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1.~ INTRODVCCION

1.4~ TER MINOLOGTA

El estudio de enfermedades alérgicas es muy complejo (1), para entenderlo

primero es necesario definir los conceptos de alergia y atopia.

1.1.1~ DEFINICION DE ALERGIA Y ATOPIA

ALER GIA

Las reacciones mortales del cuerpo a ciertas sustancias se conocian desde la
antigiiedad, como dejo escrito Hipocrates en su obra Corpus Hippocraticum. Pero no fue
hasta 1906, cuando Clemens Von Pirquet utilizé por primera vez el término alergia,
creado a partir de la conjuncion de dos palabras griegas: Allos-otro /aAhoc/ y Ergon-

accion /epyen/ (2).

El término alergia hace referencia a una respuesta inflamatoria inadecuada del
sistema inmune desencadenada por una sustancia denominada alérgeno. Esta respuesta
inmune puede manifestarse en forma de asma, rinoconjuntivitis, dermatitis atopica y

alergia a alimentos, entre otros (1,3).

ATOPIA

En 1923, Coca y Coke definen el término atopia (afopos significa A-sin /o/,
Topos-lugar /tomog/) para definir un conjunto de enfermedades extrafas caracterizadas
por una hipersensibilidad del sistema inmune. Entre estas enfermedades se encontraba el
asma alérgica, la rinitis alérgica, el eczema (dermatitis) y la conjuntivitis alérgica (4,5).
Pero no fue hasta 1967, con el descubrimiento de la inmunoglobulina E, cuando se abriria
el camino para explicar el mecanismo de las reacciones alérgicas (6), tras lo cual la atopia
fue relacionada con la predisposicion de los enfermos alérgicos a responder con un

aumento de inmunoglobulina E (IgE) (5).


http://www.cinicos.com/corpus.htm

Actualmente, aunque no existe un claro consenso sobre la definicion de atopia,
este término suele hacer referencia a una predisposicion con base genética a desarrollar
respuestas mediadas por anticuerpos IgE frente a antigenos ambientales,
fundamentalmente aeroalérgenos. Las principales enfermedades atdpicas son: la rinitis

alérgica, la conjuntivitis alérgica, el asma alérgica y la dermatitis atdpica (1,3)

1.4.2.~ DEFINICION DE ASMA Y RINITIS

ASMA

La palabra asma, proviene del latin asthma (asth-m(a)) que a su vez deriva del
griego (Gob-pa/-patog, jadeo'). Se recoge ya en textos homéricos del siglo VIII a.C., y
fue utilizada por Hipdcrates como un sintoma, mas que como una enfermedad. Aunque
el término procede del griego, estos no fueron la primera civilizacién que tuvo
conocimiento de la enfermedad. Siglos antes, en el Antiguo Egipto, sobre el 1510 a.C. se

escribid el Papiro de Ebers, en el que se describe el primer tratamiento para el asma (7).

Actualmente, el asma se define, en la Guia Espafiola para el Manejo del Asma
(GEMA), como: “Enfermedad inflamatoria cronica de las vias respiratorias, en cuya
patogenia intervienen diversas células y mediadores de la inflamacion, condicionada en
parte por factores genéticos y que cursa con una hiperrespuesta bronquial y una
obstruccion variable del flujo aéreo, total o parcialmente reversible, ya sea por la accion
medicamentosa o espontaneamente". Ademas la propia GEMA considera que el asma es
”un sindrome que incluye diversos fenotipos clinicos que comparten manifestaciones

clinicas similares, pero de etiologias probablemente diferentes” (8).

Por otra parte, en 1928 Rackemann diferencié dos tipos de asma, el asma
extrinseca o alérgica del asma intrinseca o no alérgica (9). La terminologia asma
intrinseca y extrinseca fue reemplazada por asma no alérgica y alérgica en una declaracion
oficial de la European Academy of Allergology and Clinical Inmunology (EAACI) en
2001 (10).


http://dicciomed.eusal.es/lexema/jadeo

. El asma alérgica: la respuesta inflamatoria de las vias respiratorias viene
condicionada por la existencia de IgE especifica frente a un alérgeno que penetra

por via inhalatoria.

o El asma no alérgica: no se conoce frente a qué se dirige la respuesta inflamatoria

de las vias respiratorias.

Con frecuencia, asma y alergia concurren en un mismo individuo o en diferentes
individuos dentro de la misma familia (1). Ademas, en la patogenia de ambas entidades
es muy importante la interaccion entre factores genéticos y ambientales, lo cual parece
contribuir a que las manifestaciones fenotipicas puedan ser muy heterogéneas

(1,10,11,12,13).

RINITIS

Aunque el asma y la alergia a los alimentos fueron descritas por los griegos en la
antigliedad, no fue hasta el siglo X d.C. cuando un médico arabe de origen persa llamado
Al-Razi o Rhazes definio la rinitis (#hinds/pwvoc/: nariz; /itis/: inflamacién) como una
irritacion de las fosas nasales. Concretamente, describi6 la rinitis alérgica estacional por
sensibilizacién al polen como la irritacion de las fosas nasales debido al olor de un

perfume (14).

La descripcion tan tardia de este trastorno se puede explicar por la baja prevalencia
en la poblacion hasta la reciente era de la industrializacion. El incremento mas
significativo se produjo hace 50 afos y actualmente en algunos paises la prevalencia llega

a ser del 50% en los adolescentes (15).

Actualmente, la rinitis alérgica se define en la guia ARIA 2008 (Allergic Rhinitis
and its Impact on Asthma) como un trastorno sintomatico de la nariz inducido tras la
exposicion a un alérgeno que produce una inflamacion mediada por IgE de la membrana

mucosa de las fosas nasales (16).



1.2.~ EPIDEMIOLOGTA

El incremento en la prevalencia del asma, rinitis y otras enfermedades alérgicas

afecta a los habitantes de todos los paises, de cualquier edad, sexo y etnia.

ASMA

La prevalencia del asma varia entre el 1-18% de la poblacidn; asi mismo, se estima
que el asma afecta a 300 millones de personas y que se incrementara a 400 millones de
personas en el afio 2025 (17). Este incremento previsto se relaciona con el hecho de que
se prevé que la poblacioén urbana aumentara del 45 % al 59 % para el afio 2025 (17). En

Espaiia, la prevalencia del asma se encuentra entre el 5,1-7,5 % como indica la figura 1.

Proportion of population (%)*

R 75700 ——
51-15 |:| No standardised data available

Figura 1.- Datos de prevalencia del asma a nivel mundial (17).

Por otra parte, los costes econdmicos directos e indirectos estimados en todo el

mundo son de unos 19.700 millones cada afio (18). Ademas, cabe destacar la pérdida en



2001 de 15 millones de afios de vida ajustados por discapacidad (AVAD) debido al asma.
De esta forma, la enfermedad se coloc6 como la causa numero 25 de pérdida de AVAD
en dicho afio. Esto representa el 1 % de todos los AVAD perdidos a nivel mundial, lo cual
refleja las elevadas prevalencia y gravedad de la enfermedad. El nimero de AVAD
perdidos a causa del asma es similar a los perdidos por patologias como la diabetes, la
cirrosis o la esquizofrenia. Ademas, es importante recordar que en los nifios se trata de la

enfermedad cronica mas frecuente (17).

Otro dato a tener en cuenta es la mortalidad generada por el asma, que se muestra
en la figura 2. Se estima que 1 de cada 250 muertes se debe a esta patologia, que provoca

250.000 muertes al afio en el mundo (17), 2/3 partes de las mismas en ancianos (10).

Countries shaded according to case fatality rate (per 100,000 asthmatics)®

5.1-10.0 |:| No standardised data available

Figura 2.- Datos de muertes al afio por cada 100.000 habitantes (17).



RINITIS

Los datos epidemioldgicos relacionados con la rinitis son insuficientes, aunque
muchos estudios nacionales e internacionales estain mejorando el conocimiento sobre la
prevalencia y factores de riesgo de la rinitis (16). El principal problema con el que se
encuentran los clinicos para comparar datos de prevalencia entre estudios es la definicion
clinica estandar de rinitis (19). Ademas, los cuestionarios sobreestiman la prevalencia de

la rinitis y no se puede realizar pruebas de laboratorio a cada persona de la poblacion (16).

La prevalencia de la rinitis se ha incrementado considerablemente desde que
comenzo el siglo XX, pasando del 1 % (20) a alcanzar una prevalencia entre el 10-20%
de la poblacion, segun el pais (17,20). Se estima que puede afectar a unos 500 millones
de personas en todo el mundo. El resto de enfermedades alérgicas muestran una
prevalencia similar a la del asma y la rinitis, mientras que la sensibilizacion a los

alérgenos (atopia) presenta una prevalencia mucho mas elevada (tabla 1).

Tabla 1.- Datos de prevalencia de las enfermedades alérgicas y de la atopia.

Patologia Prevalencia
Asma 1-18% (17)
Rinitis alérgica 10-20% (17)
Dermatitis Atdpica 10-20% en nifios (21)

1-3% en adultos

Atopia 16-57% (22)

La rinitis alérgica es la mas frecuente de las enfermedades alérgicas; en EEUU se
observo que los empleados afectados por la misma sufrian sus sintomas un promedio de
52,5 dias al afio, se ausentaban 3,6 dias por afio y eran improductivos 2,3 horas por cada
dia de trabajo con sintomas (23). En 1994, en EEUU se realiz6 un estudio en el que se

estimé que se habian perdido aproximadamente 811.000 dias de trabajo y habia habido

7



4.230.000 dias con actividad reducida por la rinitis alérgica (24), y se calculé que las
pérdidas anuales por empleado eran de 593 doélares, muy por encima de otras
enfermedades como el estrés, la depresion, la migrafia y muy por encima del coste de 85

dolares por el asma (23).

En otro estudio, se observo un aumento de los costes directos de la rinitis alérgica,
de 2.700 millones de dolares en 1995 a 7.300 millones de dolares en 2002, afio en que los
costes indirectos incrementaron esta cifra a los 11.580 millones de dolares. Las cifras de
dias de trabajo perdidos aumentaron hasta los 3,5 millones (25). En el informe de la
Organizacion Mundial de la Alergia (WAO) respecto a los datos que conciernen a Espafia
se indica que sufren alguna enfermedad alérgica el 20 % de los adultos y el 25 % de los
nifios, aproximadamente (25). Por tanto, a la vista de los datos de EEUU podemos pensar

que a nivel mundial las cifras aumentaran.

