1741A>T

Intensidad guia EPOS D 011
% por genotipo AA AT TT
Leve | 231% 0,0% 0,0%
Moderada 66,7% 1,3% 0,0%
Grave 7,7% 1,3% 0,0%

El andlisis mediante la plataforma ExXPASy Prosite del cambio proteico
gue produce este SNP indica que éste se localiza exactamente en un sitio de

miristoilacion que podria tener repercusion funcional (ver llustracion 36).

Segun el andlisis llevado a cabo mediante SNPeffect este SNP no afecta
a la tendencia a la agregacion (TANGO), a la tendencia amiloidea (WALTZ), o0 a
la unién a chaperonas (LIMBO) de la proteina.
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llustracién 36. Esquema obtenido de ExPASYy Prosite de sitios de actividad. La flecha
roja indica el lugar en el que se encuentra T581S y H583N.

5.3.1.2. c.1747C>A

El SNP ¢.1747C>A (no descrito hasta el momento) se encuentra en la
posicion gendmica 1747 y consiste en una transicion nucleotidica de una citosina
por una adenosina. En la proteina conlleva un cambio en la posicion 583 del
aminoacido histidina (His) por una asparagina (Asn), por lo que este SNP
también puede ser nombrado como p.H583N o p.His583Asn.

Al analizar mediante ExPASYy Prosite el cambio proteico que produce este
SNP se observé tambien la localizaciéon en otro sitio de miristoilacion con lo que
tambien podria tener repercusion funcional (ver llustracion 36). No se observaron

otros datos de interés.

Segun el andlisis llevado a cabo mediante SNPeffect este SNP no afecta
a la tendencia a la agregacion (TANGO), a la tendencia amiloidea (WALTZ), 0 a

la union a chaperonas (LIMBO) de la proteina.

Esta presente en el sujeto A-116 perteneciente al Grupo Atopico (cuyas

caracteristicas se pueden ver en la Tabla 33).

La frecuencia genotipica esta reflejada en la Tabla 37.

5.3.1.3. ¢.1594C>T

El SNP ¢.1594C>T (no descrito hasta el momento) se encuentra en la

posicion gendmica 1594 y consiste en una transicion nucleotidica de una citosina
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por una timina. En la proteina conlleva un cambio en la posicion 532 del
aminoacido histidina (His) por una tirosina (Tyr), por lo que este SNP también

puede ser nombrado como p.H532Y o p.His532Tyr.

Al analizar mediante EXPASy Prosite el cambio proteico que produce este

SNP no se observo ninguin dato de interés.

Segun el analisis llevado a cabo mediante SNPeffect este SNP tampoco
afecta a la tendencia a la agregacion (TANGO), a la tendencia amiloidea

(WALTZ), o a la unién a chaperonas (LIMBO) de la proteina.

Esta presente en el sujeto 1-046 perteneciente al Grupo Intrinseco (cuyas

caracteristicas se pueden ver en la Tabla 33).

La frecuencia genotipica esta reflejada en la Tabla 35.

5.3.1.4. c.1607T>A

El SNP ¢.1607T>A (no descrito hasta el momento) se encuentra en la
posicion gendmica 1607 y consiste en una transicion nucleotidica de una timina
por una adenosina. En la proteina conlleva un cambio en la posicion 536 del
aminoacido valina (Val) por un &cido glutdmico (Glu), por lo que este SNP

también puede ser nombrado como p.V536E o p.Val536Glu.

Esta presente en el sujeto A-036 perteneciente al Grupo Atdpico (cuyas

caracteristicas se pueden ver en la Tabla 33).

La frecuencia genotipica esta reflejada en la Tabla 36.

5.3.1.5. c.1676A>G

El SNP ¢c.1676A>G (no descrito hasta el momento) se encuentra en la
posicion gendmica 1676 y consiste en una transicion nucleotidica de una
adenosina por una guanina. En la proteina conlleva un cambio en la posicién 559
del aminoéacido histidina (His) por una arginina (Arg), por lo que este SNP

también puede ser nombrado como p.H559R o p.His559Arg.
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Esta presente en el sujeto A-107 perteneciente al Grupo Atépico (cuyas

caracteristicas se pueden ver en la Tabla 33).

La frecuencia genotipica esta reflejada en la Tabla 37.

5.3.1.6. ¢.1494G>C

El SNP ¢.1494G>C (rs13376095) se encuentra en la posicion genémica
1494 y consiste en una transicion nucleotidica de una guanina por una citosina.
En la proteina conlleva un cambio en la posicion 498 del aminoécido acido
glutamico (Glu) por un acido aspartico (Asp), por lo que este SNP también puede

ser nombrado como p.E498D o p.Glu498Asp.

Esta presente en el sujeto C-095 perteneciente al Grupo Control (cuyas

caracteristicas se pueden ver en la Tabla 34).

La frecuencia genotipica esta reflejada en la Tabla 35.

5.3.1.7. c.1560G>A

El SNP ¢.1560G>A (TMP_ESP_1 152285802) se encuentra en la
posicion gendmica 1560 y consiste en una transicion nucleotidica de una
guanina por una adenosina. En la proteina no conlleva ningin cambio en la
posicion 520 dado que ambos codones codifican para el aminoacido prolina
(Pro), por lo que este SNP también puede ser nombrado como p.P520P o
p.Pro520Pro (o p.Pro520=).

Esta presente en el sujeto C-054 perteneciente al Grupo Control (cuyas

caracteristicas se pueden ver en la Tabla 34).

La frecuencia genotipica esta reflejada en la Tabla 35.
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5.3.1.8. ¢.1603T>C

El SNP ¢.1603T>C (rs74129464) se encuentra en la posicion genomica
1603 y consiste en una transicion nucleotidica de una timina por una citosina. En
la proteina conlleva un cambio en la posicion 535 del aminoacido serina (Ser)
por una prolina (Pro), por lo que este SNP también puede ser nombrado como
p.S535P 0 p.Ser535Pro.

Esta presente en el sujeto 1-137 perteneciente al Grupo Intrinseco (cuyas

caracteristicas se pueden ver en la Tabla 34).

La frecuencia genotipica esta reflejada en la Tabla 36.

5.3.1.9. ¢.1632C>T

El SNP ¢.1632C>T (rs137997325) se encuentra en la posicibn genémica
1632 y consiste en una transicion nucleotidica de una citosina por una timina. En
la proteina no conlleva ningin cambio en la posicion 544 dado que ambos
codones codifican el aminoacido serina (Ser), por lo que este SNP también

puede ser nombrado como p.S544S o p.Ser544Ser (0 p.Ser544=)

Esta presente en el sujeto 1-004 perteneciente al Grupo Intrinseco (cuyas

caracteristicas se pueden ver en la Tabla 34).

La frecuencia genotipica esta reflejada en la Tabla 36.

5.3.1.10. c.1807G>A

El SNP ¢.1807G>A (rs137995883) se encuentra en la posicion genémica
1807 y consiste en una transicion nucleotidica de una guanina por una
adenosina. En la proteina conlleva un cambio en la posiciéon 603 del aminoacido
valina (Val) por una metionina (Met), por lo que este SNP también puede ser

nombrado como p.V603M o p.Val603Met.

Esta presente en el sujeto A-017 perteneciente al Grupo Atdpico (cuyas

caracteristicas se pueden ver en la Tabla 34).

La frecuencia genotipica esta reflejada en la Tabla 37.
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Ninguno de los cambios inducidos por los SNP ¢.1594C>T, ¢.1607T>A,
C.1676A>G, ¢.1494G>C, ¢.1603T>C y ¢.1807G>A presentd modificacion en los
dominios de actividad analizados con el ExXPASy ni tendencia de agregacion,
amiloidea o de union a chaperonas con los estudio TANGO, WALTZ ni LIMBO.

Para los SNP ¢.1560G>A y ¢.1632C>T no se realiz0 estudio de Expasy

por no codificar cambio en el aminoacido.

5.3.2. Estudio de las mutaciones R501X y 2282del4

En nuestra poblacién todos los pacientes que presentaban las mutaciones
analizadas portaban el alelo mutado en heterocigosis. El andlisis de la mutacién
R501X ha permitido identificar el alelo T en heterocigosis en el 1,5% de los
sujetos estudiados (2% en el Grupo Atépico, 0,7% en el Grupo Intrinseco y 2%
en el Grupo Control, ver Tabla 47).

Tabla 47. Frecuencias genotipicas y alélicas de R501X en los diferentes grupos.

e CT T C T
TOTAL 400 | 0,985 | 0,015 | 0,000 | 0,993 0,007
Grupo 100 | 0,980 | 0,020 | 0,000 | 0,990 0,010
Control
Grupo 150 | 0,980 | 0,020 | 0,000 0,990 0,010
Atopico
Grupo 150 | 0,993 | 0,007 | 0,000 | 0,997 0,003
Intrinseco
Total 300 | 0,987 | 0,013 | 0,000 | 0,993 0,007
asmaticos

La delecion 2282del4 se identificO en heterocigosis en el 0,5% de los
individuos de todos los grupos (0% en el Grupo Atoépico, 0,7% en el Grupo

Intrinseco y 1% en el Grupo Control, ver Tabla 48).

La presencia de al menos una de estas mutaciones se detectd en el 2%

de los sujetos estudiados (2% en el Grupo Atopico, 1,4% en el Grupo Intrinseco
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y 3% en el Grupo Control). Las frecuencias alélicas y genotipicas de ambas
mutaciones en los distintos grupos estudiados aparecen reflejadas en la Tabla
47 y Tabla 48.

Tabla 48. Frecuencias genotipicas y alélicas de 2282del4 en los diferentes grupos.

82del4 3

NN* ND DD N D
TOTAL 400 0,995 | 0,005 | 0,000 | 0,997 0,003
Grupo 100 0,990 | 0,010 | 0,000 | 0,995 0,005
Control
Grupo 150 1,000 | 0,000 | 0,000 | 1,000 0,000

Atopico
Grupo 150 0,993 | 0,007 | 0,000 | 0,997 0,003
Intrinseco
Total 300 0,997 | 0,003 | 0,000 | 0,998 0,002
asmaticos

* N alelo normal, no mutado, D alelo delecionado

Las caracteristicas clinicas de los sujetos portadores de los alelos

mutados se muestran en la Tabla 49 y Tabla 50).

Tabla 49. Caracteristicas de los sujetos del Grupo Control que presentaban mutaciones.

Sujeto C-001 C-022 C-045
. Heterocigoto | Heterocigoto | Heterocigoto
Mutacion RE01X RE01X So82deld
Grupo G.Control G.Control G.Control
Edad 70 70 33
Sexo Femenino Femenino Femenino
IgE Total (Ul/ml) 12,0 3,5 17,5

5.3.2.1. Caracteristicas de la poblacion de estudio

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
controles y los pacientes en relacion con la edad ni con el sexo (Tabla 51 y Tabla

52) lo que indica la ausencia de sesgo determinado por dichas variables.
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Tabla 50. Caracteristicas de los pacientes asmaticos portadores de las mutaciones.

Sujeto A-138 A-139 A-140 -112 -131
Mutacion Heterocigoto | Heterocigoto | Heterocigoto | Heterocigoto | Heterocigoto
R501X R501X R501X R501X 2282del4
Grupo G.Atopico G.Atopico G.Atopico G.Intrinseco | G.Intrinseco
Edad 67 42 24 52 52
Sexo Masculino Masculino Femenino Femenino Femenino
Asma Si Si Si Si Si
Antecedentes
familiares de No No Si Si No
atopia
Dermatitis atopica No No No No No
Dermatitis de No No Si (niquel) No No
contacto
Alergi
alim?angtaa;ia No No No No No
fé’alr?wzglcaoz No No No No No
H|persAe|n'\TI|Eb|I|dad No NoO No NoO No
Psoriasis No No No No No
Ictiosis vulgar No No No No No
Ag Ag . .
Test Cutaneos Estacionales . Ag Perennes Negativos Negativos
y Perennes Estacionales
N° Test Cutaneos
positivos 6 6 1 0 0
IgE Total (Ul/ml) 1.150,0 399,0 52,9 11,3 7,7
Rinitis No Si Si Si Si
Rinosinusitis No No No Si Si
Intensidad ARIA . Moderada | Leve : i
persistente | intermitente
Intensidad EPOS - - - Moderada Moderada
Anosmia No No No No No
Poliposis No No No No No
Fenotipo de asma Atopico Atopico Atopico Intrinseco Intrinseco
Asma No No No No No
ocupacional
Asma empeorada No No No No Si
en el trabajo
FVC (%) 80,8 106,2 92,6 61,2 88,2
FEV1 (%) 54,7 96,1 98,1 66,8 78,4
FEV1/FVC 48,7 70,0 86,6 82,1 68,4
PEF (%) 44,9 80,1 97,2 95,7 97,7
MMEF (%) 27 60 78 60 35
Mejoria PB (%) 21 10 5 13 13
FeNO (ppb) 11 32 34 13 5
S . Severa Persistente Moderada Moderada Moderada
everidad GINA . . . .
persistente leve persistente persistente persistente
Escalon TTO Escalén 4 Escal6n 2 Escalén 3 Escal6on 4 Escalén 3
miniAQLQ 6,2 5,9 6,7 6,1 6,7
ACT 22 23 23 25 25
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Tabla 51. Frecuencias genotipicas y alélicas de R501X en funcién del sexo.

< c a genotip a > c d adle a
R50 R50
CcC CT 1T p C T p

Varones 162 0,988 | 0,012 | 0,000 071 0,994 0,006 0.72
Mujeres 238 0,983 | 0,017 | 0,000 ' 0,992 0,008 '

Tabla 52. Frecuencias genotipicas y alélicas de 2282del4 en funcién del sexo.

320el4 82del4

NN ND DD p N D p
Varones | 162 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | ., 1,000 0,000 0.24
Mujeres | 238 | 0,992 | 0,008 | 0,000 ' 0,996 0,004 ’

No se observo ningun varén portador de la delecion 2282del4.

5.3.2.2. Antecedentes familiares y personales de interés

No se ha encontrado asociacién significativa entre las mutaciones
estudiadas y los antecedentes familiares de atopia, antecedentes personales de
dermatitis atdpica, dermatitis de contacto, alergia alimentaria, alergia a farmacos,
hipersensibilidad a AINE o psoriasis (Tabla 53). De hecho, el genotipo CT solo
se detectd en el grupo con antecedentes familiares de atopia y en el de
dermatitis de contacto. Ademas, para el caso de la delecibn no se observo la

presencia del alelo T en ningln caso en los pacientes con estos antecedentes.

5.3.2.3. Sensibilizacion a aeroalérgenos y valor de IgE total

En este estudio tampoco se observd asociacion estadistica entre las
mutaciones estudiadas y el valor de IgE total (Tabla 54), ni el nUmero de test
cutdneos positivos en las pruebas de alergia ni con el tipo de aeroalérgeno que
produce la sensibilizacion (Tabla 55) aunque el mas frecuente fue el del grupo de

aeroalérgenos perennes.
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Tabla 53. Frecuencias genotipicas y alélicas de R501X en funcién de los antecedentes
familiares y personales.

R50 R50
CcC CT TT p C T p
Control 100 0,980 | 0,020 | 0,000 0,990 0,010

Ant.fam.atopia 120 0,983 | 0,017 | 0,000 0,85 0,992 0,008 0,85
D. atépica 15 1,000 | 0,000 | 0,000 0,58 1,000 0,000 0,58

D. contacto 73 0,986 | 0,014 | 0,000 0,75 0,993 0,007 0,75
A. alimentaria 32 1,000 | 0,000 | 0,000 0,42 1,000 0,000 0,42
A. farmacos 58 1,000 | 0,000 | 0,000 0,28 1,000 0,000 0,28
Hipersens.AINE 34 1,000 | 0,000 | 0,000 0,41 1,000 0,000 0,41
Psoriasis 4 1,000 | 0,000 | 0,000 0,77 1,000 0,000 0,78

Tabla 54. Media de IgE total segun el genotipo de las mutaciones en los distintos grupos
de pacientes.

R501X 2282del4

Media por
genotipo CcC CT p NN ND p
IgE total . . + .

(Ul/ml) 188,4+383,9 | 271,5+456,6 0,60 190,5+385,3 12,6+6,9 0,51

Tabla 55. Frecuencias genotipicas y alélicas de las mutaciones estudiadas en relacion
con el tipo de aeroalérgeno.

R50 R50
CcC CT T p C T p
Control 100 | 0,980 | 0,020 0,000 0,990 0,010
Ag.estacion 32 | 0,969 | 0,031 0,000 0,71 0,984 0,016 0,71
Ag.perenn 23 | 0,957 | 0,043 0,000 0,51 | 0,978 0,022 0,51
Ag.estyper | 95 | 0,989 | 0,011 0,000 0,59 | 0,995 0,005 0,59
£ e da genotip a e S d ale a
820el4 82del4
NN ND NN ND
Control 100 | 0,990 | 0,010 0,995 0,005
Ag.estacion 32 | 1,000 | 0,000 | Ag.estacion 32 1,000 0,000 | Ag.estacion
Ag.perenn 23 | 1,000 | 0,000 | Ag.perenn 23 1,000 0,000 Ag.perenn
Ag.estyper | 95 | 1,000 | 0,000 | A.esty per 95 1,000 0,000 A.est y per
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5.3.2.4. Patologia nasosinusal

Tampoco se encontré asociacion entre la presencia de las mutaciones y
los antecedentes personales de rinitis, anosmia, poliposis nasal y rinosinusitis
cronica (Tabla 56 y Tabla 57).

Tabla 56. Frecuencias genotipicas y alélicas de R501X en relacién con los
antecedentes personales de rinitis, anosmia, poliposis nhasal y rinosinusitis cronica.

€ C d JenotipiCa C c d adl€ a

R50 RS0
CcC CT 1T p C T p
Control 100 0,980 | 0,020 | 0,000 0,990 0,010
Rinitis 261 0,989 | 0,011 | 0,000 0,54 0,994 0,006 0,54
Anosmia 37 1,000 | 0,000 | 0,000 0,39 1,000 0,000 0,39
Poliposis 51 1,000 | 0,000 | 0,000 0,31 1,000 0,000 0,31
Rinosinusitis 78 0,987 | 0,013 | 0,000 0,71 0,994 0,006 0,71

Tabla 57. Frecuencias genotipicas y alélicas de 2282del4 en relacion con los
antecedentes personales de rinitis, anosmia, poliposis nasal y rinosinusitis cronica.

82del4 82del4

NN ND DD p N D p

Control 100 | 0,990 | 0,010 [ 0,000 0,995 0,005
Rinitis 261 | 0,996 | 0,004 | 0,000 | 0,48 0,998 0,002 0,48
Anosmia 37 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 0,54 1,000 0,000 0,54
Poliposis 51 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 0,47 1,000 0,000 0,47
Rinosinusitis | 78 | 0,987 | 0,013 | 0,000 | 0,86 0,994 0,006 0,86

Tampoco se han encontrado diferencias estadisticamente significativas
entre la intensidad de la rinitis alérgica determinada segun criterios de la guia
ARIA modificada y las mutaciones estudiadas (Tabla 58). Ni entre la intensidad
de la rinosinusitis cronica medida segun criterios de la guia EPOS vy las

mutaciones estudiadas (Tabla 58).
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Tabla 58. Asociacion estadistica entre la intensidad segun las guias ARIAy EPOS y las
mutaciones estudiadas.

R501X 2282del4

Intensidad guia p 0,27 -
ARIA modificada

% por genotipo CC CT TT NN ND DD
imermitLeen‘;g 71% | 0,7% | 0,0% | 7.8% | 0,0% | 0,0%
Leve
sersistonto | 113% | 0.0% | 0,0% | 11,3% | 0,0% | 0,0%
mt'\g‘r):qireanot'g 85% | 0,0% | 0,0% | 85% | 0,0% | 0,0%
p'\é'ros?setgft': 70,2% | 0,7% | 0,0% | 70,9% | 0,0% | 0,0%
imermﬁg’;‘{g 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0%
persift;?]‘g 14% | 00% | 00% | 1,4% | 0,0% | 0,0%
Intensidad guia
EPOS D 0,77 0,77
% por genotipo CcC CT TT NN ND DD
Leve | 23,1% | 0,0% | 0,0% | 23,1% | 0,0% | 0,0%
Moderada | 66,7% | 1,3% | 0,0% | 66,7% | 1,3% | 0,0%
Grave | 9,0% | 0,0% | 0,0% | 9.0% | 0,0% | 0,0%

5.3.2.5. Caracteristicas del asma

En relacion con la presencia de asma tampoco se identific6 asociacion
con las mutaciones estudiadas, ni siquiera cuando se realizd el analisis por
fenotipo atopico e intrinseco. (Tabla 59 y Tabla 60). Tampoco existieron
diferencias significativas con los pacientes que presentaban asma empeorada en

el puesto de trabajo o asma ocupacional (Tabla 59 y Tabla 60).

Al analizar los valores de la espirometria forzada y del 6xido nitrico
exhalado tampoco se encontraron diferencias significativas con las mutaciones
estudiadas (Tabla 61).
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Tabla 59. Frecuencias genotipicas y alélicas de R501X en funcién de la presencia de
asma, fenotipo de asma, asma empeorada en el puesto de trabajo y asma ocupacional.

R50 R50

CcC CT TT p C T p
Control 100 | 0,980 | 0,020 | 0,000 0,990 0,010
Asma 300 | 0,987 | 0,013 | 0,000 | 0,63 0,993 0,007 0,64
atéASiL“aavs 150 | 0,980 | 0,020 | 0,000 | 4 0,990 0,010 0.3
atop 150 | 0,993 | 0,007 | 0,000 ' 0,997 0,003 '
intrinseca
Asma
empeorada 18 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 0,54 1,000 0,000 0,55
en el trabajo
Asma 3 1,000 | 0,000 | 0,000 | 0,80 1,000 0,000 0,81
ocupacional

Tabla 60. Frecuencias genotipicas y alélicas de 2282del4 en funcion de la presencia de
asma, fenotipo de asma, asma empeorada en el puesto de trabajo y asma ocupacional.

32d0el4 82del4

NN ND DD p N D p
Control 100 0,990 | 0,010 | 0,000 0,995 0,005
Asma 300 0,997 | 0,003 | 0,000 0,41 0,998 0,002 0,41
Asma
L 150 1,000 | 0,000 | 0,000 1,000 0,000
atopicavs ’ ’ ’ 0,32 ’ ’ 0,32
intrinseca 150 0,993 | 0,007 | 0,000 0,997 0,003
Asma
empeorada 18 0,944 | 0,056 | 0,000 0,17 0,972 0,028 0,17
en el trabajo
Asma 3 1,000 | 0,000 | 0,000 | 0,86 1,000 0,000 0,86
ocupacional

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre la
gravedad del asma que padecen los pacientes ni el escalén de tratamiento
segun la guia GINA con las mutaciones estudiadas (Tabla 62). Tampoco
existeron diferencias significativas entre el control del asma medido mediante el
cuestionario ACT, ni con la calidad de vida medida con el cuestionario miniAQLQ

global o estudiando cada una de sus dimensiones (Tabla 63).
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Tabla 61. Asociacion estadistica entre los valores de la espirometria y 6xido nitrico
exhalado con las mutaciones estudiadas.

R501X 2282del4

Media por
genotipo cc cr P N " i
F(;jg 97,4+159 | 852+19,1 | 013 | 973%160 | 8820 0,57
FEV1
o 932+17,4 | 789+21,6 | 010 | 931+175 | 7840 0,40
FEVI/FVC | 747+84 | 71,8+170 | 0,76 747+86 | 684%0 0,46
Mejoria
enPB (%) | 12892 | 122%67 | 090 | 1281292 | 127+0 | 0,99
'?oi)F 952+20,6 | 79,5+243 0,13 | 9502+20,7 | 97,70 0,90
M('}J’/EF 635+258 | 561214 | 057 | 635%157 | 345:0 | 026
fsyb()) 32,5+£30,9 | 225+1272 0,52 32,4 +30,7 500 0,37

Tabla 62. Asociacion estadistica entre la gravedad del asma y el escalén de tratamiento
segun la guia GINA con las mutaciones estudiadas.