Algunos estudios a nivel europeo muestran como la prevalencia de la rinitis
alérgica se encuentra entre el 17 % de Italia y el 28,5 % de Bélgica. En este estudio Espana
mostrd una prevalencia de 21,5 % (26), siendo este dato un promedio de los tomados en
los centros distribuidos por toda la geografia espafiola. En Espafia, el estudio de la rinitis
alérgica llevado a cabo en los servicios de Alergologia indicé que al menos el 55 % de
los pacientes que pasan por sus consultas presentan rinitis alérgica, de los cuales el 65 %
presentan, ademads, conjuntivitis y el 37 % asma. De todos los pacientes diagnosticados,
dos de cada tres acudieron al menos dos veces en 4 meses a las consultas de atencion

primaria, con el gasto que ello conlleva para el sistema sanitario espafiol.

Los alérgenos implicados con mayor frecuencia fueron los polenes (51 %) y los
acaros (42 %), aunque se encontrd que el 31 % de todos los pacientes con rinitis alérgica
estaba polisensibilizados. De todo el conjunto, el 38 % recibia tratamiento con

inmunoterapia (27).

RELACION ENTRE ASMA Y RINITIS

Por otra parte, es importante remarcar que en algunos estudios se ha demostrado

como aumenta, con un perfil similar, la prevalencia del asma y la rinitis (Figura 3).
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Figura 3.- Tendencia en la prevalencia de asma y rinitis en un estudio Finlandés, 1966-2003
(28).

La epidemiologia de la rinitis y el asma permite ver que existe una clara relacion
entre ambas condiciones, observandose que la prevalencia de la rinitis es al menos el
triple que la del asma (28,29). Otra observacién interesante es que la mayoria de los

afectados con asma también padecen rinitis (Figura 4).

Poblacion

Asma y Rinitis por Polen

Asma por Polen

Asma y Rinitis por Epitelios

A=ma por Epitelios

Asma y Rinitis por Acaros

ASMma por ACaros

Figura 4.- Relacion entre asma y rinitis en un estudio realizado en poblacion danesa (30).



1.3.~ CARACTER{STICAS CLfNICAS

ASMA

El asma se manifiesta en forma de crisis recurrentes, con una intensidad y
frecuencia variables. Se caracteriza por sintomas toracicos intermitentes, obstruccion

reversible de las vias respiratorias e hiperreactividad bronquial (8,11,31,32).

Entre los sintomas toracicos intermitentes se encuentran la tos (habitualmente no
productiva), las sibilancias, la opresion toracica, la disnea y, en determinadas
circunstancias, la expectoracion. La hiperreactividad bronquial no es exclusiva del asma

y se describe como una sensibilidad anormal de las vias respiratorias (8,11,31,32).

RINITIS

La rinitis se caracteriza por sintomas relacionados con la hipersensibilidad de las
fosas nasales como picazén nasal, estornudos, rinorrea y obstruccion nasal (16). Estos
sintomas se producen durante dos o mas dias consecutivos durante mas de una hora en la

mayoria de dias (33).

Cuando se asocia con una respuesta inmunitaria mediada por IgE frente a
alérgenos se denomina rinitis alérgica. Ademas, se puede presentar de forma perenne o
de forma estacional inducida por polen, en este caso se denomina rinitis alérgica
estacional (3). A menudo se asocia con sintomas oculares y se puede clasificar como

rinitis intermitente o persistente (16).

1.4.~ DIAGNOSTICO
ASMA

El diagnostico del asma se inicia mediante la exploracion fisica del paciente y la

recogida de informacion para su historia clinica. El diagnostico se apoya en la evaluacion
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de los sintomas en un contexto de variabilidad funcional pulmonar provocada por factores

desencadenantes.

La variabilidad funcional pulmonar se valora realizando las siguientes pruebas:
espirometria basal, prueba de broncodilatacion y pruebas de provocacion bronquial. La
posible base alérgica del asma se estudia mediante pruebas cutaneas intraecpidérmicas con
una bateria de aeroalérgenos adaptada a la zona del paciente o a su caracteristica; también
se pueden determinan los niveles de IgE total e IgE especifica. Para descartar otras
patologias se deben valorar todos los datos de manera conjunta y utilizar los medios

diagnosticos necesarios (8,32).

RINITIS

El diagnostico de la rinitis es basicamente clinico. La historia clinica resulta
esencial para el diagnostico y para la valoracion de su gravedad (16). El diagnostico de
rinitis se basa en la concordancia entre los sintomas y las pruebas diagnosticas. Los
sintomas tipicos son rinorrea, estornudos, obstruccién nasal, prurito nasal y es muy

caracteristico que se asocie conjuntivitis (16).

La estacionalidad de los sintomas o su aparicion al contacto con determinados
alérgenos incrementa la sospecha clinica. Si se sospecha rinitis ocupacional se realizaran
pruebas de provocacion nasal. Se puede realizar una endoscopia nasal para excluir causas

estructurales en las fosas nasales (32).

La posible base alérgica de la rinitis se estudia, al igual que en el caso del asma
alérgica, mediante pruebas cutaneas intraepidérmicas con una bateria de aeroalérgenos
adaptada a la zona del paciente o a sus caracteristicas y se pueden determinan los niveles
de IgE total e IgE especifica. Se deben valorar todos los datos de manera conjunta y, en

cualquier caso, siempre ligados con la clinica.

1.5~ FACTORES DE RIESGO DEL ASMA Y LA RINITIS ALER GICA

En la actualidad, se desconocen las causas responsables de la aparicion del asma

y la rinitis. Se piensa que su aparicion es el resultado de una compleja interaccion entre
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una predisposicion genética y diversos factores genéticos y ambientales, que se
entremezclan de manera compleja, originando la susceptibilidad a dichas enfermedades.
Por este motivo, estas enfermedades presentan una importante heterogeneidad fenotipica,

es decir, presentan multiples formas de manifestacion.

En el asma y la rinitis existen factores de riesgo que provocan la aparicion de los

sintomas. Entre ellos cabe destacar:

1.5.4~ GENETICA

Las enfermedades atdpicas (asma, rinitis, eczema) presentan fenotipos complejos,
no solo por la influencia de una gran diversidad de factores ambientales, sino porque el
componente genético se comporta de forma compleja. Se cree que el caracter poligénico
de las enfermedades atopicas esta influenciado por interacciones entre multiples genes y
por multiples variantes genéticas. La identificacion de genes de la enfermedad se ve
dificultada por la cantidad de fenotipos resultantes de la heterogeneidad de /loci, la
penetrancia incompleta y otros factores no genéticos, muchos de ellos probablemente
desconocidos (34). La contribucion genética en el desarrollo de asma y rinitis alérgica

tiene su propio apartado mas adelante.

1.5.2~ TABAQVISMO

Ser fumador activo o pasivo aumenta el riesgo de desarrollar asma en la edad
adulta. Se ha demostrado que cuantos mas intenso es el tabaquismo, mayor es el riesgo
de desarrollar asma. Ademas, parece ser que el tabaco y los aeroalérgenos combinados

tienen un efecto aditivo o sinérgico (10).

Por otra parte, se ha observado que los asmaticos fumadores presentan mas
sintomatologia, mayor morbilidad y peor calidad de vida que los asmaticos no fumadores
(35). Esto podria ser debido al dafio producido en la mucosa de las vias respiratorias, que
puede manifestarse a través de un aumento de concentracion de la IgE asociado al tabaco

(36).
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Estos hallazgos se traducen en una disminucion acelerada de la funcion pulmonar
en los asmaticos fumadores, una mayor gravedad y un peor control del asma, asi como

una reduccion de la capacidad de respuesta a los glucocorticoides (37).

El dafio producido en las vias respiratorias de fumadores con asma parece
localizarse a nivel de las células epiteliales, lo cual aumenta la produccion de moco y la
disnea. Este dafio no se observa en las células epiteliales de los ex fumadores y los no
fumadores, lo cual sugiere que los cambios inducidos por el tabaco pueden revertir tras

dejar de fumar (38).

Por ultimo, el consumo de tabaco podria interferir en el tratamiento del asma
reduciendo la efectividad de los corticosteroides a través de la generacion de peroxinitrito,
disminuyendo la actividad de la histona deacetilasa (HDAC), permitiendo, asi, que los
genes relacionados con la inflamacion permanezcan activados mientras el peroxinitrito

siga produciéndose (Figura 5) (37).

Humo dﬁli /'Irlﬂ;nani on

P initrit

NO

Tyr ) Destruccion

proteosomica
| HDAC

# Acetilacién W Genes de la Inflamacién
T Expresién de genes * | Respuesta a estercides

de la inflamacién

Figura 5.- Posible mecanismo de interferencia del tabaco en la accion de los corticosteroides

37).
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1.5.3~ OBESIDAD

La incidencia de asma en pacientes con sobrepeso se incrementa en un 50 % (39).
El mecanismo que permite la asociacion del asma con la obesidad es complicado, y se ha
relacionado con el aumento de adipocitocinas como la leptina y resistina, y la disminucion
de adiponectina en el tejido adiposo visceral. La leptina y la adiponectina pueden tener
efectos directos en la inflamacion de las vias respiratorias durante el ataque de asma
(Figura 6) (10). Asi, la adiponectina tiene propiedades antiinflamatorias, ya que inhibe
los efectos proinflamatorios de citoquinas como TNF-a e IL-6, e induce la expresion de
citoquinas antiinflamatorias, como la IL-10 y el antagonista del receptor de la IL-1 (40).
Por su parte la leptina tiene un efecto proinflamatorio aumentando la produccion de
citoquinas estimuladoras de lipopolisacarido (LPS) por macréfagos y monocitos,
aumentando la produccion de citoquinas Thl y disminuyendo las citoquinas Th2, lo que

sugiere que la leptina puede desempetiar un papel en el asma (41,42).

tCirculacion exogena de Leptina)
promueve 1a hiperreactividad de
las vias agreas v Ia produccion dej hiperreactividad, 1a afluencia de
IgE 20sinofilos y citokinas Th2 en
respuesta al alergenn

tCirculacidn exdgena de
Adipanectina inkibe la

Tejido Adiposo ,
Mumne RN 1 Leptina Tejido Adiposo

Sérica Murno

TN, 1 SR W | Circularizacién
Adiponecting

Figura 6.- Representacion esquematica del papel sugerido para la adiponectina y leptina en

la induccion del asma por alérgenos en un modelo mirido. Modificada (42).

Ademas, el aumento del indice de masa corporal (IMC) se ha asociado con el
incremento de manera paralela en la prevalencia de enfermedades alérgicas (40,43).

Algunos autores creen que una explicacion alternativa pueda ser que el sobrepeso y el
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asma tenga factores de riesgo en comun relacionados con el estilo de vida, la dieta o un
bajo nivel de actividad fisica, en vez de que el sobrepeso sea el causante del asma (43).
Por ultimo, se ha observado en estudios de asociacién en genoma completo, GWAS
(Genome-wide association study), que existen regiones cromosémicas, como 5q, 6p, 11q

y 12q, donde se localizan genes candidatos tanto para la obesidad como para el asma (41).

1.5.4~ ESTR OGENOS

Los estrogenos desempenan un papel dispar en las enfermedades alérgicas. Los
datos epidemioldgicos indican que el asma es mas prevalente y grave en las mujeres
adultas. Esto puede ser debido a la asociacion de los estrogenos con cambios en el
mecanismo de la inflamacion de las vias respiratorias. Parece ser que el efecto depende
de la concentracion de hormona presente (44). También se ha observado que la
prevalencia del asma disminuye tras la menopausia y con el uso de anticonceptivos, y que
el riesgo aumenta con la terapia de reemplazo hormonal postmenopausica (10). Algunos
de los efectos de los estrogenos potencialmente relacionados con el asma se muestran en

la figura 7.

T Produccion de IL-1f, TNF-a por los pulmones
T Produccion de IL-4 por la médula 6sea —— Eosinofilia

| Expresion de células T reguladoras

. Diferenciacion y proliferacion de precursores
1 12-HETE — TIL-5eIL-13 eosinofilicos
Movilizacion de eosindfilos desde la médula
osea
- Aumento de eosinofilos en 1a sangre v las vias aéreas

ESTROGENO

Histamina

T Desgranulacién de mastocitos y basofilos Leucotrienos

_ Otros mediadores
1 Diferenciacién de células CDy* en células Th2

Cambio de células B para la produccion de IgE especifica

AN\

T Produccion de células dendriticas —— TTh2 respondedoras

Figura 7.- Representacion esquematica de algunos de los efectos de los estrogenos en células

inmunes y moléculas con potencial interés en el asma (45).
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Curiosamente, se ha demostrado una relacion entre el asma y una hormona
relacionada con los estrogenos, la oxitocina. Los receptores para la oxitocina se
incrementan con el aumento de estrogenos y, recientemente, se ha descubierto que los
receptores de oxitocina se expresan a niveles bajos en las células musculares lisas de las
vias respiratorias. Estos receptores aumentan en el caso de aumentar la IL-13 y el TNF-
a, que son mediadores de la inflamacion en el asma; este hallazgo sugiere un papel de los

receptores de oxitocina en el empeoramiento del asma durante el embarazo (45).

1.5.5~ INFECCIONES

Siempre han estado relacionadas con las enfermedades alérgicas. Se ha observado
que el control del asma empeora cuando se produce una infeccidn viral, particularmente
por los rinovirus. Se ha confirmado que el 80-85 % de los nifios asmaticos con infeccion
viral sufrian una crisis de asma (46). También se ha observado que el riesgo de desarrollar
asma aumenta en caso de infecciones por el virus respiratorio sincitial (VRS) y de
rinovirus en las primeras etapas de la vida. Se ha demostrado que la infeccién por VRS
en la infancia puede alterar el equilibrio en la respuesta inmune Th1/Th2, a favor de una
respuesta Th2 de sensibilizacién a aeroalérgenos, pudiendo inducir, de este modo, el

desarrollo de un fenotipo asmatico (47).

Estudios recientes han descubierto que determinadas bacterias, como Mycoplasma
pneumoniae 'y Chlamydia pneumoniae podrian estar implicadas en el aumento de la
inflamacion y la sensibilizacion a factores estimulantes de la misma que causan ataques
de asma (46). Otros estudios han implicado a la Bordetella pertussis y al virus del
sarampion con el aumento de riesgo de desarrollar asma tardiamente en la vida (10).
Varios estudios sugieren que la exposicion a algunos agentes infecciosos y endotoxinas
bacterianas puede mejorar la proteccion frente a la atopia, mientras que otras infecciones

parecen estar relacionadas con el desarrollo de las enfermedades alérgicas (46).

La exposicion a agentes infecciosos podria acelerar la disminucion de la respuesta
Th2, que se encuentra aumentada en las primeras semanas de vida; en relacion a este
punto, varios estudios han demostrado una relacidn inversa entre atopia y la respuesta a

tuberculina, hepatitis A, e infeccion por sarampion en la infancia (Figura 8) (48).
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Figura 8.- Esquema resumido donde la exposicion a infecciones podria estar relacionada con

la respuesta del sistema inmune y el desarrollo de las enfermedades alérgicas (49).

1.5.6~ ANTIBIOTICOS

Recientemente se ha observado un aumento del riesgo de rinitis alérgica en nifos
que recibieron antibidticos en su primera semana de vida (50). La influencia de la
microbiota intestinal en la vida temprana podria proteger frente al desarrollo de
enfermedades alérgicas mediante la supresion de respuesta inmune dirigida por células
Th2, siendo asi mas dominante la respuesta inmune dirigida por las células Th1. Por tanto,
determinados cambios en la microbiota intestinal se asocian con una mayor prevalencia
a desarrollar enfermedades alérgicas (50); por eso, parece ser que a través de la inhalacion
y exposicion a los metabolitos de la fermentacién bacteriana podrian influir en el

desarrollo de la alergia y el asma (Figura 9) (51).

El efecto inmunomodulador de la microbiota se ha caracterizado en un estudio en
el que se comprobo que los nifios alérgicos presentaban menor cantidad de Lactobacillus
y mayor de microorganismos aerobios, como coliformes y Staphylococcus aureus, en su
flora intestinal en comparacion con los nifios no alérgicos (52). De hecho, se ha sugerido
que la menor prevalencia de alergia entre los agricultores puede ser debida a la exposicion

a leche sin pasteurizar, que contiene gran cantidad de Lactobacillus (48).

17



Vida Urbana y Dieta Vida Rural y Dieta

Menor Exposicion  microbiana, Mayor Exposicidn microbiana v
mas alimentos procesados diversidad.  Menoz  alimentos
procesados y leche sin pasteurizar

Inhalacidn de microbios ¥
sus componentes

1
| Posible siambra intestinal del
| microbioms de 12 via adrea

Componentes dietéticos que
apoyan consecuencia de
ciertas bacterias

Mayor Incidencia de Menor Incidencia de
Alergia y Asma Alergia y Asma

Figura 9.- La exposicion microbiana directa a través de la inhalacion y la microaspiracion o
la exposicion a los metabolitos de la fermentacion bacteriana mediada de componentes de la

dieta podrian ser factores que influyen en el desarrollo de la alergia y el asma (52).

1.5.7~ ESTRES

Determinados estudios longitudinales indican que los niveles elevados de estrés
aumentan de 2 a 3 veces el riesgo de sufrir asma (10). Se ha demostrado que el estrés
modula y activa un niimero de vias bioldgicas que pueden estar implicadas en la
fisiopatologia del asma, entre las cuales se encuentra la activacion del eje hipotaldmico-

hipofisario-adrenal.

La activacion de dicho eje compromete la produccion de cortisol y adrenalina, que
puede también activar la respuesta inmune mediada por células Th1 y Th2. De este modo,
se puede alterar el sistema psicoldgico, inmunoldgico y endocrino, contribuyendo al

comienzo del asma (10).

En el caso de la rinitis alérgica se ha demostrado un aumento de la produccion de
citoquinas proinflamatorias asociado a un episodio de ansiedad generado tras una

situacion de estrés (53). De esta forma, aumentaria la inmunidad humoral a expensas de
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la inmunidad mediada por células, proporcionando el mecanismo por el cual el estrés

favorece la produccion de IgE.

Durante el estrés se producen cambios inmunologicos, como el cambio de
respuesta Thl a Th2, lo que puede fomentar la aparicion de respuestas alérgicas en
individuos susceptibles. De hecho, el cambio de respuesta Th1 a Th2 puede deberse a los
niveles de cortisol o noradrenalina, controlados por el eje hipotalamico-hipofisario-

adrenal y, por tanto, controlado por la situacion emocional del individuo.

En un estudio reciente, en el que se realizaron pruebas cutaneas intraepidérmicas
antes y después de una situacion de estrés que desencadeno un episodio de ansiedad, todos
los individuos presentaron un didmetro de la papula mayor tras la situacion de estrés (54).
Parece ser que el aumento de ansiedad se asocia con un aumento de IL-6 que aumenta y
prolonga los sintomas de rinitis alérgica. También se demostrd que la ansiedad aumenta

los efectos del estrés sobre la respuesta de fase tardia (54).

Por ultimo, se ha demostrado que la exposiciéon maternal a eventos estresantes
durante el embarazo aumenta el riesgo del futuro nifio de padecer asma, rinitis alérgica y

eczema en la infancia (55,56).

1.5.8~ FACTORES MATERNOS

Baker observo que los eventos intrauterinos podrian tener consecuencias para la
vida del nifio. Esto ha provocado un gran interés en el papel de los eventos intrauterinos

para explicar el origen de muchas enfermedades cronicas (48).

En modelos muridos se ha demostrado que durante el embarazo la unidad feto-
placentaria produce citoquinas Th2 (IL-4, IL-5, IL-13), que inhiben la actividad Thl
maternal con el fin de proteger el embarazo. Asimismo, la produccion de citoquinas Th1
(IFN-y, IL-2 y TNF-B) se asocia con compromiso del embarazo (Figura 10). Por esta

razon la respuesta inmune fetal se encuentra sesgada hacia una respuesta Th2 (48).
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Figura 10.- Las citoquinas Th2 (IL4 e IL-13) estan relacionadas con el mantenimiento del
embarazo y los linfocitos T reguladores fetales que segregan citoquinas (IL-10 y TGF-§)
dirigidas a disminuir la respuesta Thl de la madre (48).

Parece ser que una alteracion en el equilibrio de la produccidon de citoquinas
desempena un papel importante en el riesgo de desarrollar alergia. Asi por ejemplo, se ha
observado que el riesgo es mayor en el caso de atopia materna; se piensa que esto pueda
ser debido a que la madre presenta niveles mas altos de IgE, los cuales son proporcionales
a los que se encuentran en el liquido amnidtico a pesar de que la IgE no atraviesa la

placenta (57).