R501X 2282del4

Gravedad segun la
guia GINA P 0,82 0,90
% por genotipo cC CT TT NN ND DD
Intermitente | 2,7% | 0,0% | 0,0% | 2,7% | 0,0% | 0,0%
Pers'StLe;\fg 8,7% | 0,3% | 0,0% | 9.0% | 0,0% | 0,0%
Moderada | g1 0o | 079 | 0,0% | 81,3% | 0,3% | 0,0%
perS|stente
Grave | ga00 1 030% | 00% | 6,7% | 0,0% | 0,0%
perS|stente
Escalo.n de ) D 077 072
tratamiento segun la
guia GINA % por genotipo CC CT 1T NN ND DD

Escalon1 | 3,3% | 0,0% | 0,0% | 3,3% | 0,0% | 0,0%

Escalon2 | 8,7% | 0,3% | 0,0% | 9,0% | 0,0% | 0,0%

Escalén 3 | 56,3% | 0,3% | 0,0% | 56,3% | 0,3% | 0,0%

Escalon 4 | 28,0% | 0,7% | 0,0% | 28,7% | 0,0% | 0,0%

Escalon5 | 3,3% | 0,0% | 0,0% | 3,3% | 0,0% | 0,0%
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Tabla 63. Asociacion estadistica entre el control de asma mediante el cuestionario ACT
y la calidad de vida mediante el cuestionario miniAQLQ con las mutaciones estudiadas.

R501X 2282del4

Media por
genotipo CC CT p NN ND p
ACT 215+44 | 232+1,3 0.44 216+44 | 250+0 0,43
miniAQLQ 61+08 | 62+03 | 077 61+08 | 670 0,50
global
miniAQLQ
dominios
Sintomas | 6,0+1,2 | 58+0,7 0,80 6,0+1,2 6,840 0,49
Ambiente | 54+13 | 58+1,0 0,54 54+1,3 6,0+ 0 0,67
Emociones | 6,3+1,2 | 66+0,8 0,76 6,3+1,2 6,7+0 0,77
Actividades | 6,6+0,7 | 6,8+0,2 0,55 6,6 +0,7 70+0 0,58
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6. DISCUSION

6.1. Caracteristicas de la muestra estudiada

Hemos incluido en el estudio dos grupos de pacientes asmaticos con
fenotipo bien diferenciado y que presentaban caracteristicas muy diferentes. El
método de seleccion aleatoria, con la eleccion de pacientes consecutivos
(pacientes que acudian a revision a la consulta, cumplian los criterios de
inclusion y que aceptaban participar en el estudio) hace que las caracteristicas
de nuestra muestra sean un reflejo bastante fiel de los pacientes asmaticos que

son seguidos en un servicio de alergia espafiol.

Edad y sexo

En nuestro estudio se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los dos grupos al analizar la edad, siendo ésta mayor en el
Grupo Intrinseco (56,9 + 15,8 afios), que en el Grupo Atépico (36,2 + 13,2 afos).
También existieron diferencias estadisticamente significativas con el Grupo
Control (52,1 £ 17,5).

Con respecto al sexo se han encontrado diferencias significativas entre el
Grupo Atépico (53,3% varones) y Grupo Intrinseco (32% varones). La proporcion
de varones de ambos grupos es 42,7%, sin existir diferencias significativas con
el Grupo Control (34%).

Estas cifras contrastan con las obtenidas en el estudio clinico-
epidemioldgico Alergoldgica-2005 (341, 342) llevado a cabo en Espafia, en el
gue la media de edad de los pacientes asmaticos fue 26,97 + 16,66 afios (con un
rango de 1 a 86 afos), pero no con el sexo, cuya proporcion fue de 44,6%
varones (47,4% en asma alérgica y 34,6% en intrinseca). Estas diferencias de
edad media con el estudio Alergologica se deben casi con total seguridad a la
imposibilidad de incluir pacientes menores de edad en nuestro estudio por
requerimiento expreso del Comité de Etica del I.A.C.S., que aprob0 la realizacion
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del mismo y a la metodologia de seleccién de pacientes en el Grupo Control (en
general, pacientes que acudian a consulta de alergia para estudio de
medicamentos). En Alergologica-2005 (341) también se encontraron diferencias
estadisticamente significativas al analizar los pacientes que acudian para estudio
de alergia a medicamentos (41,4 + 19,4 afos frente a 32,11 + 18,4 de la muestra

general).

Estas diferencias significativas en la edad (mayor en el Grupo Intrinseco)
y de sexo (menor proporcion de varones en el Grupo Intrinseco) se encuentran

también en otros estudios (343-346).

Antecedentes familiares y personales

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas al analizar los
antecedentes familiares de atopia (49,3% en el Grupo Atopico y 30,7% en el
Grupo Intrinseco, siendo del 40% en ambos grupos). En el estudio Alergoldgica-
2005 (341, 342) los pacientes asmaticos referian antecedentes familiares en
42,2% de asma, 36,3% de rinitis, 14,4% de conjuntivitis y 6,7% de dermatitis
atopica. No diferenciaron entre atdpicos y no atépicos.

Se encontraron diferencias significativas entre grupos al estudiar los
antecedentes personales de dermatitis atopica (5% de ambos grupos, 9,3% en
el Grupo Atépico y 0,7% en el Grupo Intrinseco), alergia alimentaria (10,7% en
ambos grupos, 18,7% en el Grupo Atopico y 2,7% del Grupo Intrinseco) y de
alergia a farmacos (19,3% de ambos grupos, 12,7% en el Grupo Atdpico y 26%
en el Grupo Intrinseco). En el estudio Alergolégica-2005 (341, 342) los pacientes
asmaticos referian antecedentes personales de dermatitis atépica en el 12,5% y

de alergia alimentos en el 4%.

En cuanto a la hipersensibilidad a AINE existian diferencias
significativas entre los grupos de nuestro estudio (11,3% del total de pacientes,
4% del Grupo Atopico y 18,7% del Grupo Intrinseco). En el estudio Alergologica-
2005 (341, 342) un 1,3% de Ilos pacientes asmaticos presentaba
hipersensibilidad a AINE, encontrando diferencias estadisticamente significativas

entre los pacientes con asma alérgica (0,4%) y los de asma intrinseca (5,6%).
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Los estudios de prevalencia de la intolerancia a AINE en pacientes
asmaticos muestran resultados bastante discordantes. Estas diferencias son
muy probablemente debidas a dos causas: la primera esta relacionada con el
método de seleccion de la muestra estudiada ya que los resultados pueden
depender, por ejemplo, de que se estudie una poblacion asmatica general o
asmaticos graves asistidos en un hospital; en segundo lugar, los nimeros varian
dependiendo del método utilizado para realizar el diagndstico. Si el diagnéstico
se establece por criterios clinicos, el porcentaje de enfermos diagnosticados del
sindrome, sera inferior al obtenido cuando el diagndstico se realiza mediante una
prueba de provocacion. Giraldo y cols. (347) aplicando criterios clinicos,
detectaron hipersensibilidad a AINE en el 3% de los asméticos. En otro estudio,
McDonald y cols. (348) estimaron la prevalencia del fenébmeno en un 10-16% de
los asmaticos. Chafee y Settipane (349), en un estudio realizado en pacientes
gue acudian a una consulta de alergia, hallaron que un 4,3% de sus asmaticos
presentaban hipersensibilidad a AINE cuando el diagnostico se establecia
mediante criterios clinicos, aumentando esta prevalencia al 6,8% cuando se
empleaba la provocacion oral. En un estudio prospectivo, estos mismos autores
hallaron una prevalencia del 3,8% (350). Castillo y Picado (351) estudiaron la
prevalencia de hipersensibilidad a AINE en asmaticos ingresados en el hospital y
en pacientes procedentes de la consulta externa y hallaron una prevalencia del
16% por criterios clinicos y del 19% cuando se usaba la prueba de provocacion
oral. La sensibilidad de la historia clinica para el diagnéstico fue del 71% vy la
especificidad del 97%. La prevalencia era mayor en el subgrupo de pacientes
ingresados que en los visitados en la consulta externa (30% frente a 7,9%).
Estudios realizados recientemente en la poblacion general han mostrado
prevalencias de asma con hipersensibilidad a AINE del 4,3% en Polonia (352),
del 8,8% en Finlandia (353) y del 10% en Australia (354).

En nuestro estudio no se han encontrado diferencias estadisticamente
significativas entre grupos al analizar antecedentes personales de dermatitis de

contacto, psoriasis o ictiosis vulgar.
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Sensibilizacion a aeroalérgenos vy valor de IgE total

El resultado de las pruebas cutaneas de alergia en el Grupo Atdpico
mostraba que el 21,3% de los pacientes estaban sensibilizados exclusivamente
a aeroalérgenos estacionales (pélenes), 15,3% para aeroalérgenos perennes
(acaros, hongos y epitelios) y que el 65,3% estaban sensibilizados a
aeroalérgenos estacionales y perennes. En el estudio Alergoldgica-2005 (341,
342) los pacientes estaban sensibilizados a nivel global de toda Espafia en un
43,8% a polenes, un 41,4% a 4caros, un 19,6% a epitelios y un 8,4% a hongos,
pero si analizamos los datos referentes la Comunidad Autbnoma de Aragén la
proporcion se asemeja mas a la de nuestro estudio (28,6-60,7% estaban
sensibilizados a los diferentes podlenes, 3,6-7,1% a acaros 17,9% a epitelios y

10,7% a hongos ambientales).

En cuanto al valor de IgE total sérica existieron diferencias
estadisticamente significativas entre los 3 grupos, siendo mayor en el Grupo
Atépico (379,8 = 535,8 IU/ml) que en el Grupo Intrinseco (68,6 + 117,7 IU/ml) y
en el Grupo Control (86,0 + 235,2 IU/ml). También existieron diferencias
significativas entre el valor medio global de los pacientes asmaticos (224,2 +
417,4 IU/ml) y los controles. Estos datos concuerdan con los observados en
multitud de estudios dado que la atopia es, probablemente, el principal
determinante de los niveles de IgE sérica total en las poblaciones de los paises
desarrolados (355).

Patologia nasosinusal

Los pacientes asmaticos presentaban rinitis en un 87% a nivel global,
existiendo diferencias significativas entre ambos grupos (siendo del 94% en el

Grupo Atoépico y del 80% en el Grupo Intrinseco).

Estas cifras contrastan con las obtenidas en el estudio Alergologica-2005
(341, 342), siendo en este estudio solo el 36,7% (39,5% en los asmaticos
alérgicos y 29,9% en los intrinsecos), hecho que llamé la atencion a los propios
autores, dado que otros estudios epidemiolégicos previos cifran la frecuencia de

esta asociacion en torno a un 70-90% (356-358). Estas diferencias pueden tener
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su explicacion en determinados sesgos de los estudios y, sobre todo, en el
meétodo utilizado para el diagnéstico de la rinitis y del asma. A este respecto, los
alergblogos participantes en el estudio Alergolégica-2005 (341, 342) pudieron
seguir unos criterios mas restrictivos a la hora de diagnosticar la rinitis, hecho
gue se argumenta porque en el propio estudio Alergolégica-2005 se puede
apreciar que el 67,2% de los pacientes diagnosticados de asma habian acudido

al especialista con sintomas nasales en los motivos de consulta.

Un 17% de los asméticos habian sido diagnosticados previamente de
poliposis nasal, encontrando diferencias significativas entre los dos grupos (6%
en el Grupo Atépico y 28% en el Grupo Intrinseco). Al analizar la presencia de
anosmia también existieron diferencias significativas entre los grupos (12,3% a

nivel global, con 8% en el Grupo Atoépico y 16,7% en el Grupo Intrinseco).

En el estudio Alergolégica-2005 (341, 342) se observd una presencia
menor de poliposis nasal, siendo ésta 2,7% (0,9% en los asmaticos alérgicos y
10,8% en los intrinsecos). En el Documento POLINA de Consenso sobre
Poliposis Nasal de la Sociedad Espafiola de Alergia e Inmunologia Clinica y de
la Sociedad Espafiola de Otorrinolaringologia (359) se refiere que las cifras de
prevalencia en poblacion general oscilan entre un 0,2% y un 5,6% dependiendo
de si el diagnostico se realiza mediante un cuestionario o mediante endoscopia
nasal, pero pudiendo llegar a 26-32% si el estudio se realiza de forma
sisteméatica en autopsias. Ademas refieren que esta incidencia estd modificada
por factores asociados como tabaquismo, alergia, asma, hipersensibilidad a
AINE o factores genético-hereditarios.

Recientemente se ha llevado cabo un estudio multicéntrico en Espafia en
67 unidades de alergia (360). De los 671 pacientes con poliposis nasal incluidos
un 66% presentaban asma y un 26% hipersensibilidad a AINE. Se observé una
mayor gravedad de la rinitis en pacientes intrinsecos y una mayor gravedad del

asma en pacientes alérgicos.

En un estudio realizado por Ceylan y cols. (361) en 342 pacientes
asmaticos, los investigadores observaron que el 9% padecia poliposis nasal y
gue la presencia de esta patologia se asociaba con una mayor gravedad del

asma. Estos mismos autores manifiestan que estos datos concuerdan con los
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obtenidos en otros estudios que cifran la presencia de poliposis nasal en
pacientes asmaticos en un 4 al 32% (cifra que aumenta al 48-95% en pacientes

asmaticos con hipersensibilidad a AINE).