La presentacion antigénica facilitada por IgE permitiria la sensibilizacion a
concentraciones extremadamente bajas del alérgeno (48,57). Este mecanismo de
sensibilizar al feto con una respuesta sesgada hacia Th2 pudo haber evolucionado como
método de proteccion frente a la exposicion a parasitos maternos del tipo de los helmintos

(57).
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1.5.9~ AFR OALER GENOS

Los aeroalérgenos estan implicados en el asma y la rinitis alérgicas. Se clasifican
como aeroalérgenos de interior (principalmente acaros, epitelios, y algunos hongos) o
exterior (polenes y hongos). Los alérgenos de exterior parecen estar relacionados con un
mayor riesgo de rinitis estacional, mientras que los alérgenos de interior estan mas

relacionados con el riesgo de padecer asma o rinitis perennes.

Sin embargo, estudios que utilizan la clasificacion ARIA muestran que mas del
50 % de los pacientes sensibilizados presenta rinitis persistente y la mayoria de pacientes
sensibilizados a dcaros padece rinitis alérgica intermitente leve (16). La prevalencia de
sensibilizaciéon mediada por IgE a alérgenos de interior se correlaciona con la frecuencia

del asma y su gravedad (16).

1.5.10~ CONTAMINACION DEL AIRE

Los estudios epidemiologicos sugieren una fuerte asociacion entre la
contaminacion del aire y las exacerbaciones del asma, rinitis y otras enfermedades
alérgicas. Los contaminantes aéreos se pueden clasificar de diferentes maneras, como se

muestra en la tabla 2.

En experimentos realizados con animales se ha demostrado que Ia
hipersensibilidad a la ovoalbimina es mas facil de inducir cuando se expone a los
animales a emisiones de particulas de diésel u ozono (O3) (46). Por esto, se ha sugerido
que las modificaciones de los epitelios influyen directamente sobre como actia el sistema
inmune, aumentando la respuesta a los antigenos. El aumento de niveles de O, y NO» se
ha asociado a un mayor riesgo de ingreso por asma, tanto en nifilos como en adultos (46).
También las particulas de combustion de los motores diésel (DEP) intensifican la
sensibilizacion a alérgenos; teniendo en cuenta que hasta el 30 % de DEP inhaladas puede
depositarse en los alveolos, podemos entender la importancia que tiene considerando que
tienen un efecto adyuvante (46). Las particulas de escape diésel alteran las respuestas a

citoquinas, provocan un aumento de IgE y una activacion preferencial de células Th2

(16).
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Tabla 2.- Clasificacion de los contaminantes aéreos (58).

Segun el mecanismo de produccion

Primarios Emitidos directamente a la atmdsfera (SO2, NOx, CO, Particulas)

Secundarios Formados en el aire como resultado de reacciones quimicas (O3,
NOx y algunas particulas)

Segun la localizacion

De interior Productos de combustion (humo de tabaco, lena), CO, COo,
compuestos organicos volatiles (hidrocarburos, aldehidos,
benceno, tolueno), agentes microbiolodgicos, polvos organicos,
radon, fibras de vidrio, etc.

De exterior SO2, 03, NOx, CO, particulas y compuestos organicos volatiles

Segutin las caracteristicas fisico-quimicas

Gaseosos SO,, O3, NOx, CO, compuestos organicos volatiles (dioxinas,
bencenos, aldehidos, 1,3 butadieno)

Particulas Gruesas (2,5-10um), finas (0,1-2,5 um) y ultrafinas (< 0,1 pm)

1.5.411~ DIETA

El aumento de la riqueza en los paises desarrollados ha crecido en paralelo al
aumento de la prevalencia del asma. Esto puede ser debido al empobrecimiento de la dieta
en consumo de frutas, verduras y patatas que parece haber aumentado los niveles de
enfermedades atdpicas. Estos alimentos son la principal fuente de antioxidantes como la

vitamina C y los carotenos (59).

Se ha demostrado, en ratones, como el acido retinoico desempefia un papel
importante sobre el equilibrio Th1/Th2 ya que tiene la capacidad de inhibir la produccion

de IgE dependiente de IL-4 en células B (60).

Por otra parte, la deficiencia de vitamina D en los paises industrializados puede

afectar al desarrollo fetal del pulmon y del sistema inmune. Se postula que esta deficiencia
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tendria un papel crucial en el desarrollo del asma (61). También se ha demostrado que la
vitamina D desempefia un papel importante en el desarrollo de rinitis alérgica, tanto en
hombres como en mujeres de origen europeo (62); los datos parecen replicarse en etnias

diferentes, como muestra un estudio coreano (63).

En cuanto a los beneficios de la dieta sobre la sintomatologia, en un estudio
realizado en niflos se estudid la prevalencia de rinitis alérgica y se asocio a los habitos
alimenticios, concluyendo que el consumo frecuente de cereales, arroz, pasta y chocolate

puede tener un efecto beneficiosos sobre los sintomas de la rinitis (64).

Por otra parte, en cuanto al embarazo, se ha observado que la ingesta de leche y
cacahuete por parte de la madre se ha asociado con una reduccién en el riesgo a padecer
asma y rinitis alérgica en los nifios (65). Ademas, en una revision se llegd a la conclusion
de que una dieta materna saludable rica en antioxidantes y 4cidos grasos omega-3 durante
el embarazo y del nifio durante la infancia puede reducir significativamente la prevalencia
y la incidencia de asma, rinitis alérgica y dermatitis atdpica, incluso en nifios con una
predisposicion hereditaria a padecer atopia (66). No obstante estos datos no estdn

universalmente aceptados.

Otros estudios han apercibido que el consumo de refrescos se asocia con un mayor
riesgo de desarrollar asma (67). Ademas se sugirid que los yogures bajos en grasa pueden
estar detras de un aumento de riesgo de padecer asma Yy rinitis alérgicas en nifos cuyas

madres se han alimentados de los mismos durante el embarazo (68).

1.6.~ SENSIBILIZACION

Generalmente se acepta que la exposicion a los alérgenos es un prerrequisito para
la sensibilizacioén a alguno de ellos, por ello es necesario comenzar definiéndolos. La
EAACI como la WAO define alérgeno como una proteina o glicoproteina capaz de unirse
a la IgE (69,70). Por otro lado, la WAO define la monosensibilizacion como la
sensibilizacion a una fuente, familia taxonémica o grupo de alérgenos, como los dcaros;
esta amplitud de definicion puede dificultar la compresion de los estudios de

sensibilizacién. En cambio, la polisensibilizacion es la sensibilizacion confirmada a
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través de pruebas cutaneas intraepidérmica o ensayos de IgE especifica a dos o mas
fuentes, familias taxondmicas o grupos de alérgenos (70). Ademads la polisensibilizacién
puede ser dividida en, sensibilizacién/reactividad cruzada y cosensibilizacion. En la
sensibilizacion/reactividad cruzada la misma molécula de IgE puede unirse a diferentes
alérgenos con caracteristicas estructurales comunes, mientras que en la cosensibilizacién
diferentes moléculas de IgE se unen a grupos de alérgenos que pueden no tener

necesariamente caracteristicas estructurales comunes (71).

Los primeros estudios que intentan definir la monosensibilizacion y
polisensibilizacion comienzan en la década de los 90. Un estudio realizado en poblacion
de 3-74 afos diagnosticada de asma y/o rinitis concluye que los pacientes
polisensibilizados tienen una edad media inferior que los monosensibilizados (16,69 afios
frente a 21,89 afos) y, ademas que la sensibilizacion a acaros y polen de arboles se asocia

mas frecuentemente con sintomas asmaticos (72).

En las siguientes décadas, diferentes sociedades y grupos de investigaciéon han
seguido estudiando la sensibilizacion para definirla. En un estudio de la European
Community Respiratory Health Survey (ECRHS) realizado en poblacion general utilizan
pruebas cutdneas y niveles de IgE especifica para definir la monosensibilizacion y
polisensibilizacién. La mediana de edad de la poblacion fue de 34 afios y un pequefio
porcentaje estaba diagnosticado de asma y/o rinitis. Se estim6 que entre el 57 % y un
67,8 % de la poblacion europea no esta sensibilizada a ningtn alérgeno, del 16,2 % al
19,6 % eran monosensibilizados y del 12,8 % al 25,3 % eran polisensibilizados, llegan a
la conclusion de que al aumentar el nimero de alérgenos utilizados para las pruebas
cutaneas aumenta la prevalencia de sujetos sensibilizados y, mas concretamente, los

polisensibilizados (73).

El tercer estudio de la National Health and Nutrition Examination Survey
(NHANES III) investig6 la sensibilizacion a 10 alérgenos comunes en los Estados Unidos
en poblacion general entre 6 y 59 afios. Mediante pruebas cutdneas observaron que el
45,7 % de la poblacion no estaba sensibilizado, el 15,5 % de la poblacion presentaba
monosensibilizacion y el 38,8 %, polisensibilizacion (74). La mayor prevalencia fue para

los acaros del polvo y el pico de mayor sensibilizacion se produjo en la 3* década de la
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vida (74). Ademas la prevalencia es mayor en los varones que en las mujeres al igual que

los niveles de IgE total (75).

En otro estudio realizado, en el que se utilizé poblacién militar por su elevada
movilidad, se investigo la prevalencia de sensibilizacioén a una bateria de 53 alérgenos en
pacientes con sintomas de rinitis. Se observo que el 81,6 % de los pacientes estaba
sensibilizados, que la sensibilizacion era ligeramente superior en los varones pero no
habia diferencias significativas respecto a las mujeres, y que, de todo el conjunto de
sensibilizados, el 9,2 % estaba monosensibilizado a un unico alérgeno. También se
concluyd que la poblacion entre 10-19 afos presentaba un nimero mas elevado de
pruebas cutdneas positivas, si bien la prevalencia de la atopia fue mayor entre 30-39 afios
con un 85,5 %. Los alérgenos mas comunes de la bateria a los que presentaban

sensibilizacion fueron las gramineas, el cedro y los acaros del polvo (76).

En otro estudio con pacientes diagnosticados de asma leve o moderada,
unicamente no presentaba sensibilizacion un 5 % de los casos y estaba sensibilizado a 1
o 2 alérgenos el 14 %, y a 3 o mas alérgenos el 81 % de los casos. Ademads, se observo
que los niveles de IgE total, el NO exhalado y la PCy se correlacionaban con la
sensibilizacion a los alérgenos (77). Por lo tanto, la polisensibilizacién es mas prevalente

que la monosensibilizacién (78).

En Espafia se realizo un estudio conjunto entre Espafia y Portugal, en el que se
estudi6 una poblacién diagnosticada con rinitis alérgica en una poblacién con edades
comprendidas entre los 10 y 50 afios, con una edad media de 27 afios. De entre la bateria
de 20 aeroalérgenos utilizada se observo que los acaros del polvo (Dermatophagoides),
el polen de las gramineas y el olivo eran los aeroalérgenos mas prevalentes. En este
trabajo se concluyd que los sujetos con asma estan sensibilizados significativamente a un
mayor numero de aeroalérgenos, ademas de que su nivel de gravedad estaba relacionado

con las caracteristicas de la rinitis alérgica (79).

En estudios efectuados en poblacion general infantil el 39,9 % presentaba
sensibilizacion, el 12,4 % eran monosensibilizados (73 % a aeroalérgenos y 27 % a

trofoalérgenos), el 18,9 % estaba sensibilizados a 2-4 alérgenos y el 8,6 % fue sensible a
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5 o mas alérgenos (80). El alérgeno mas comun entre los monosensibilizados fueron los
acaros del polvo, seguidos del polen de gramineas y el polen de arboles. Los valores de
IgE total en suero y la cosensibilizacion entre alérgenos biologicamente no relacionados
sugiere que la polisensibilizacion es la expresion de una clinica distintiva, que podria
demostrar que forman parte de un fenotipo mas grave de atopia. Ademas, se demostro

que los niveles de IgE se incrementaron con el aumento del nimero de sensibilizaciones

(80).

En un estudio sobre la calidad de vida de los pacientes con asma intermitente se
llegb a la conclusion de que la sensibilizacion a multiples alérgenos estaba
significativamente asociada con una peor calidad de vida, con lo cual concluyen que es
debido a que un paciente polisensibilizado con asma presentard durante mayor tiempo
inflamacion de las vias respiratorias, al estar mas tiempo expuesto a aquello que provoca

la inflamacion (81).

Por ultimo indicar que hay estudios que sugieren que los efectos de los SNP
pueden ser diferentes para diferentes antigenos (82,83). Asi por ejemplo, en poblacion
lituana diagnosticada de rinitis alérgica se ha observado que existen 13 SNP conocidos

que fueron asociados con la sensibilizacion alérgica a aeroalérgenos especificos (84).

1.7.~ GENETICA DEL ASMA Y LA RINITIS

A principios del siglo XX, los estudios en familias evidenciaron la asociacion
entre el asma y un factor familiar, demostrando asi que las enfermedades atopicas tenian

una base genética (85,86).

En la década de los 80 aparecieron los primeros estudios de segregacion familiar
y de gemelos monozigdticos y dizigéticos (87), cuyo objetivo era definir el patréon de
herencia. El resultado de todos estos estudios fue determinar que el asma no sigue un
patron de herencia mendeliana clasico, tipico de trastornos provocados por un solo gen,
sino que es un sindrome multifactorial consecuencia de la interaccion compleja entre

diversos factores genéticos y ambientales (88).
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A partir de los 90 empieza a entenderse el asma como una enfermedad compleja
y multifactorial, en la que existen gran variedad de fenotipos, que indican que pueden

influir gran cantidad de genes.

La complejidad genética del asma se debe a que varios genes estan implicados en
la patogénesis (la herencia seria poligénica), a que diferentes combinaciones de genes
actan en diferentes familias (heterogeneidad genética), y a que un mismo gen o conjunto
de genes influyen en multiples rasgos (pleiotropia), por ejemplo, en el caso del asma y el

€czema.

Por otra parte, las influencias ambientales darian lugar a una complejidad mayor
para comprender como se expresa el asma, aunque el principal problema es el hecho de

que hay dificultades para estandarizar el diagnostico del mismo (87).

En la siguiente década, con el desarrollo de la epigenética, que estudia como se
producen cambios reversibles en el material genético debidos a maultiples factores
ambientales (89), comienza a entenderse coOmo interacciona el ambiente y qué

repercusiones tiene para el desarrollo de la enfermedad.

En cuanto a la rinitis alérgica, al igual que otras enfermedades atdpicas, se ha
demostrado, en estudios de segregacion familiar y estudios gemelares monozigoticos y
dizigoticos, la importancia del componente genético para la expresion de la misma. La
complejidad de esta enfermedad es similar a la de otras enfermedades atdpicas en las que

los factores ambientales complican la compresion de la misma (90,91).

1.7 4~ ESTVDIOS GENETICOS

Para estudiar los genes relacionados con el asma y la rinitis alérgica se han
realizado distintos tipos de estudios entre los que destacan los estudios de ligamiento y

los estudios de asociacion de genes candidatos.
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ESTVDIOS DE LIGAMIENTO

Los estudios de analisis de ligamiento son la primera aproximacion empleada para
el estudio de los factores genéticos del asma. Estos estudios tienen como fin determinar
en el genoma de enfermos emparentados aquellos factores genéticos que han podido
heredar y puedan actuar como marcadores genéticos del desencadenamiento de la

enfermedad.

Las regiones del genoma que albergan loci de susceptibilidad entre familiares
afectados serdn compartidas con mas frecuencia de lo esperado por el azar; asi, entre
hermanos se deberan buscar /oci que se compartan mas del 50 % de las veces. De esta
forma se obtiene informacion de genes o regiones que albergan multiples variantes raras

que confieren riesgo para la enfermedad (1).

El uso de estudios de este tipo ha estado motivado por dos consideraciones:
permitian identificar nuevos genes y rutas implicadas, ya que no requieren hipotesis a

priori, y eran ideales para la identificacion de alelos con gran efecto fenotipico (92).

ESTVDIOS DE ASOCIACION

Los estudios de asociacion de genes candidatos se basan en seleccionar genes que
intervienen en una patologia. En estos estudios se comparan frecuencias alélicas y
genotipicas entre sanos y enfermos sin ningun tipo de lazo familiar. La combinacién de
marcadores genéticos que tienden a heredarse juntos contenidos en un cromosoma se
denomina haplotipo. Estos haplotipos son los que se estudian en poblacion enferma para
determinar qué marcadores genéticos comparten o como la combinacion de dichos
marcadores dan lugar a diferentes fenotipos de la enfermedad. A diferencia de los estudios
de ligamento, los estudios de asociacion tienen mdas capacidad para detectar

polimorfismos que confieren un rasgo moderado para desarrollar la enfermedad (93).

La principal ventaja de los estudios de asociacion respecto de los estudios de
ligamiento es que se pueden detectar genes con pequefios efectos utilizando el mismo
tamafio de muestra usado en un estudio de ligamiento. Ademas, la obtencion de muestras

es mas sencilla, ya que es mas dificil obtener la colaboracion de familias que de personas
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no emparentadas. Otro problema de los estudios de asociacion de casos y controles es la
estratificacion de la poblacion, que podria incrementar el error de tipo I y generar
diferencias en las frecuencias alélicas entre enfermos y sanos que no se debieran a la

enfermedad (94)

Los estudios de asociacion en genoma completo (GWAS: Genome Wide
Association Studies) son un tipo de estudios de asociacion donde se analizan miles de
polimorfismos que se encuentran repartidos por todo el genoma. El objetivo de estos
analisis es relacionar algunos de estos polimorfismos con la susceptibilidad a padecer una
determinada enfermedad o algun sintoma relacionado con una enfermedad. Este tipo de
estudios es posible gracias a que actualmente se comercializan microarrays, que permiten

genotipar desde 300.000 a mas de 1 millon de polimorfismos (1).

Por otra parte, para que los resultados de estos estudios sean fiables hay que ser
muy estricto caracterizando a la poblacion en estudio, sobre todo en los controles, ademas
de evitar la estratificacion de la poblacion (95). También es necesario que la muestra sea
aceptablemente grande para que el poder estadistico sea suficiente como para identificar
los alelos de baja frecuencia, ya que el poder estadistico depende del tamafio de la muestra
y de la frecuencia de la variante del alelo asociado (96). El tamafo de la muestra hace que
el procesamiento de datos por herramientas bioinformaticas sea complicado, a lo cual se

suma el hecho de que existen problemas para replicar los resultados (95).

En la actualidad, los estudios de microarrays estan siendo reemplazados por los
estudios de Next Generation Sequencing (NGS) en los que mediante secuenciacion de
alto rendimiento se obtienen millones de secuencias cortas del genoma de una muestra.
Actualmente, muchas investigaciones en el campo de la alergia estin obteniendo
resultados que seran publicados en los proximos afios con esta técnica con la que se
obtiene ingentes cantidades de informacion. Asi por ejemplo, en el caso del asma con esta
técnica, se han encontrado 316 genes que se expresan en asmaticos en un estudio en el

que se investigaba la respuesta a glucocorticoides (97).
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1.7.2~ PRINCIPALES GENES ASOCIADOS AL ASMA Y LA RINITIS

Se han realizado cientos de estudios genéticos de asma y rinitis en distintas
poblaciones y sobre los diferentes fenotipos de los pacientes. El problema principal es
que estos estudios muchas veces no son replicables. Esta baja “replicabilidad” puede
deberse a tamafios de muestra pequefios o al mal disefio del estudio, por falta de
comparabilidad entre casos y controles, aumentado el riesgo a los sesgos por la

heterogeneidad en la exposicion ambiental y la estratificacion poblacional (98).

GENES DESCVBIER TOS MEDIANTE ANALISIS DE LIGAMIENTO

Los estudios de ligamiento han descubierto una gran cantidad de regiones
cromosoOmicas ligadas al asma y la atopia; entre las regiones cromosomicas replicadas en
varios estudios se encuentran 5q, 6p, 11q, 12q, 13q, 16p, 17q y 20p (99). Las regiones
cromosoOmicas identificadas mediante este tipo de analisis son extensas e incluyen cientos
de genes, de los cuales unos pocos estarian relacionados con el asma y la atopia. Por ello,
muchos de los analisis de ligamiento se acompafian de clonaje posicional, que consiste
en seleccionar marcadores genéticos dentro de una regiéon cromosdmica ligada para

descubrir cudl es el gen relacionado con la enfermedad (Tabla 3).

Tabla 3.- Genes relacionados con la susceptibilidad al asma identificados mediante

clonaje posicional (100).