Asimismo los pacientes que presentan poliposis nasal presentan una
mayor prevalencia de asma (21-48,9%) e hiperreactividad bronquial (20-35%)

segun diversos estudios (359).

Caracteristicas del asma

Existieron diferencias estadisticamente significativas en todos los valores
medios de la espirometria entre el Grupo Atépico y el Grupo Intrinseco, salvo
en el porcentaje de mejoria del FEV1 en la prueba broncodilatadora. Estos
valores fueron menores en el Grupo Intrinseco que en el Grupo Atépico (como
por ejemplo el FVC que fue 93,6 = 17,9 frente a 100,9 = 13,0), indicando un

mayor deterioro funcional del asma en los pacientes con asma intrinseca.

Asimismo también se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos en cuanto a la gravedad del asma segun la
guia GINA (los pacientes del Grupo Atépico presentan una gravedad menor) y
en el escalén de tratamiento que requieren los pacientes segun la misma guia

(los pacientes del Grupo Atopico requieren escalones mas bajos de tratamiento).

De forma clasica, se ha comentado la mayor gravedad del asma
intrinseca frente a la alérgica y su peor pronostico, pero este tema es
controvertido en la bibliografia. Unger (362) ya en 1936 analizé un grupo de 147
pacientes con asma alérgica y 60 con asma intrinseca y observo que el 29% de
los pacientes alérgicos habia estado asintomatico durante al menos 1 afio, en
comparaciéon con un 5% de los pacientes con asma intrinseca. Pearson (363) y
Ogilvie (364) describieron que los pacientes con asma alérgica presentaban
menor gravedad del asma que los intrinsecos. Ulrik y cols. (344) siguieron una
cohorte de pacientes asmaticos durante 10 aflos y encontraron un descenso
mayor en la funcion pulmonar en el Grupo Intrinseco. Romanet-Manent y cols.
(343), en su estudio que incluia 122 pacientes con asma alérgica y 43 con asma

intrinseca, hallaron un menor FEV1 en los asmaticos intrinsecos, asi como una
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mayor puntuacién en un cuestionario de gravedad elaborado de forma especifica
para dicho estudio. En el estudio Alergoldgica-2005 (341, 342) también se
objetivd que los pacientes con asma alérgica presentaban una menor gravedad

de la enfermedad con respecto a los intrinsecos.

Por el contrario, Rackemann y Edwards (365), en 1952, volvieron a
evaluar a 688 pacientes con asma después de 20 afios y encontraron que una
mayor proporcion de pacientes con asma intrinseca no presentaba en ese
momento asma (62% frente a 24% de los alérgicos). Inouye y cols. (346)
compararon la gravedad del asma entre los asmaticos con pruebas cutaneas
positivas y negativas y no encontraron diferencias significativas entre los dos
grupos. Cline y cols. (366) tampoco encontraron diferencias significativas en el
FEV1 o en la gravedad del asma entre asmaticos con pruebas cutaneas
positivas y negativas. Palmer y Kelman (345) no encontraron diferencias
significativas en los parametros fundamentales de la espirometria (aunque si en
el Volumen Residual [RV o0 VR] y en su cociente con la capacidad pulmonar total

[RV/TLC]) al analizar 292 asméticos alérgicos y 63 intrinsecos.

Curiosamente, en nuestro estudio, a pesar de haber encontrado
diferencias significativas en la gravedad del asma determinada segun la guia
GINA, al analizar el control del asma y la calidad de vida de los pacientes, no
se han encontrado diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos en el cuestionario de control de asma ACT ni en el cuestionario de
calidad de vida miniAQLQ.

Al analizar el grado de inflamacion bronquial mediante la fraccién
exhalada de 6xido nitrico (FeNO) se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos, siendo los valores mas elevados en el Grupo
Atopico (38,0 £ 35,3 ppb frente a 26,6 + 24,2 ppb del Grupo Intrinseco).

Este hecho concuerda con otros estudios llevados a cabo por Gratziou y
cols. (367), Adisesh y cols. (368) y Silvestri y cols. (369) en los que objetivan
también un valor mayor de 6xido nitrico exhalado en los pacientes con asma
alérgica frente a los que presentan asma intrinseca, aunque algunos autores lo

achacan directamente a la atopia (370).
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En nuestro estudio, un 6% de los pacientes presentaba asma que
empeoraba en el puesto de trabajo, sin diferencias significativas entre los dos
grupos (5,3% en el Grupo Atépico y un 6,7% en el Grupo Intrinseco). Un 2% de
los pacientes del Grupo Atdpico fueron diagnosticados de asma ocupacional.

En el estudio Alergolégica-2005 (341, 342) se observd un porcentaje
similar de pacientes con asma ocupacional (1,2% del total). Esta cifra contrasta
con los datos publicados por otros estudios, que indican que alrededor del 10-
15% de los casos de asma tiene un origen laboral (371), y también con los datos
del ECRHS, que muestran que el porcentaje de casos de asma en adultos
jovenes debida al trabajo oscila entre el 5% y el 10% (372). En el subgrupo de
pacientes espafioles del mismo estudio, el riesgo de asma atribuible a exposicion
laboral era del 5% al 6,7% (373). No obstante, hay que tener en cuenta que en
los estudios epidemiolégicos realizados en la poblacion general no se diferencia
el asma inducida por la exposicién laboral (asma ocupacional propiamente) del
asma empeorada en el puesto de trabajo, con lo que ambas entidades se
engloban bajo el término mas amplio de “asma relacionada con el trabajo”. Los
casos de asma ocupacional descritos en nuestro estudio (y probablemente
también los aportados por los alergdlogos del estudio Alergolégica-2005)

corresponden a pacientes con asma ocupacional bien demostrada.

Asociaciones estadisticas entre todas las variables

Hemos encontrado una serie de asociaciones estadisticas obtenidas del
analisis bivariante de todas las variables del estudio que al ser asociaciones
ampliamente aceptadas por multiples trabajos corroboran la validez de nuestra

muestra.

Como se ha comunicado previamente (374) se han encontrado diferencias
significativas entre el sexo y la dermatitis de contacto en ambos grupos,

siendo mas frecuente en las mujeres (28,6% frente al 3,1% de los hombres).

La edad y los valores de la espirometria presentaban un coeficiente de
correlacién de signo negativo (mayores valores de edad se correlacionaban con

menores valores de espirometria), sugiriendo el deterioro de la funcion pulmonar
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gue ocurre con los afios. Del mismo modo el coeficiente entre la edad y el 6xido

nitrico exhalado también presentaba signo negativo.

Concuerda con estudios previos (375) que los antecedentes familiares
de atopia se asociasen con los antecedentes personales de dermatitis
atépica, dermatitis de contacto, alergia alimentaria, rinitis y con valores

superiores de IgE total.

También existieron diferencias estadisticamente significativas entre
padecer o haber padecido dermatitis atopica y los antecedentes familiares de
atopia, los antecedentes personales de dermatitis de contacto, alergia
alimentaria o rinitis, menor edad y mayores valores de IgE total, al igual que

se ha descrito en otras ocasiones (375).

Los antecedentes personales de alergia alimentaria se asociaron en
nuestro estudio a los antecedentes familiares de atopia y los antecedentes
personales de rinitis y dermatitis atépica, con menor edad y con mayores
valores de IgE total, hecho que concuerda con lo referido en la bibliografia
(375). La alergia a farmacos presentaba una asociacion estadistica con mayor
edad y con la rinitis, anosmia, poliposis nasal y rinosinusitis (probablemente

debido a la asociacion de la hipersensibilidad a AINE con estas variables).

La presencia de rinitis se asocié con los antecedentes familiares de
atopia, antecedentes personales de dermatitis atOpica, dermatitis de
contacto, alergia alimentaria e hipersensibilidad a AINE y con valores
mayores de o6xido nitrico exhalado (34,4 ppb de media frente a 18,6 ppb) y de
IgE total.

La gravedad del asma segun la guia GINA estuvo, légicamente,
asociada con el escalén de tratamiento segun la misma guia, mayor edad,
peor funcion pulmonar y peores puntuaciones en los cuestionarios
miniAQLQ y ACT.

El cuestionario miniAQLQ para evaluar la calidad de vida en pacientes
asmaticos se correlacion6 de forma directamente proporcional con los valores de
FEV1, PEF y puntuacion del cuestionario ACT y de forma inversamente

proporcional con los valores de 6xido nitrico exhalado. Los pacientes que
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presentaban asma ocupacional o asma empeorada en el trabajo presentaban

valores significativamente menores en este cuestionario.

El cuestionario ACT para evaluar el control del asma se correlacion6 de
forma directamente proporcional con los valores de FEV1, FEV1/FVC, PEF,
MMEF y puntuacion del cuestionario miniAQLQ y de forma inversamente

proporcional con los valores de 6xido nitrico exhalado.

Otras asociaciones estadisticas encontradas y que no son corroboradas
por otros trabajos deben ser tenidas en cuenta con cautela debido a que este

estudio no ha sido disefiado para valorar la asociacién entre todas sus variables.

6.2. Estudio genético

Las mutaciones del gen de la filagrina han demostrado tener gran
importancia en la ictiosis vulgar (290) y en la dermatitis atopica (291, 293-311),
pero no esta clara su relacién con el asma (291, 295-297, 300, 303, 305-308,
310-312, 314-320). Existe una gran controversia sobre la posible asociacion con
el asma y no esta claro si la asociacion detectada en algunos estudios se debe a
la propia presencia de asma o a a la influencia del eczema o dermatitis atépica

en los sujetos que tienen asma asociado a estas enfermedades dermatoldgicas.

Nuestro estudio ha sido elaborado desde el primer momento para evaluar
la influencia de estas mutaciones del gen de la filagrina en el asma y la posible

importancia de la atopia en dicha asociacion.

En este estudio hemos identificado por primera vez polimorfismos que no
habian sido descritos previamente en el gen de la filagrina. Resulta muy
interesante destacar que uno de los polimorfismos identificados en este trabajo,
gue no ha sido previamente analizado en ningun otro estudio, c.1741A>T,
presenta una asociacion con el asma intrinseca, en concreto con los grados mas
graves del asma. De hecho, los pacientes portadores del alelo T presentaron
valores de la espirometria FVC, FEV1 y PEF significativamente menores vy el

escalon de tratamiento requerido fue superior.
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No podemos comparar esta situacion en otras poblaciones ya que somos
los primeros en describir esta asociacion. Sin embargo merece destacar que se
han aplicado los oportunos controles del estudio estadistico, descartando la
probabilidad de sesgo debida a covariantes como la edad y el sexo y que el
poder estadistico para este tamafio muestral fue superior al 75% llegando en el
caso del PEF y de FEV1 casi al 100%.

Ademas, es importante mencionar que todos los pacientes portadores del
alelo mutado presentaron un escalén superior al 3 de tratamiento con una
probabilidad de emitir un resultado positivo falso (FPRP) casi nula. Sin embargo,
no en todos los casos el FPRP fue bajo, lo que junto a la escasa frecuencia
alélica detectada en nuestra muestra nos hace considerar la necesidad de otros
estudios en poblaciones mas amplias para confirmar su implicacion como

biomarcador.

Este SNP genera una modificacion en el aminoacido codificado pasando
de treonina a serina. Esta modificacion se localiza en un motivo de miristoilacion
de la proteina. La miristoilacion de proteinas tiene lugar cuando se produce la
transferencia de un grupo miristoilo al grupo amino de la glicina de una
secuencia proteica especifica, utilizando como sustrato Myr-CoA. Se asume que
la miristoilacion es un proceso irreversible y que ocurre co-traduccionalmente. De
hecho la miristoilacion de proteinas aumenta su hidrofobicidad por lo podria

tener repercusion funcional.

Se han identificado otros 9 polimorfismos; cuatro de ellos ¢.1594C>T,
€.1607T>A, c.1676A>G y c.1747C>A se describen por primera vez en este
estudio. Si bien no se han identificado asociaciones clinicas, quiza debido a la

baja frecuencia de aparicion al menos en nuestra poblacion.

Por lo que respecta a las mutaciones estudiadas en nuestro trabajo
(R501X y 2282deld) no se han identificado asociadas a ninguna de las

caracteristicas clinico-biologicas de los pacientes.