Gen Loci Cromosomicos Gen Loci Cromosémicos
DPPI0 2ql4.1 CYFIP2 5q33.3
GPRA Tpl4.3 IRAK3 12921
HLAG 6p21.33 COL6AS 3g21
ADAM33 20p13 OPN3/CHML lqter
PHFI11 13q14.3
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GENES DESCVBIER TOS MEDIANTE ANALISIS DE ASOCIACION 0 GWAS

Debido a las ventajas de estos estudios respecto de los anélisis de ligamiento se
ha multiplicado la cantidad de genes descubiertos mediante esta metodologia y

relacionados con la susceptibilidad al asma, la rinitis y otras enfermedades alérgicas.

La mayoria de las asociaciones descritas son polimorfismos de genes que
codifican proteinas implicadas en rutas relacionadas con la respuesta innata, la
diferenciacion y funciones efectoras de los linfocitos Th2, con la funcidon pulmonar y la

remodelacion del epitelio bronquial, o la inmunidad de las mucosas (92).

En la figura 11, se pueden observar una relacion de genes en cromosomas

autosomicos replicados en varios estudios relacionados con el asma y la atopia.

Genes asociados con el fenotipo de asma [ atopia © N ™
CC16 ADAMEI

CCLS ADREZ
B0+ CTLA4 CH4
GRPA FCERIE
50 54 GSTM HLA-DEEA
- GSTP1 HLA-DREA
& IL10 s
=
3 404 LTA IL4RA
- LTCAS IL-13
= 30 MO THF
2 NOS |
a | PTGDR
g 20 SPINKS
e 0 15 STATE
10 TEXAIR
> L / | TGFB

2-5 &-10 =10

MNomero de Publicaciones

Figura 11.- Relacion de genes replicados en el asma y la atopia. Modificado de (94).

31



1.7.3~ EPIGENETICA Y ALFR GIA

La epigenética se define como el conjunto de cambios en la expresion génica
heredables que se producen sin alterar la secuencia de ADN; intenta explicar la
interaccion entre genes y factores ambientales (89), en el caso de las enfermedades

alérgicas los factores ambientales podrian tener un papel esencial (101).

Estudios realizados en este campo sugieren que los cambios epigenéticos pueden
ser responsables de la variedad fenotipica que presentan los pacientes en cuanto a su
sintomatologia. Los cambios epigenéticos constituyen un conjunto de cambios reversibles

en la expresion génica, que se producen sin alterar la secuencia de ADN.

Los mecanismos epigenéticos en humanos son la metilacion del ADN, las

modificaciones postraduccionales de las histonas y los ARN no codificantes.

METILACION DEL ADN

La metilacion del ADN es el proceso bioquimico por el que se afiade un grupo
metilo a los nucledtidos que presentan una citosina que precede en el genoma a una
guanina. Estas modificaciones se localizan en sitios denominados islas CpG y ejercen un
papel fundamental cuando se encuentran en las regiones promotoras de los genes, porque
al ser metilados se interrumpe la transcripcion génica, ya que los factores de transcripcion

no pueden interaccionar con la regién promotora.

Asi por ejemplo, se ha observado que la metilacion del ADN de los linfocitos T
desempefia un papel importante en el desarrollo, la activaciéon y mantenimiento de la

funcion efectora de estas células (101).

Se han identificado multiples genes a partir de estudios de asociacion de
metilacion del ADN para el asma, la atopia y exposiciones ambientales relacionadas;

estos genes se muestra en la tabla 4.
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Tabla 4.-Genes identificados a partir de los estudios de asociacion de metilacion del

ADN para el asma, la atopia y las exposiciones ambientales relacionadas (102).

Asma

Respuesta Inmune

FOXP3, INF-g, STATSA, CRIPI, IL-4R

Sintesis de NO ARG?2
Ruta Lipidica ALOXI2, ASCL3
Receptor Farmacologico ADRB?2

Atopia
Respuesta Inmune TLSP
Ruta Lipidica PTGDR
Xenobioticos CYP26A41

Humo de Tabaco

Respuesta Inmune

Metabolismo Xenobidtico

TGFB3

AHRR, CYPIAI

Sefnalizacion NPSRI, GFII, PTPRO
Oncogenes SPDEF, SNCG, AXL, MET, NBL1, KLK11
Agricultura

Respuesta Inmune

Sintesis de Esfingolipidos

STAT6, RADS50, IL13, IL4, CD14

ORMDL]I

Polucion

Respuesta Inmune
Sintesis de NO
Ruta Lipidica

Metabolismo Xenobidtico

FOXP3, IFN-g, CTLA-4, IL-10, IL-1-R2
NOS24, NOS3, iNOS
ASCL3

CYPBRDI

Senalizacion CLK2, MAP3K7, PIK3CG
Unioén a DNA ZNF445, PHF20L1, TRPS1
Mascotas

Respuesta Inmune

CD14
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MODIFICACION POSTR ADVCCIONAL DE LAS MISTONAS

Las histonas son unas proteinas alcalinas encargadas del empaquetamiento del
ADN para formar la cromatina. Las modificaciones quimicas de las mismas constituyen
el principal mecanismo de regulacion de la cromatina. Las principales modificaciones
postraduccionales son la acetilacion, metilacion, fosforilacion, ubiquitinacién y

sumoilacion.

Los efectos de tales modificaciones varian desde la activacion génica al
silenciamiento génico. Asi por ejemplo, la modificacion de histonas en la cromatina de
las células T desempefia un papel importante en la diferenciacion de las subpoblaciones

de células T, tanto en condiciones fisioldgicas como patologicas (101).

ARN NO CODIFICANTES

Finalmente, otro mecanismo epigenético de regulacion de la expresion lo
constituyen los RNA no codificantes entre los que destacan microARN (miARN),
pequeiios ARN de interferencia (ARNsi), ARN asociados a Piwi (Piwi-ARNs), ARN de
inicio de la transcripcion (ARNti),... (103). Algunos estudios han demostrado su relacion

con el asma (104).

1.8.~ PTGDR Y 1AS ENFER MEDADES ALER GICAS

1.8.1~ PROSTAGLANDINA D2

La prostaglandina D2 (PGD,) pertenece a un grupo de mediadores lipidicos
derivados del acido araquidonico, con funciéon autocrina y paracrina (105). Es el
metabolito mas abundante del 4cido araquidonico sintetizado por las ciclooxigenasas
(COX) y la PGD2 sintasa (PGDS) en los mastocitos, macrofagos y otras células. En los
pacientes que sufren enfermedades alérgicas, la produccion de novo de PGD, aumenta
con la exposicion a los alérgenos (106). Se ha relacionado la produccion de PGD> con

gran variedad de enfermedades alérgicas, como el asma, la dermatitis atdpica, la rinitis
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alérgica y la conjuntivitis alérgica y se han detectado niveles en piel, lagrimas y secrecion

nasal (107).

El 4cido araquidonico da lugar a la prostaglandina D2 tras una serie de reacciones.
En primer lugar, el acido araquiddnico, que se encuentra en la membrana plasmatica, es
hidrolizado por la fosfolipasa Ao, tras lo cual es transformado por las ciclooxigenasas 1 y
2 (COX-1 y COX-2) en un endoperoxido ciclico, la PGGy. Las dos isoformas de COX se
encuentran presentes en las vias respiratorias: la COX-1 se corresponde con la
prostaglandina H sintasa 1 (PGHSI1) y se expresa constitutivamente, mientras que la
COX-2 (PGHS2) es inducida durante los procesos inflamatorios. La actividad peroxidasa
de estas enzimas transforma la PGG; en PGH; que es un endoperdxido inestable (106).
A partir de la PGHa, producida por ambas isoformas de COX, una serie de enzimas
sintasas producen PGD», PGE:, PGF:a, PGl y TXA: (Figura 12). La expresion
diferencial de estas sintasas dentro de las células presentes en los focos de inflamacion
determina el perfil de los prostanoides producidos. Asi, por ejemplo, los mastocitos
generan predominantemente PGD; mientras que los macrofagos producen PGE: y TXAx

(108).

Prostaciclina
Sintasa

endoplasmatico

PGF
car PGD, b

Figura 12.- Ruta del acido araquidonico hasta la produccion de PGD:.
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La PGD; lleva a cabo sus funciones a través de sus receptores transmembranales,
PTGDR y CRTH: que pertenecen a la superfamilia de receptores asociados a proteinas G
heterotriméricas (109). Esta prostaglandina también se une al receptor del tromboxano A»
y a uno de los receptores de la prostaglandina E> (106). Los estudios han demostrado ser
contradictorios con respecto a si la PGD, desempeiia una funcidén proinflamatoria o

antiinflamatoria.

Para apoyar su funcion antiinflamatoria, algunos estudios han demostrado que la
administracion de PGD; disminuye la inflamacion intestinal en ratas (110), asi como en
la dermatitis atopica (111) y la inflamacion pulmonar aguda en ratones (112). Los
agonistas del receptor PTGDR inhiben la migracion de eosinéfilos (113) y la activacion

de células dendriticas en modelos muridos de asma (114).

Por otro lado, la accion proinflamatoria de la PGD2 viene apoyada por el hecho
de que al administrar un inhibidor de la H-PGDS mejora la inflamacion en las vias
respiratorias de ratones (115), el tratamiento con agonistas de CRTH2 agrava la dermatitis
atopica y el asma en ratones, y la administracion intratecal de PGD2 promueve la
migracion de eosinéfilos en ratas (116,117). Por tanto, parece probable que PGD2 regule

la inflamacion de forma diferente dependiendo de la enfermedad (118).

1.8.2~ RECEPTOR PTGDR

El receptor de PGD> se denomina habitualmente receptor prostanoide D (PTGDR)
o receptor prostanoide D1 (PTGDRI1), y también se le conoce como DP, DP1, AS1 o
ASTRI (119). Este receptor es codificado por el gen PTGDR, localizado en la region
14g22.1 y fue clonado en 1994 (107).

ESIRVCTVRA DE PTGDR

PTGDR estd compuesto por 359 aminodcidos y su masa molecular es de
40,28 kDa (120). Este receptor posee siete dominios transmembranales, caracteristicos de
los receptores asociados a proteinas G heterotriméricas acoplados a rodopsina (107).

Ademas, presenta tres sitios donde se puede producir la N-glicosidacion de la asparragina,
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en concreto en las posiciones 10, 90 y 297 de la cadena polipeptidica, que se encuentran
a nivel estructural en el extremo amino-terminal, en el primer lazo extracelular y en el
segundo lazo extracelular, respectivamente. También contiene una serina en la posicion
50 y una treonina en la posicion 145, que se corresponden con el primer y segundo lazos
intracelulares, que pueden ser fosforiladas por la proteina cinasa C (PKC). Ademas, en el
extremo carboxiterminal se encuentran seis serinas y treoninas, susceptibles de ser

fosforiladas (120).

Los estudios filogenéticos que relacionan a los miembros de la familia de
receptores de prostanoides han comprobado que existe un alto grado de homologia en la
secuencia polipeptidica entre PTGDR e IP, el receptor de la prostaglandina I> y con dos
de los receptores de la prostaglandina E> denominados EP2 y EP4. Todos estos receptores
pertenecen al grupo de los denominados receptores relajantes y estan acoplados a las

denominadas proteinas G estimuladoras (121).

FVNCIONES DE PTGDR

El receptor de la prostaglandina D> no es Ginicamente activado por la PGD3, cuya
vida media en sangre es corta (0,9 minutos) (122), sino que también lo activan delta'?

PGD; y PGJ2 (109), aunque estos metabolitos son escasamente activos (105).

La activacion de PTGDR da lugar a la elevacion intracelular del adenosin
monofosfato ciclico (AMPc), que actua como segundo mensajero (120). Este mensajero

es sintetizado por la enzima adenilato ciclasa (AC), a partir de adenosin trifosfato (ATP).

Esta enzima se encuentra en la membrana celular y es activada por la subunidad
a de las proteinas G, a la cual se encuentra acoplada PTGDR. El incremento de AMPc
podria activar la proteina cinasa A (PKA), aunque parece ser que para PTGDR no es este
el caso, al menos en las células dendriticas y los linfocitos NK (123). Por otro lado,
PTGDR puede inducir la activacion de la via de las cinasas MAP y de la PKC, ademas

de otras rutas de transmision de sefiales intracelulares (Figura 13) (109).
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Figura 13.- Transmision de sefiales al interior celular inducida por PTGDR (121).

PTGDR, a diferencia de CRTHo, no estd limitado a las células hematopoyéticas e
inflamatorias, a pesar de ser un receptor poco abundante. Se expresa en las siguientes
células del sistema inmune: linfocitos Thl, Th2 y NK, linfocitos B, células dendriticas,
eosinoéfilos, neutrofilos y basofilos, coexistiendo ambos receptores en algunas de ellas
(105,109). También se expresa en la superficie de las plaquetas, en células del sistema
nervioso central, en células de musculo liso, células epiteliales ciliadas y no ciliadas de
los bronquiolos y células epiteliales alveolares de tipo Il y tipo I. En el caso de las células
epiteliales alveolares de tipo I la expresion de PTGDR es moderada (109,120,124). La
activacion de PTGDR por la prostaglandina D2 facilita la relajacion del musculo liso, la
vasodilatacion, inhibe la agregacion plaquetaria, disminuye la tension ocular, contribuye
a la regulacion de la percepcion del dolor y el suefio, y desempefia un papel importante

en la respuesta inmune frente a las enfermedades alérgicas (105).

1.8.3~ ASOCIACION CON EL ASMA Y LA RINITIS ALER GICA

La PGD; es el compuesto intermediario derivado del acido araquidonico mas
abundante en respuesta a la exposicion a alérgenos (124). Se ha comprobado que para que

se sintetice y secrete PGD> es necesario que se activen los mastocitos, a pesar de que otras
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células como linfocitos Th2, macrofagos, células dendriticas, células del musculo liso y
células epiteliales también tienen esa capacidad (123). Por este motivo, se ha propuesto

como un marcador de la activacion de los mastocitos (125).

En relacion con el asma se ha observado, mediante lavado broncoalveolar, que los
pacientes con ataques de asma producen PGD; (125). De hecho, se han contabilizado en
el liquido broncoalveolar niveles de PGD> de 12 a 22 veces superiores en los asmaticos
respecto a los controles sin alergia y sin asma (126). En ratones con asma inducida por
sensibilizacion ala ovoalbimina (OVA), la deficiencia de PTGDR provoco la inhibicion
de la respuesta inflamatoria en las vias respiratorias. La pérdida del receptor no afecto a
la respuesta inmune primaria; sin embargo, se observo una disminucion de las citoquinas
Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) y de los linfocitos y eosindfilos acumulados en el liquido
broncoalveolar tras la exposicion (124). La sobreexpresion, en ratones transgénicos
asmaticos sensibilizados con OVA, de la sintasa de PGD,, L-PGDS, aumenta la
infiltracién por eosinofilos y las concentraciones de IL-4 e IL-5 en el lavado
broncoalveolar (127). En cobayas, la inhalacion del antagonista de PTGDR, S-5751,

produce una disminucidn de la infiltracion eosinofilica en el pulmén (128).

En cuanto a la rinitis alérgica, se ha investigado la participacion de estas moléculas
mediante el estudio con antagonistas de PTGDR, como S-5751 y BWA868C, en cobayas
sensibilizadas con OVA. En el modelo de rinitis alérgica se observo que la administracion
de ambos antagonistas inhibia y suprimia la infiltracion de eosindfilos. Ademas, se
demostrd que ambos compuestos inhibian la obstruccion nasal inducida por OVA (128).
Por otra parte, en humanos, se han observado en el lavado broncoalveolar niveles de
PGD; hasta 10 veces inferiores en los pacientes sin asma pero con rinitis alérgica en

comparacion con los pacientes con asma alérgica (126).

También se ha observado, en pacientes con rinitis alérgica, que la exposicion al
alérgeno aumenta inmediatamente la sintesis de PGD> y que la administracion
intravenosa de dicha prostaglandina en voluntarios sanos desencadena un intenso
enrojecimiento facial y congestion nasal sin otros efectos sistémicos o pulmonares (129).
En otro modelo animal de rinitis se comprobd que la funcion promotora de la

vasodilatacion y formacion del edema se producia a través de PTGDR (105).
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GENETICA DE PTGDR EN EL ASMA Y LA RINITIS ALER GICA

La relacion de PTGDR con la alergia se ha investigado a través de estudios de
ligamiento y de asociacion. A partir de los estudios de ligamiento se propuso una region
del cromosoma 14 como candidata a albergar marcadores genéticos ligados al asma o
fenotipos relacionados (130,131). En un estudio de ligamiento sobre los niveles de IgE
sérica total se determind un marcador ligado al asma, D14S63, el cual se encuentra muy
proximo a PTGDR (132). Los trabajos sobre PTGDR han generado cierta controversia,
ya que los estudios de asociacion necesitan ser validados mediante la replicacion de los
resultados. Esta replicaciéon muchas veces no se produce, debido, quiza, a problemas de
definicion de variables, caracterizacion clinica de los grupos en estudio, problemas
técnicos o diferencias étnicas. En el caso concreto de las diferencias étnicas, el asma no
se asocid6 con PTGDR en poblacion australiana (133), afroamericana, mejicana,
puertorriquefia (134), china-Han (135). Por contrapartida si se asocidé en poblacion

caucasiana (136,137).

Por otra parte, la rinosinusitis cronica con poliposis nasal que se ha asociado con
gran cantidad de genes de receptores de las prostaglandinas, entre ellos PTGD, el cual se
sobreexpresa, al igual que la sintasa de la prostaglandina D2 (PTGDS), en dicho tipo de
pacientes (138). A pesar de todo, PTGDR es uno de los genes cuya asociacion se ha
replicado en la enfermedades atopicas. Se han detectado asociaciones entre determinados
polimorfismos presentes en la region promotora de PTGDR, -613C>T, -549T>C,
-441C>T y -197T>C con el asma (136,137,139). Dichos polimorfismos se encuentran en
sitios de union de factores de transcripcion al promotor que podrian alterar el control que
ejercen sobre la transcripcion (137). Determinadas combinaciones haplotipicas de estas
variantes se pueden asociar a una mayor actividad transcripcional de PTGDR

(136,137,139,140).

En el caso de presentar una mayor expresion de PTGDR esto podria implicar un
factor no protector frente a las enfermedades atdpicas. El conocimiento sobre estas
variables podria ayudar a caracterizar y estratificar diferentes grupos de pacientes a los
cuales se les podrian aplicar diferentes estrategias para un manejo mas efectivo de la

enfermedad.
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2.~ HIPOTESIS

La prostaglandina D2 (PGD2) es el mediador lipidico derivado del acido
araquidonico, mas abundante en los mastocitos y su produccion se encuentra aumentada
con la exposicion a alérgenos. El gen PTGDR codifica uno de los receptores de esta
prostanglandina. Se han descrito estudios de asociacion entre los polimorfismos de la

region promotora y la enfermedad alérgica.

Considerando estas premisas la hipétesis principal de este estudio es que podria

existir también una asociacion entre los niveles de expresion del gen PTGDR en sangre

periférica y la enfermedad alérgica.

La hipdtesis secundaria seria que el gen PTGDR podria no solo tener un papel

relevante en el mecanismo inflamatorio de la enfermedad alérgica sino que podria
constituir un posible biomarcador que contribuyese a una mejor caracterizacion de la

enfermedad.
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3.~ OBJETIVOS

1.- Determinar los niveles de expresion del gen PTGDR en una poblacion de pacientes

con alergia y analizar la posible correlacion con las manifestaciones clinicas.

2.- Analizar las frecuencias alélicas, genotipicas y haplotipicas de varios polimorfismos
de la region promotora de PTGDR en los distintos grupos de pacientes alérgicos en

comparacion con la poblacion control.

3.- Estudiar la posible correlacion de los niveles de expresion con los distintos
polimorfismos de la regién promotora del gen PTGDR presentes en los distintos grupos

de pacientes alérgicos.

4.- Analizar la determinacion de los niveles de ARNm del gen PTGDR para su posible
caracterizacion como biomarcador que pudiera contribuir a la caracterizacion de la

enfermedad alérgica.
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4~MATERIJALES Y METODOS

4.4.~ DISENO DEL ESTVDIO

Se trata de un estudio observacional, analitico, de tipo caso-control en el que se
investiga retrospectivamente la exposicion a factores o variables que pudiesen asociarse

al desarrollo de la enfermedad en los pacientes.

Todos los participantes recibieron la informacion de la posibilidad de participar
en el estudio y se les solicitd su consentimiento informado; se siguieron las normas legales
para Estudios Clinicos en Espafia y las del Comité de Etica de la Investigacion del

Complejo Asistencial Universitario de Salamanca.