Estas mutaciones fueron las primeras descritas en el gen de la filagrina
por Smith y cols. (290) asociadas a la ictiosis vulgar, que es un una enfermedad

dermatolégica caracterizada por la alteracion en la queratinizacion provocada por
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un descenso o ausencia de la expresion de la filagrina en la piel. Esta proteina
es clave para la diferenciacion de la epidermis y la formacion del estrato corneo.
Este estrato constituye la capa mas externa de la piel, que previene de la pérdida
de agua por la epidermis e impide la entrada de alérgenos, sustancias quimicas
toxicas y gérmenes (272). Estas mutaciones, funcionalmente, se consideran
alelos nulos al dar lugar a un fragmento N-terminal enormemente truncado de la
preproteina profilagrina, lo que provoca una pérdida de produccion de filagrina
en la piel. Su herencia es semidominante, es decir, el gen dominante no domina
totalmente sobre el gen recesivo y, por ello, en el fenotipo de los individuos
heterocigotos se observan efectos del gen recesivo, el cual queda parcialmente
enmascarado. Como resultado, los heterocigotos para alguna de las mutaciones
no tienen ningun fenotipo discernible o tienen ictiosis leve, mientras que los
homocigotos mutados y los heterocigotos compuestos (heterocigotos para las
dos mutaciones) tienen una marcada ictiosis con un defecto histologico evidente

de la barrera cutéanea (290).

Posteriormente, estas dos mutaciones se asociaron con la dermatitis
atopica por diversos autores. El primero de ellos fue el de Palmer y cols. (291),
pero han sido muchos los que posteriormente han encontrado una asociacion

entre la presencia de estas mutaciones y la dermatitis atopica (293-311).

Se han identificado mas de 20 mutaciones distintas de la filagrina (292)
gue provocan una alteracion de su expresion cutanea, pero R501X y 2282del4
han sido las mas estudiadas y, en muchas ocasiones, son las Unicas analizadas

en trabajos actuales.

Frecuencias alélicas y genotipicas en nuestra poblacion

La poblacion incluida en nuestro estudio no mostraba diferencias
estadisticamente significativas entre los controles y los pacientes en relacion con
la edad ni con el sexo para evitar un posible sesgo determinado por dichas

variables.

No se encontrd ningun paciente varon portador de la delecion 2282del4,

probablemente debido a la baja frecuencia encontrada en nuestra poblacion.
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El analisis de la mutacion R501X ha permitido identificar el alelo T
exclusivamente en heterocigosis. No se encontré ningun paciente homocigoto
para esta mutacion. La frecuencia alélica detectada en nuestra poblacion fue
inferior a la obtenida en estudios poblacionales europeos (291) tanto
irlandeses/escoceses y franceses como en norteamericanos con origen europeo.
En estudios poblacionales no europeos, no se encuentra esta mutacion en

norteafricanos, chinos, japoneses o indios (291).

Del mismo modo, la delecion 2282del4 se identific6 también solo en
heterocigosis, con una frecuencia también inferior a la obtenida en los mismos
estudios poblacionales europeos (291). En los estudios de asociacion de
poblacién no caucésica (291) tampoco se ha encontrado esta mutacion, excepto

con escasa incidencia en la poblacion india.

Merece la pena destacar que en nuestra poblacion no se identificd ningun
caso heterocigoto compuesto (heterocigoto para las dos mutaciones), por lo que
en los resultados hemos analizado también el grupo de pacientes portadores de

al menos una de las dos mutaciones.

La menor frecuencia poblacional observada de las mutaciones R501X y
2282del del gen FLG en nuestra poblacion, podria ser debida a los criterios de
inclusién del estudio, pero también puede indicar que la poblacion espafiola no
se asemeja a otras poblaciones europeas en este aspecto.

Caracteristicas de los sujetos que presentan mutaciones

En el Grupo Control tres personas portaban al menos una mutacion, lo
gue supone una incidencia ligeramente superior en este grupo que en el de
pacientes. Dos de estos individuos resultaron heterocigotos para R501X y uno
para 2282del4. Como se ha comentado, en el grupo de pacientes la frecuencia
del alelo mutado fue inferior, tanto en los pacientes atdépicos como en el Grupo
Intrinseco. En estos pacientes destaca la ausencia de antecedentes personales
de dermatitis atopica, alergia alimentaria, alergia a farmacos, psoriasis o ictiosis

vulgar y la escasez de antecedentes familiares de atopia o dermatitis.
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No se ha encontrado asociacion significativa entre las mutaciones
estudiadas y los antecedentes familiares de atopia o los antecedentes

personales de dermatitis de contacto

Los resultados de los estudios que han tratado de demostrar la asociacion
entre la dermatitis alérgica de contacto y éstas mutaciones no son concluyentes
Yy N0 muestran una asociacion clara (294, 301, 325, 326), salvo en el caso de la
sensibilizacion al niquel, en el que parece haber cierta relacion (301, 326, 327)
aunque los autores creen que la alta prevalencia de sensibilizacion a niquel en la
poblacion general y en la poblacién estudiada puede actuar como factor de

confusioén.

Tampoco se han encontrado asociaciones significativas entre dichas
mutaciones y los antecedentes personales de alergia alimentaria, alergia a
farmacos, hipersensibilidad a AINE o psoriasis. De hecho, no se encontrd
ningun paciente portador de las mutaciones R501X o 2282del4 que presentara
dichos antecedentes. Se han llevado a cabo varios estudios que para evaluar la
asociaciéon con psoriasis en poblacion alemana (322, 323), inglesa (324) e
italiana (309). Ninguno de ellos ha logrado establecer una relacidén entre estas
mutaciones y la presencia de psoriasis (incluyendo en los estudios distintos tipos

de psoriasis) o artritis psoriasica.

En cuanto a la dermatitis atOpica, en nuestro estudio el 5% de los
pacientes asmaticos refirieron presentar o haber presentado dermatitis atépica y

ninguno de ellos era portador de estas mutaciones.

Esto contrasta con los resultados obtenidos en multitud de estudios en los
gue la asociacion de estas mutaciones con la dermatitis atdpica es clara. Se han
encontrado diferencias significativas en poblaciones europeas: irlandesa (291,
293), escocesa (291, 294), danesa (291), alemana (295-301), inglesa (302-307),

francesa (308), italiana (309), sueca (310) y varias poblaciones europeas (311).

En otras poblaciones, como la norteamericana, hay estudios que
encuentran diferencias estadisticamente significativas (312) pero otros no (313),

probablemente debido a la mezcla étnica presente en esa poblacion y a la
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escasa frecuencia alélica de dichas mutaciones de las poblaciones no

caucasicas presentes en dicho pais (norteafricana, china, japonesa e india).

Dado que el diagnostico se ha realizado de forma retrospectiva en sujetos
adultos, puede existir algin sesgo que dificulte la deteccion de todos los
pacientes con antecedentes personales de dermatitis atdpica. Esto es debido
fundamentalmente a que los pacientes adultos presentan una menor prevalencia
de dermatitis atopica y los que la han presentado en la infancia pueden no
acordarse (sesgo de recuerdo) o puede que no hayan sido correctamente
diagnosticados. La prevalencia de la dermatitis atépica en nifios se estima entre
un 10-20% (376), otros autores refieren que entre el primer y segundo afio de
vida es del 9%, del 6% entre los 2 y 3 afios y posteriormente este porcentaje
desciende al 1% en niflos mayores de 6 afos (377) y en adultos entre el 1-3%
(376). No hemos encontrado estudios hasta la fecha realizados en poblacion
espafola que estudien la asociacion de estas mutaciones con la dermatitis

atopica, por lo que no podemos comparar nuestros resultados con otros.

Esta ausencia de asociacion estadistica en los pacientes de nuestro
estudio que presentan dermatitis atopica y las mutaciones estudiadas también
podria sugerir que, en la poblacion espafiola, estas mutaciones no predisponen a
padecer dicha enfermedad.

Asma

Tampoco se encontr6 asociacién estadistica entre las mutaciones
estudiadas y la presencia de asma, ni siquiera cuando se realizé el analisis por
fenotipo atépico o intrinseco. De los 3 pacientes con asma atdpica que eran
portadores de las mutaciones, todos eran heterocigotos para R501X, y de los 2
pacientes con asma intrinseca, uno era heterocigoto para R501X y el otro para
2282del4. Si analizamos los valores de la espirometria forzada y del 6xido
nitrico exhalado tampoco se encuentran diferencias estadisticamente
significativas con las mutaciones estudiadas. Ni se identificé asociacién con la
gravedad del asma que padecen los pacientes y el escalon de tratamiento

segun la guia GINA con las mutaciones estudiadas, ni con el control del asma
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medido mediante el cuestionario ACT, ni con la calidad de vida medida con el

cuestionario miniAQLQ global o estudiando cada una de sus dimensiones.

Tampoco existieron diferencias estadisticamente significativas entre las
mutaciones y el asma empeorada en el puesto de trabajo o con el asma
ocupacional. Ningun paciente portador de dichas mutaciones presentaba asma

ocupacional y solamente uno presentd asma empeorada en el trabajo.

En la bibliografia varios de los trabajos disefiados para el estudio de la
relacion entre la dermatitis atopica y las mutaciones del gen de la filagrina
incluian sujetos que habian sido diagnosticados de asma. Muchos de ellos, a
pesar de haber sido disefiados con otro objetivo, llegaron a las primeras
conclusiones sobre la asociacion del asma y dichas mutaciones. Si se
analizaban sujetos que presentaban eczema, muchos de ellos encontraban una
asociacion estadistica entre el asma y las mutaciones (291, 295, 296, 300, 303,
306, 307, 310), pero en algunos, al analizar los sujetos sin dermatitis, esta
asociacion desaparecia (291, 306, 307). Solamente Marenholz y cols. (311)
encontraron diferencias significativas con el asma, independientemente de la
presencia de dermatitis atdépica asociada. Varios estudios (291, 305, 308) no
encontraron diferencias significativas entre el asma y estas mutaciones en

pacientes con dermatitis atopica.

Posteriormente, se han llevado a cabo multitud de trabajos en los que la
poblacién de estudio eran pacientes asmaticos (procedentes en ocasiones de
estudios disefiados con otros objetivos). Rogers y cols. (312) no encontraron una
relacion significativa entre estas mutaciones y el hecho de que los pacientes
padecieran asma (independientemente de si padecian eczema o no). Tampoco
encontraron diferencias en el FEV1, cociente FEV1/FVC, porcentaje de mejoria

de FEV1 en la prueba broncodilatadora o PC,o de la prueba de metacolina.

Palmer y cols. (314) encontraron que los sujetos con el genotipo
combinado o que presentaban la mutacion 2282del4 presentaban un menor
cociente FEV1/FVC. Ademas, los pacientes con el genotipo combinado o que
presentaban la mutacion R501X requerian tratamiento con escalones superiores
de tratamiento de la Sociedad Britanica de Torax (British Thoracic Society). La

diferencia en este marcador de gravedad desaparecia al analizar por separado
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pacientes asmaticos con eczema y pacientes asmaticos sin eczema. También
describieron que los pacientes portadores de estas mutaciones requerian mayor
uso de medicacion de rescate independientemente de padecer eczema. Basu y
cols. (315) observaron que estas mutaciones eran mas frecuentes solamente en
los pacientes asmaticos que asociaban eczema. Ademas, encontraron un mayor
numero de exacerbaciones en los pacientes que presentaban la mutacion R501X
o el genotipo combinado. Los pacientes portadores de la mutacion R501X tenian
mayor frecuencia de absentismo escolar. Ademés, los portadores de R501X
precisaban un mayor uso de corticoides orales al igual que los portadores del
genotipo combinado. No existieron diferencias significativas al analizar las

hospitalizaciones por asma.

Weidinger y cols. (297) analizaron 5 mutaciones del gen FLG (R501X,
2282del4, R2447X, S3247X y 3702delG) y encontraron una mayor frecuencia del
genotipo combinado en los pacientes que padecian asma y asma con eczema
asociado, pero no en los que padecian asma alérgica. Al ajustar por diagnostico
de eczema o de dermatitis atopica observaron que no existian diferencias

significativas en ninguno de los grupos de pacientes asmaticos.

Marenholz y cols. (316) encontraron una asociacion estadistica entre
estas mutaciones y el asma. Esta relacion se mantenia en los pacientes que
padecian, ademas, eczema pero no en los que no lo padecian. Al tratarse de
una cohorte longitudinal de nacimiento estimaron que el valor predictivo positivo
(VPP) de padecer asma presentando estas mutaciones era del 31% y el valor
predictivo negativo (VPN) del 83,9%. Estos valores predictivos cambiaban al
45,9% y 71,9%, respectivamente, en los pacientes que, ademas, padecian

dermatitis atépica.

Miller y cols. (317) encontraron que los pacientes con asma presentaban
mas frecuentemente las mutaciones R501X, 2282del4, asi como el genotipo
combinado y no encontraron diferencias significativas al analizar si la transmision

habia sido paterna o materna.

Schuttelaar y cols. (318) encontraron una asociacion estadistica entre

estas mutaciones y la presencia de asma. Esta asociacion se mantenia en los
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pacientes que habian presentado eczema en el primer afio de vida pero no en

los que no lo habian padecido.

Osawa y cols. (319) analizaron 8 mutaciones del gen FLG frecuentes en la
poblacion japonesa (R501X, 3321delA, S1695X, Q1701X, S2554X, S2889X,
S3296X y K4022X) y no encontraron diferencias significativas en los pacientes
gue padecian asma, pero si en los asmaticos que padecian, ademas, dermatitis

atopica.

Poninska y cols. (320) encontraron que estas mutaciones eran mas
frecuentes en los pacientes asmaticos independientemente de que padecieran
dermatitis atopica o no la padecieran. Al analizar por separado los dos fenotipos
de asma encontraron diferencias significativas en los pacientes que presentan

asma alérgica pero no en los que padecian asma intrinseca.

Como punto comun a todos estos estudios podemos destacar que se
encuentra una asociacion estadistica entre las mutaciones del gen de la filagrina
y la presencia de asma, pero analizados con detenimiento, ésta desaparece al
estudiar los pacientes asmaticos que no padecen o han padecido dermatitis
atopica. Esto podria deberse a que los pacientes incluidos proceden de estudios
disefiados para otros fines o porque la dermatitis atopica esté actuando como un
factor de confusion. Solamente el estudio de Poninska y cols. (320) permite, por
su disefio, la comparacion de los fenotipos de asma alérgica e intrinseca,
encontrando diferencias significativas en el asma alérgica pero no en la

intrinseca en poblacion polaca.

Otras variables clinico-biolégicas

Tampoco hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas
entre las mutaciones estudiadas y el valor de IgE total, ni el nimero de
pruebas cutaneas positivas en las pruebas de alergia ni con el tipo de
aeroalérgeno que produce la sensibilizacion. En este caso también existe cierta
controversia en la bibliografia, si bien en la mayoria de los articulos encuentran
asociacion estadistica entre estas mutaciones y la sensibilizacion a

aeroalérgenos (295, 311) y a aeroalérgenos y alimentos (297, 303, 318); sin
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embargo otros autores (369) no han encontrado dicha asociacion en una de las

dos muestras estudiadas en su trabajo.

En nuestro trabajo tampoco hemos encontrado diferencias
estadisticamente significativas entre la presencia de las mutaciones estudiadas y
los antecedentes personales de rinitis, rinosinusitis crénica, anosmia o
poliposis nasal. Si bien, casi todos los pacientes portadores de la mutacion

presentaron rinitis sin anosmia ni poliposis nasal.

Tampoco se han encontrado diferencias estadisticamente significativas
entre la intensidad de la rinitis alérgica medida segun criterios de la guia ARIA ni
la intensidad de la rinosinusitis cronica medida mediante criterios de la guia

EPOS y las mutaciones estudiadas.

Sin embargo, al revisar la bibliografia varios estudios observaron
diferencias significativas en los pacientes que tenian rinitis y eczema asociado
(pero no en las personas que padecian rinitis sin eczema) (310, 311). Por su
parte, Weidinger y cols. (297) llegaron a la conclusion de que estas mutaciones
estaban sobrerrepresentadas en los pacientes que padecian rinitis alérgica
independientemente de si padecian eczema. Sin embargo, Schuttelaar y cols.
(318) no encontraron una asociacion estadistica entre la rinitis alérgica y estas

mutaciones.
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7. CONCLUSIONES

PRIMERA

Nuestra poblacién de adultos asmaticos presenta unas caracteristicas clinico-
biologicas y evolutivas similares a las de otras poblaciones descritas en nuestro

entorno.

SEGUNDA

En nuestro estudio se identifican por primera vez 4 polimorfismos en el gen
de la filagrina, que no han sido previamente descritos. Ademas se identifican y
analizan otros 6 SNP anotados en las bases de datos, pero que no han sido

nunca estudiados en poblaciones de pacientes.

TERCERA

En general, las frecuencias alélicas y genotipicas de todas las variantes
génicas identificadas son relativamente bajas en nuestra poblacién, por lo que
consideramos que la contribucion génica debe ser moderada, fenbmeno ya

descrito para las enfermedades complejas y en especial para el asma.

CUARTA

En nuestro estudio no hemos encontrado asociacion entre las mutaciones
R501X y 2282del4 de la filagrina y la presencia de asma. Sin embargo, la regién
génica comprendida entre ambas es altamente polimorfica, lo que podria
contribuir, junto a la enorme heterogeneidad fenotipica del asma, a explicar las

discrepancias observadas en algunos estudios de asociacion.
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QUINTA

En nuestra muestra, uno de los SNP no previamente estudiados en pacientes
c.1741A>T se asocio a la presencia de asma intrinseca, peores valores de FVC,
FEV1y PEF y a requerir un mayor escalon de tratamiento. Este SNP genera una
modificacién del amino&cido codificado en una regién de miristoilacién que
podria tener repercusion funcional. Debido al hecho de ser los primeros en
describirlo no podemos comparar la asociacién en otras poblaciones y dada la
baja frecuencia alélica detectada en nuestra muestra consideramos que se
necesitan estudios en otras poblaciones para confirmar su implicacibn como

biomarcador.
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9.2. ANEXO 2

ANEXOS

SI\E/);O Asma TOTAL Grupo Atopico Grupo Intrinseco
V=3,1% (5) vs M=28,6% | V=6,3%(5) vs V=0%(0) vs
Dermatitis de | (68) M=41,4%(29) M=38,2%(39)
Contacto p<0,001 p<0,001 p<0,001
OR 0,77 (0,27-2,17) OR 10,61 (3,812-29,50) | OR no calculable
V=291,67+541,64 vs V=459,94+678,08 vs V=116,30+180,96 vs
IgE total M=120,21+194,28 M=288,18+278,53 M=46,20£60,11
p<0,001 p=0,040 p=0,012
V=74,97+7,81 vs
FEV1/FVC M=77,90+7,98
p=0,025
V=92,21+18,94 vs V=83,93£19,50 vs
PEF M=97,06+21,76 M=93,36+22,55
p=0,045 p=0,014
EI?/?D Asma TOTAL Grupo Atopico Grupo Intrinseco
R=-0,121
Edad - IgE total p=0.015
R=-0,318 R=-0,180 R=-0,269
Sele] - [PWie p<0,001 p=0,028 p=0,001
R=-0,317 R=-0,186 p=-0,301
Bece 7Bl p<0,001 p=0,022 p<0,001
R=-0,437 R=-0,342 p=-0,457
Edad - FEV1/FVC p<0,001 p<0,001 p<0,001
R=-0,329 R=-0,344
Edad - PEF p<0,001 0<0,001
R=-0,445 R=-0,323 p=-0,420
Edad - MMEF p<0,001 0<0,001 0p<0,001
. R=0,177 R=0,230 p=0,177
Edad — mejoria PBD 0=0.002 0=0.005 p=0031
R=-0,160
Edad - FeNO 0=0,006
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ANTECEDENTES
FAMILIARES DE
ATOPIA
VS

Asma TOTAL

Grupo Atopico

Grupo Intrinseco

Dermatitis Atépica

8,3% (10) vs 1,8% (5)
p=0,003
OR 5,00 (1,67-14,97)

Dermatitis de
Contacto

28,3% (34) vs 13,9%
(39)

p=0,001

OR 2,44 (1,45-4,12)

37,0%(17) vs
21,2%(22)

p=0,047

OR 2,18 (1,02-4,68)

Alergia Alimentaria

15,8% (19) vs 4,6%
(13)

p<0,001

OR 3,86 (1,84-8,11)

90,0% (108) vs 54,6%

98,6%(73) vs

— (153) 89,5%(68)
RUE p<0,001 p=0,034
OR 7,47 (3,93-14,18) | OR 8,59 (1,05-70,48)
41,33+£15,78 vs 33,69+£11,18 vs
Edad 50,77+18,05 38,57+£14,50
p<0,001 p=0,023
96,51+16,07 vs 98,93+£14,00 vs
FEV1 90,73+£17,99 93,91+14,03
p=0,005 p=0,030
77,46x7,05 vs 78,72+£7,12 vs 75,42+6,52 vs
FEV1/FVC 72,84+9,01 74,02+8,17 71,98+9,53
p<0,001 p<0,001 p=0,011
99,06+18,89 vs
PEF 92,35+21,47
p=0,006
69,63+22,69 vs 74,37+21,15 vs
MMEF 59,33£26,82 65,29+20,18
p=0,001 p=0,008
269,76+486,20 vs
IgE total 155,31+326,72
p=0,019
IgE ESTAL Asma TOTAL Grupo Atopico Grupo Intrinseco
R=-0,121
Edad - IgE total 0=0,015

230




DERMATITIS
ATOPICA
VS

ANEXOS

Asma TOTAL

Grupo Atopico

Grupo Intrinseco

Dermatitis de
Contacto

40,0% (6) vs 17,4%
(67)

p=0,038

OR 3,16 (1,09-9,19)

Alergia Alimentaria

33,3% (5) vs 7,0%
(27)

p=0,004

OR 6,63 (2,11-20,78)

Rinitis

93,3% (14) vs 64,2%
(247)

p=0,024

OR 7,82 (1,02-60,12)

Gravedad GINA

20,0%(3)/6,7%(1)/73,
3%(11)/0% vs
1,8%(5)/9,1%(26)/82,
1%(234)/7,0%(20)
p=0,014

Escalon TTO GINA

20,0%(3)/13,3%(2)/53
39%(8)/13,3%(2)/0%
VS
2,5%(7)/8,8%(25)/56,
89%6(162)/29,5%(84)/2,

5%(7)
p=0,026
66,7% (10) vs 28,6%
Antecedentes (110)
familiares de Atopia | p=0,003

OR 5,00 (1,67-14,96)

31,13+11,61 vs 21,00 vs
Edad 48,59+17,81 57,18+15,61
p<0,001 p=0,022
664,69+917,82 vs
IgE total 350,56+475,89

p=0,036
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DERMATITIS DE
CONTACTO
VS

Asma TOTAL

Grupo Atopico

Grupo Intrinseco

Alergia Alimentaria

15,1%(11) vs
6,4%(21)

p=0,028

OR 2,58 (1,19-5,63)

4,1%(3) vs 0,4%(1)

Psoriasis p=0,046
OR 9,69 (0,99-94,60)
87,7% (64) vs 60,2%
N (197)
Rinitis p<0,001
OR 4,69 (2,26-9,76)
V=6,8%(5)vs48,0%(1 | V= 14,7%(5) vs V=0%(0) vs
57) y 64,7%(75) | 43,29%(48) |
Sexo M=93,2%(68)vs52,0% | M=85,3%(29) vs M=100%(39) vs
(170) 35,3%(41) 58,8%(63)
p<0,001 p<0,001 p<0,001
OR 12,56(4,94-31,95) | OR 10,61(3,82-29,50) | OR no calculable
46,6%(34) vs 43,6%(17) vs
Antecedentes 26,3%(86) 26,1%(29)

familiares de Atopia

p=0,001
OR 2,44 (1,45-4,12)

p=0,047
OR 2,18 (1,02-4,68)

Dermatitis Atopica

8,2%(6) Vs 2,8%(9)
p=0,038
OR 3,16 (1,09-9,19)

5,92+0,95 vs
miniAQLQ 6,17+0,78
p=0,026
20,49+4,85 vs 20,47+4,09 vs
ACT 21,91+4,18 21,93+3,66
p=0,027 p=0,048
PRSI Asma TOTAL Grupo Atopico Grupo Intrinseco

VS

Gravedad ARIA

096/50%(1)/50%(1) Vs
19,49%(27)/79,9%(111
)/0,7%(1)

p=0,028

0%/19,4%(27) Vs
50,0%(1)/79,9%(111)
vs 50,0%(1)/0,7%(1)
p=0,026

Dermatitis de

75,0%(3) vs
23,6%(70)

p=0,046
DL OR 9,686 (0,992 -
94,599)
127,65+3,04 vs
FVC 100,49+12,66

p=0,003
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ANEXOS

ALERGIA
ALIMENTARIA Asma TOTAL Grupo Atopico Grupo Intrinseco
VS
90,6%(29) vs
L 63,0%(232)
Rinitis 0=0,002
OR 5,67 (1,69-18,95)
59,4%(19) vs
Antecedentes 27,4%(101)
familiares de Atopia | p<0,001

OR 3,86 (1,84-8,11)

15,6%(5) Vs 2,7%

- . (10)
Dermatitis Atopica p=0,004
OR 6,63 (2,11-20,78)
34,4%(11) vs
Dermatitis de 16,8%(62)
Contacto p=0,028
OR 2,58 (1,19 5,63)
36,25+13,87 vs
Edad 48,95+17,88
p<0,001
446,06+672,20 vs
IgE total 167,35+£341,17
p=0,027
93,39+19,75 vs
PEF 101,18+17,60
p=0,041
5,81+0,92 vs
miniAQLQ 6,20+0,70
p=0,014
20,25+4,25 vs
ACT 21,91+3,64
p=0,037
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ALERGIA A

FARMACOS Asma TOTAL Grupo Atopico Grupo Intrinseco
VS
91,4%(53) vs
— 60,8%(208)
Rinitis p<0,001
OR 6,83 (2,66-17,52)
31,0%(18) vs 21,1%(4) vs 6,1%(8) | 35,9%(14) vs
e 7,9%(19) p=0,047 9,99%(11)
p<0,001 OR 4,100 (1,101 - p=0,001
OR 5,28 (2,55-10,93) | 15,264) OR 5,09 (2,06-12,56)
39,7%(23) vs 51,3%(20) vs
L 8,29%(28) 19,8%(22)
Poliposis 0<0,001 0<0,001

OR 7,37 (3,84-14,16)

OR 4,26 (1,95-9,31)

Rinosinusitis

35,9%(14) vs
57,7%(64)

p=0,025

OR 0,41 (0,19-0,87)

35,9%(14) vs
57,7%(64)

p=0,025

OR 0,41 (0,19-0,87)

52,78+17,54 vs

Edad 47,12+17,87
p=0,026
56,77+24,81 vs

MMEF 65,05+25,72
p=0,027

Gravedad GINA

15,8%(3)/3,1%(4) vs
15,8%(3)/12,2%(16)
VS
63,29%(12)/83,2%(109
) Vs 5,3%(1)/1,5%(2)
p=0,035

Escaldn tratamiento

21,1%(4)/3,8%(5) vs
10,5%(2)/12,2%(16)
S
36,8%(7)/63,4%(83)
S
31,6%(6)/20,6%(27)
vs 0%/0%

p=0,014
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HIPERSENSIBILIDAD

ANEXOS

A AINE Asma TOTAL Grupo Atopico Grupo Intrinseco
VS
91,2%(31) vs
62,8%(230)
Rinitis p=0,001

OR 6,11 (1,83-
20,36)
47,1%(16) vs 50,0%(14) vs
7,9%(21) 9,0%(11)

Anosmia p<0,001 p<0,001
OR 10,37(4,65- OR 10,09(3,84-26,51)
23,25)
67,6%(23) vs 50,0%(3) vs 4,2%(6) | 71,4%(20) vs
7,7%(28) p=0,003 18,09%(22)

Poliposis p<0,001 OR 23,00(3,81- p<0,001
OR 25,24(11,17- 138,72) OR 11,36(4,43-29,12)
57,04)
17,9%(5) vs 17,9%(5) vs

Rinosinusitis 59,8%(73) 59,8%(73)

p<0,001 p<0,001

OR 0,15(0,05- 0,41)

OR 0,15(0,05-0,41)

EPOS

80,0%(4)/20,0%(1)/0
% Vs
19,2%(14)/71,2%(52
)/9,6%(7)

80,0%(4)/19,2%(14)
S
20,0%(1)/71,2%(52)
vs 0%/9,6%(7)

p=0,014 p=0,015
16,7%(1)4,2%(6) vs
16,7%(1)/12,5%(18)
vs 50%(3)/
Gravedad GINA 81,9%(118) Vs
16,7%(1) vs 1,4%(2)
p=0,034
5,9%(2)/5,9%(2)/35, | 33,3%(2)/4,9%(7) vs
3%(12)/50,0%(17)/2, | 0%/12,5%(18) vs
9%(1) vs 0%/62,5%(90) vs
Escalon TTO Asma | 3,0%(8)/9,4% 66,7%(4)/20,1%(29)
(25)/59,4%(158)/25, | vs 0%/0%
99%(69)/2,3%(6) p=0,001
p=0,025
57,41+14,44 vs
Edad 47,06£17,97
p<0,001
90,24+20,50 vs 69,99+12,70 vs
FEV1/FVC 93,40+17,04 76,60+7,70
p=0,003 p=0,047
88,04+22,73 vs
PEF 95,92+20,30
p=0,036
53,58+26,56 vs
MMEF 64,72+25,38
p=0,017
26,29+14,07 vs
FeNO 33,10+£32,21
p=0,032
6,40+0,70 vs 6,44+0,65 vs
miniAQLQ 6,07+0,84 6,01+0,94
p=0,030 p=0,024
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RINITIS

Vs Asma TOTAL Grupo Atopico Grupo Intrinseco
19,5%(51) vs 0%(0) 35,0%(42) vs 0%
Poliposis p<0,001 p<0,001
OR 1,24 (1,17-1,32) OR no calculable
20,0%(24) vs 3,3%(1)
Anosmia p=0,028

OR 7,25 (0,94- 55,93)

Gravedad GINA

3,1%(8)/9,2%(24)/83,1
%(217)/4,6%(12) vs
0%/7,7%(3)/71,8%(28)/
20,5%(8)

5,0%(7)/0% vs
13,5%(19)/0% vs
80,9%(114)/77,8%(7)
vs 0,7%(1)/22,2%(2)

p=0,008 p=0,021
41,4%(108) vs 51,8%(73) vs
ﬁgﬁfﬁgggtﬁ 8,6%(12) 11,1%(1)
; p<0,001 p=0,034
atopia

OR 7,47 (3,93-14,18)

OR 8,59 (1,05-70,48)

Dermatitis Atopica

5,4%(14) vs 0,7%(1)
p=0,024
OR 7,82 (1,02-60,12)

Dermatitis de
Contacto

24,5%(64) vs 6,5%(9)
p<0,001
OR 4,69 (2,26-9,76)

Alergia Alimentaria

11,1%(29) Vs 2,2%(3)
p=0,002
OR 5,67 (1,69-18,95)

Alergia a
Farmacos

20,3%(53) Vs 3,6%(5)
p<0,001
OR 6,83 (2,66-17,52)

Hipersensibilidad

11,9%(31) vs 2,2%(3)
p=0,001

SIS OR 6,11 (1,83-20,36)
45,02+16,91 vs
Edad 53,42+18,52
p<0,001
98,41+15,64 vs 95,45+17,87 vs
FvC 89,34+16,26 86,17+15,97
p=0,001 p=0,010
94,36+16,55 vs 91,55+£19,32 vs
FEV1 84,26+20,76 82,26+19,67
p=0,006 p=0,020
96,62+20,07 vs 92,26+21,68 vs
PEF 84,41+21,96 82,65+21,99
p=0,001 p=0,032
64,89+24,86 vs
MMEF 53,86+29,43
p=0,012
34,39+32,20 vs 39,32+35,93 vs 28,59+26,15 vs
FeNO 18,59+11,17 17,67+9,78 18,87+11,70
p<0,001 p<0,001 p=0,003
235,57+430,35 vs
IgE 103,42+259,27
p<0,001
21,50+£3,88 vs
ACT 23,22+1,30
p=0,005
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ANEXOS

INTENSIDAD
GUIA ARIA Asma TOTAL Grupo Atopico Grupo Intrinseco
VS
31,45+£18,64 vs 31,45+£18,64 vs
40,56+43,53 vs 40,56+43,53 vs
FeNO 40,92+36,08 vs 40,92+36,08 vs
38,16+£31,89 vs 38,16+£31,89 vs
121,00+140,01 121,00+£140,01
p=0,024 p=0,024
302,71+180,49 vs 302,71+£180,49 vs
858,51+1197,34 vs 858,51+1197,34 vs
IgE total 354,37+198,85 vs 354,37+198,85 vs
310,51+373,79 vs 310,52+373,79 vs
32,50+14,00 32,50+14,00
p=0,003 p=0,003
0%(0)/18,8%(3)/8,3%(
1)/5,0%(5)/50%(1) vs
YR 100%(11)/81,3%(13)/
91,7%(11)/95,0%(95)/
50%(1)
p=0,045
AN?EMIA Asma TOTAL Grupo Atopico Grupo Intrinseco
67,6%(25) vs 33,3%(4) vs 3,6%(5) | 84,0%(21) vs
N 9,9%(26) p=0,002 16,8%(21)
Feljpesi p<0,001 OR 13,30 (2,98- p<0,001
OR 18,99(8,54-42,20) | 59,36) OR 26,00(8,09-83,57)
96,0%(24) vs
Rinitis 76,8%(96)

p=0,028
OR 7,25 (0,94-55,93)

Rinosinusitis

12,0%(3) vs
60,0%(75)

p<0,001

OR 0,09 (0,03-0,32)

12,0%(3) vs
60,0%(75)

p<0,001

OR 0,09 (0,03-0,32)

Escalon TTO Asma

8,1%(3)/0%/51,4%(19
)/40,5%(15)/0% vs
2,7%(7)/10,3%(27)/
57,4%(151)/27,0%(71
)2,7%(7)

p=0,034

25,0%(3)/4,3%(6) vs
0%/13,0%(18) vs
50,0%(6) vs
60,9%(84) vs
25,0%(3)/21,7%(30)
vs 0%/0%

p=0,049

Alergia a Farmacos

48,6%(18) vs
15,2%(40)

p<0,001

OR 5,28 (2,55-10,93)

33,3%(4) vs
10,9%(15)

p=0,047

OR 4,10 (1,10-15,26)

56,0%(14) vs
20,0%(25)

p=0,001

OR 5,09 (2,06-12,56)

43,2%(16) vs

56,0%(14) vs

Hipersensibilidad a | 6,8%(18) 11,2%(14)
AINE p<0,001 p<0,001
OR 10,37(4,62-23,25) OR 10,09(3,84-26,51)
55,14+14,19 vs
Edad 45,34+18,03
p<0,001
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POLIPOSIS
VS

Asma TOTAL

Grupo Atopico

Grupo Intrinseco

Escalon TTO Asma

3,9%(2)/5,9%(3)/37,3
%(19)/51,0%(26)/2,0
%(1) vs
3,2%(8)/9,6%(24)/60,
6%(151)/24,1%(60)/2,
4%(6)

p=0,004

0%/0,9%(1) vs
4,8%(2)/6,5%(7) Vs
38,19%(16)/59,3%(64)
VS
54,8%(23)/27,8%(30)
VS 2,4%(1)/5,6%(6)
p=0,034

Alergia a Farmacos

45,1%(23) vs
10,0%(35)

p<0,001

OR 7,37 (3,84-14,16)

47,6%(20) vs
17,6%(19)

p<0,001

OR 4,26 (1,95-9,31)

45,19%(23) vs

33,3%(3) Vs 2,1%(3)

47,6%(20) vs 7,4%(8)

. - 3,29%(11) p=0,003 p<0,001
H'perseglf\;g'“dad a | 120,001 OR 23,00 (3,81- OR 11,36(4,43-29,12)
OR 25,24(11,17- 138,72)
57,04)
100%(51) vs 100%(42) vs
o 60,29%(210) 72,2%(78)
RUE p<0,001 p<0,001
OR no calculable OR no calculable
49,0%(25) 4,8%(12) | 44.4%(4) vs 5,7%(8) | 50,0%(21) vs 3,7%(4)
Anosmia p<0,001 p=0,002 p<0,001
OR 18,99 (8,54- OR 13,30(2,98-59,36) | OR 26,00(8,09-83,57)
42,20)
56,59+14,45 Vs
Edad 46,67+18,04
p<0,001
101,19+16,65 vs
FVC 91,03+17,71
p=0,004
95,40%20,06 Vs
FEV1 87.47+19.17
p=0,026
72.5127,75 Vs
FEVL/FVC 75,13+8,68
p=0,047
96,31+22,46 vs
PEF 88,01+21,48
p=0,038
6,44%0,48 Vs 6,46+0,50 Vs
MiniAQLQ 6,04+0,87 5,95+0,98
p<0,001 0p<0,001
22,96+2,82 Vs 23,02+3,02 Vs
ACT 21,28+4,60 20,95+5,39
p=0,001 p=0,004
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RINOSINUSITIS
VS

ANEXOS

Asma TOTAL

Grupo Atopico

Grupo Intrinseco

Alergia a Farmacos

17,9%(14) vs
34,7%(25)

p=0,025

OR 0,41 (0,19-0,87)

17,9%(14) vs
34,7%(25)

p=0,025

OR 0,41 (0,19-0,87)

Hipersensibilidad a

6,4%(5) Vs 31,9%(23)
p<0,001

6,4%(5) vs 31,9%(23)
p<0,001

AINE OR 0,14 (0,05-0,41) OR 0,15 (0,05-0,41)
3,8%(3) vs 30,6%(22) 3,8%(3) vs 30,6%(22)
Anosmia p<0,001 p<0,001
OR 0,09 (0,03-0,32) OR 0,09 (0,03-0,32)
5,86+1,06 vs 5,86+1,06 vs
miniAQLQ 6,34+0,61 6,34+0,61
p=0,001 p=0,001
20,5615,67 vs 20,5615,67 vs
ACT 22,58+3,71 22,58+3,71
p=0,010 p=0,010
INTENSIDAD
GUIA EPOS Asma TOTAL Grupo Atopico Grupo Intrinseco

VS

Hipersensibilidad a

80,0%(4)/20,0%(1)/0
%

22,2%(4) vs 1,9%(1)
vs 0%

AINE p=0,014 p=0,013
F‘?/':O Asma TOTAL Grupo Atopico Grupo Intrinseco
R=-0,160
Edad - FeNO p=0,006
- R=-0,143 R=-0,178
FeNO - miniAQLQ p=0,013 p=0,029
R=-0,0125 R=-0,165
FeNO - ACT p=0,030 p=0,044
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GRAVEDAD

GUIA GINA Asma TOTAL Grupo Atopico Grupo Intrinseco
VS
100%(8)/0%/0%/0%/0% vs 100%(7)/0%/0%/0%/0% vs 100%(1)/0%/0%/0%/0% vs
7,4%(2)/92,6%(25)/0%/0%/ | 10,5%(2)/89,5%(17)/0%/0% | 0%/100%(8)/0%/0%/0% vs
Escalon 0% vs /0% vs 0%/0,8%(1)/62,1%(77)/37,1
0%/0,8%(2)/68,2%(167)/ 0%/0,8%(1)/74,4%(90)/24,8 | %(46)/0% vs
TTO Asma | 31 0o5(76)/0% vs 0%/0%/ | %(30)/0% vs 0%/0%/17,6%(3)/41,2%(7)/
15,0%(3)/50%(10)/35%(7) | 0%/0%/0%/100%(3)/0% 41,2%(7)
p<0,001 p<0,001 p<0,001
ao 20%(3) vs 6,7%(1) vs
DI 73,35/0211) vs 0°/(o :
Atopica p=0,013
. 42,9%(3) vs 15,8%(3) vs
Alergia a 9,9% ((12)) vs 33,3%5(1))
Farmacos p=0,036
Hipersensib 14,3%(1) vs 5,3%(1) vs
ilidad a 2,5%(3) vs 33,3%(1)
AINE p=0,036
3,1%(8) vs 9,2%(24) vs 100%(7) vs 100%(19) vs
Rinitis 83,1%(217) vs 4,6%(12) 94,2%(114) vs 33,3%(1)
p=0,007 p=0,021
34,50+£15,01 vs 36,29+£15,27 vs 22,00+0 vs 40,88+14,86
36,00+12,53 vs 33,95+11,22 vs vs 57,37+15,19 vs
Edad 46,69+17,65 vs 35,75+£12,58 vs 63,41+14,64
63,85£13,94 66,33+11,01 p=0,001
p<0,001 p=0,001
102,10+13,54 vs 83,50+0 vs 98,07+18,41
101,56+14,05 vs vs 95,19+17,34 vs
FvC 97,89+£15,59 vs 80,49+16,99
81,35+15,97 p=0,011
p<0,001
102,36+9,27 vs 102,67+9,97 vs 100,20+0 vs 100,89+14,87
97,62+13,01 vs 96,25+12,32 vs vs 91,77+18,87 vs
FEV1 94,39+16,52 vs 97,09+13,26 vs 68,71+14,17
66,58+14,02 54,53+2,45 p<0,001
p<0,001 p<0,001
80,55+8,87 vs 76,98+8,00 77,91+£5,17 vs 74,69+6,43 | 99,030 vs 82,41+9,13 vs
vs 75,18+7,63 vs vs 77,18+7,18 vs 73,22+7,58 vs
FEVI/FVC | g3 51411,35 48,89+3,29 65,74+10,32
p<0,001 p<0,001 p<0,001
110,86+14,91 vs 110,04+15,91 vs 116,60+0 vs 104,64+21,97
103,30+18,98 vs 102,73+18,21 vs vs 91,38+21,15 vs
PEF 95,59+19,48 vs 99,90+16,60 vs 74,48+20,90
70,72+21,68 49,40+£12,95 p=0,002
p<0,001 p<0,001
76,60+21,85 vs 71,77+£18,42 vs 110,40+0 vs 84,08+28,97
72,73+20,86 vs 67,96+£14,87 vs vs 58,38+27,31 vs
MMEF 64,67+25,20 vs 71,10+£21,07 vs 32,24+12,33
30,82+11,96 22,77+5,38 p<0,001
p<0,001 p=0,001
6,81+2,99 vs 10,37+8,04 vs | 6,90+£3,22 vs 11,26+8,97 6,200 vs 8,25+5,07 vs
mejoria 12,63+8,91 vs 20,67+10,98 | vs 12,80+8,49 vs 12,46%9,34 vs
PBD p<0,001 24,23+3,09 20,05+11,80
p=0,025 p=0,008
6,41+0,41 vs 6,27+0,56 vs 6,20+0 vs 6,44+0,65 vs
miniAQLQ 6,16+0,75 vs 5,20+1,49 6,20£0,70 vs 5,13+1,57
p<0,001 p<0,001
23,25+1,58 vs 21,93+3,50 23,00+0 vs 22,63+4,41 vs
ACT vs 21,88+3,93 vs 22,24+3,85 vs 15,76+7,94
16,60+7,68 p<0,001
p<0,001
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ANEXOS

ESCALON
TTO GINA Asma TOTAL Grupo Atopico Grupo Intrinseco
VS
L. 20%(3) vs 13,3%(2) vs
Dermatitis 533&328) vs 13,35/022) vs 0%
Atopica p=0,030
. 44,4%(4) vs 11,1%(2) vs
Alergia a 7,8%(7() e 18,2%((§) L%
Farmacos p=0,015
i i 5,9%(2) vs 5,9%(2) vs 22,2%(2) vs 0% vs 0% vs
Hlpl'eésgnsm 35,3%(12) vs 50%(17) vs 12,1%(4) vs 0%
fdad a 1 2 99(1) p=0,001
AINE p=0,023
8,1%(3) vs 0% vs 51,4%(19) vs | 33,3%(3) vs 0% vs 6,7%(6) vs
Anosmia 40,5%(15) vs 0% 9,1%(3) vs 0%
p=0,031 p=0,042
3,9%(2) vs 5,9%(3) vs 0% vs 22,2%(2) vs 20,0%(16)
l . 37,2%(19) vs 51,0%(26) vs Vs 43,4%(23) vs 14,3%(1)
Poliposis 2,0%(1) p=0,033
p=0,004
80,096(8)/20,0%(2)/0%/0% vs 77,8%(7)122,2%(2)/0%/0% vs 100%(1)/0%/0%/0% vs
0%/92,6%(25)/7,4%(2)/0% vs 0%/94,4%(17)/5,6%(1)/0% vs 0%/88,9%(8)/11,1%(1)/0% vs
Gravedad 0%/0%/98,2%(167)/1,8%(3) vs | 0%/0%/100%(90)/0% vs 0%/0%/96,3%(77)/3,8%(3) vs
GINA 0%/0%/88,4%(76)/11,6%(10) 0%/0%/90,9%(30)/9,1%(3) vs 0%/0%/86,8%(46)/13,2%(7) vs
vs 0%/0%/0%/100%(7) 0%/0%/0%/0% 0%/0%/0%/100%(7)
p<0,001 p<0,001 p<0,001
34,40+13,54 vs 34,93+13,85+ 22,00+0 vs 38,67+15,39 vs
46,21+17,54 + 50,73+18,01 vs 57,43+15,63 vs 58,81+14,33
Edad 65.71+9,39 Vs 65,7149,39
p<0,001 p<0,001
104,48+10,91 vs 96,44+11,85 104,96+11,46 vs 94,70+10,49 | 100,20+0 vs 99,92+14,21 vs
FEV1 vs 94,72+16,41 vs 89,08+19,70 | vs 97,85+12,94 vs 91,21+19,06 vs 87,89+20,79
vs 71,40+13,80 90,99+17,96 vs 71,40+13,80
p<0,001 p=0,024 p=0,044
79,92+7,97 vs 77,06+£8,19 vs 77,80+4,56 vs 74,96+6,98 vs 99,03+0 vs 81,26+9,21 vs
FEV1/EVC 75,94+7,91 vs 71,7848,77 vs 77,95+6,90 vs 72,28+10,41 73,68+8,40 vs 71,47+7,66 vs
63,26+6,10 p=0,004 63,26+6,10
p<0,001 p<0,001
111,74+14,71 vs 101,27+18,82 | 111,20+15,50 vs 116,60+0 vs 101,89+22,15 vs
PEF vs 97,21+19,43 vs 88,69+21,32 | 100,97+17,63 vs 92,32+20,99 vs 87,30+22,19
vs 72,10+21,50 101,56+16,88 vs 90,92+19,98 | vs 72,10+21,50
p<0,001 p=0,006 p=0,032
76,72+19,40 vs 72,41+£21,13 vs 110,40+0 vs 81,30%28,35 vs
MMEE 66,01+24,01 vs 56,51+28,57 vs 58,24+25,39 vs 53,51+30,65
33,27+7,31 vs 33,27+7,31
p<0,001 p=0,002
6,69+2,83 vs 10,36+8,04 vs 6,74+2,99 vs 11,43%+9,20 vs
Mejoria en 11,89+8,58 vs 15,67+10,25 vs 12,05+7,96 vs 16,16+9,54
PBD 18,10+8,35 p=0,012
p=0,001
55,60+61,17 vs 38,85+34,10 vs 16,00£0 vs 24,11+18,30 vs
28,79+27,70 vs 33,64+29,58 vs 21,03+16,20 vs 33,45+31,59
FeNO 44.00+29,06 Vs 44,00+29,06
p=0,034 p=0,013
160,22+122,62 vs
214,03+254,68 vs
ACT 254,49+475,43 vs

185,40+369,07 vs
96,20+100,61

p=0,027
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miniAQLQ

Vs Asma TOTAL Grupo Atopico Grupo Intrinseco
- R=0,146
FEV1 - miniAQLQ 0=0,012
. R=0,157 R=0,184
PEF - miniAQLQ 0=0,006 p=0,024
- R=-0,143 R=-0,178
FeNO - miniAQLQ 0=0,013 0=0,029
. R=0,754 R=0,768 R=0,746
mMINAQLQ - ACT p<0,001 p<0,001 p<0,001
ACT . .
Vs Asma TOTAL Grupo Atopico Grupo Intrinseco
R=0,127
FEV1 - ACT 0=0,028
R=0,115
FEV1/FVC - ACT 0=0,046
R=0,126
PEF - ACT 0=0.029
R=0,123
MMEF - ACT 0=0.033
R=-0,125 R=-0,165
RN~ AeT p=0,030 p=0,044
- R=0,754 R=0,768 R=0,746
MiNIAQLQ - ACT p<0,001 p<0,001 p<0,001
ASMA
OCUPACIONAL Asma TOTAL Grupo Atopico Grupo Intrinseco
VS
4,60+1,04 vs 4,60+£1,04 vs
miniAQLQ 6,12+0,82 6,16+0,73
p=0,002 p<0,001
78,17+14,20 vs
PEF 100,16+18,05
p=0,038
ASMA EMPEORADA
EN EL TRABAJO Asma TOTAL Grupo Atopico Grupo Intrinseco
VS
5,66+0,94 vs 5,42+0,98 vs
miniAQLQ 6,14+0,82 6,17+0,73
p=0,019 p=0,007
9,62+5,04 vs
Mejoria en PBD 13,01+9,34
p=0,016
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