4.2.~ SVJETOS

4.2.4.~ MVESTIREQ

El muestreo es no probabilistico intencional o de conveniencia: procedimiento que
permite seleccionar los casos caracteristicos de la poblacion limitando la muestra a estos
casos (141). En este caso la muestra proviene de una poblacion de individuos que
acudieron a las consultas del Servicio de Alergia del Complejo Asistencial Universitario
de Salamanca y que cumplieron todos los criterios de inclusion que se detallan a

continuacion.

4.2.2.~ CRITERIOS DE INCLVSION

CONTR OLES

e Ausencia de sintomas o historia clinica compatible con asma o rinitis

e Pruebas cutdneas negativas frente a una bateria de aeroalérgenos que se describira

mas adelante.
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e Ausencia de antecedentes familiares de asma, rinitis o alergia.

PACIENTES

e Presencia de sintomatologia respiratoria alérgica, clasificandolos en si presentaban

asma o no.

e Pruebas cutdneas de hipersensibilidad inmediata positivas para algin aeroalérgeno

de una bateria adaptada al medio local.

4.2.3.~ DESCRIPCION DE LA MVESTRA

En este estudio se incluyeron 307 individuos, 195 pacientes y 112 controles. En
cuanto al sexo, en el grupo control se incluyeron 48 varones y 64 mujeres, mientras que
en el grupo de pacientes, participaron 95 varones y 100 mujeres. El tamafio muestral fue

valorado mediante el analisis del poder estadistico.

La media de edad de la muestra fue de 41,54 afios (con una desviacidon estandar
(d.s.) de 19,12). Para el grupo control la media de edad fue de 56,70 afos (d.s. = 17,37)
y, para el grupo de pacientes, de 32,91 anos (d.s. = 14,05).

4.3.~ VARIABLES

Se recogieron datos de filiacién, como nombre, apellidos, edad, sexo, fecha de
nacimiento, asi como nimero de historia clinica, fecha de la consulta y los datos del
facultativo que la llevo a cabo. Salvo el sexo y la edad, el resto de datos sélo se emplearon
en la identificacion inicial de cada individuo y para la correcta recogida de las muestras,
después de lo cual, los datos se disociaron, de modo que los datos de identificacién no se
vieran reflejados en ningtn otro momento a lo largo del estudio. Las variables que se han

incluido se reflejan en un cuestionario (Figura 14).
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SERVICIO DE ALERGIA

e Sacy!

REMITIR TUBO (10 ml. EDTA - tapén morado) Y PETICION AL LABORATORIO DE ALERGIA

N° LABORATORIO:
FECHA:

DOCTOR:

CONTROL: [_] SI

Ow~o

ESTUDIO: [ B-Lactémicos

[ poLrposis
PRUEBAS CUTANEAS:
Negativas Acaros
Pendientes Epitelios

asma: [no s
Intermitente D

Leve D

Persistente | Moderada D

Grave D

N° SUERO:

[ NOMBRE y APELLIDOS:

N° HISTORIA:
EDAD:
SEXO: V/M
[ asma
D OTROS
Hongos Alimentos
Polenes Otr

rnmis: [ no s
Intermitente l:l

Leve D

Moderada D

Persistente D Grave D

EDAD DE APARICION DEL ASMA...........af0s  EDAD DE APARICION DE LAALERGIA............aflos

ANTECEDENTES Atopia D ler grado AimaD ler grado Rinitis I:‘ler grado Poliposis [] ler grado

FAMILIARES: 2 grado
sinAF [

INTOLERANCIA AINES: NOD

SI: D Respiratoria

2 grado 2 grado 2 grado

MADRE ATOPIA[_| MADRE ASMA [

poLIPOSIS: [ | SI
D Cutanea D NO

INMUNOTERAPIA: SI[]  NO[T] Especificar:

TRATAMIENTO CON CORTICOIDES: [_| SI

CORTICOIDE ORAL: Il

[] No  corTicoe INHALADO: []

IgE TOTAL:

OBSERVACIONES:

Figura 14.- Variables recogidas en el cuestionario.

4.3.1.~ DIAGNOSTICO DE ASMA

Los criterios para el diagnostico de asma fueron:

Al menos 2 sintomas consistentes con asma (tos, disnea, sibilancias, opresion

toracica).

Ausencia de otras enfermedades pulmonares.
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e Prueba de broncodilatacion positiva o prueba de metacolina positiva: segun las
normas de la ATS (American Thoracic Society) (142) se realizd una espirometria
basal. A todos los pacientes con FEV/FVC < 0,7 se les realizé una prueba de
broncodilatacion; si ésta fue negativa, se continud con una prueba de hiperreactividad
bronquial con metacolina (143). La prueba broncodilatadora se considerd positiva
cuando se observo una mejoria del FEV> 12% y mas de 200 ml. Se considero

positiva una PCy metacolina < 16 mg/ml.

4.3.2.~ GRAVEDAD DEL ASMA

La gravedad de asma se determind, cuando fue posible, en condiciones basales, es
decir sin tratamiento, y se clasificd en una de las cuatro categorias establecidas por la
GINA (Global Initiative for Asthma) (32). Si el paciente estaba recibiendo tratamiento, la

gravedad se establecid de acuerdo con el escalon de tratamiento

ASMA INTER MITENTE

e Aparicion de sintomas con una frecuencia menor de una vez por semana.

e (risis de corta duracion.

e Sintomas nocturnos con una frecuencia menor de dos veces al mes.

e FEV; o PEF > 80%.

e Variabilidad del PEF o FEV: < 20%.

ASMA PER SISTENTE LEVE

e Aparicion de sintomas mas de una vez a la semana pero no diariamente.

e Episodios nocturnos mas de dos veces al mes.
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e FEV; o PEF > 80%.

e Variabilidad del PEF o FEV1<20% - 30%.

ASMA PERSISTENTE MODER ADA

e Sintomas diarios.

e Las crisis pueden afectar la actividad diaria y el suefio.

e Uso diario de -2 agonistas inhalados.

e FEV, o PEF entre 60-80%.

e Variabilidad del PEF o FEV > 30%.

ASMA PERSISTENTE GRAVE

e Sintomas diarios.

e C(risis frecuentes.

e Episodios asmaticos nocturnos frecuentes.

e [Limitacion en las actividades fisicas.

e FEV; 0 PEF <60%.

e Variabilidad del FEV| o PEF > 30%.

En aquellos pacientes con tratamiento para el asma se utilizd una clasificacion
adaptada de acuerdo al mismo y siguiendo igualmente las recomendaciones de la GINA

(32).
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4.3.3.~ DIAGNOSTICO DE RINITIS

Se siguio la definicion de la guia ARIA sobre la rinitis alérgica:

Los sintomas de la rinitis alérgica incluyen: rinorrea, obstruccion nasal, picazén
nasal y estornudos, que son reversibles espontdineamente o con tratamiento. El goteo
postnasal se produce principalmente con rinorrea anterior profusa en la rinitis alérgica o
sin rinorrea anterior significativa en la rinosinusitis cronica. Los nifios preescolares
pueden presentar s0lo obstruccion nasal. Sin embargo, cuando la obstruccion nasal es el

unico sintoma, es muy raro que se asocie con alergia.
Ademas, se exigio:

e Relacidn de los sintomas con la exposicion a un aeroalérgeno (acaros, polen, epitelios

y/0 hongos)

e Pruebas intraepidérmicas positivas o IgE especifica positivas frente a los

aeroalérgenos sospechosos.

4.3.4.~ GRAVEDAD DE LA RINITIS

La gravedad de rinitis se determin6, cuando fue posible, en condiciones basales,
es decir sin tratamiento, y se clasificé de acuerdo con la guia ARIA (Allergic Rhinitis and

its Impact on Asthma) (16,144). Se clasifico de la siguiente manera:

RINITIS INTER MITENTE

e Presenta sintomas menos de 4 dias a la semana Y

e Los sintomas aparecen menos de 4 semanas consecutivas

RINITIS PER SISTENTE

e Presenta sintomas mas de 4 dias a la semana O
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e Los sintomas aparecen durante mas de 4 semanas consecutivas

RINITIS LEVE

Ninguno de los siguientes items esta presente:

e Alteraciones del suefio

e Afectacion de actividades diarias, de ocio y/o deporte
e Afectacion de actividades en trabajo o escuela

¢ Sintomas presentes pero no problematicos

RINITIS MODER ADA/GRAVE

Uno o mas de estos items estan presentes:

e Alteraciones del suefio

e Deterioro de actividades diarias, de ocio y/o deporte
e Deterioro de actividades en trabajo o escuela

e Sintomas problematicos

4.3.5.~ DIAGNOSTICO DE ATOPIA

La presencia de atopia se determind mediante pruebas cutaneas de
hipersensibilidad inmediata. Las pruebas se realizaron siguiendo las recomendaciones
para la normalizacion de alérgenos y pruebas cutaneas de la EAACI (145) con una bateria
de aeroalérgenos adaptada a la exposicion local (ALK-Abello, Madrid; Bial-Aristegui,
Bilbao; CBF-Leti, Barcelona), que incluia acaros: Dermatophagoides pteronisynuss, D.

farinae, Lepidoglyphus destructor, Tyrophagus putrescentiae, Acarus siro, pélenes de
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gramineas, malezas y arboles: Cynodon dactylon, Phleum pratense, Parietaria judaica,
Chenopodium album, Artemisia vulgaris, Plantago lanceolata, Olea europaea,
Cupressus arizonica, Platanus hispanicus, Quercus ilex; hongos: Alternaria alternata,
Cladosporium herbarum, Penicillium notatum, Aspergillus fumigatus, y epitelios: Canis
lupus, Felis domesticus, Mesocricetus auratus, Equus ferus caballus y Oryctolagus
cuniculus, asi como los correspondientes controles negativo (suero fisioldgico) y positivo

(dihidrocloruro de histamina, 10 mg/ml).

Antes de realizar la prueba, se retiraron los antihistaminicos y otros farmacos
capaces de interferir con el resultado que el paciente pudiera estar tomando, segun las

indicaciones de la EAACI (145).

La prueba consiste en una puncion perpendicular a la epidermis, que se realizo
mediante una lanceta de tipo Morrow-Brown (Stallergenes, Antony, Francia), con una

punta estandarizada de 1 mm.

La reaccion se consider6 positiva frente al antigeno si se producia una papula igual
o mayor a 3 mm de didmetro, siempre que el control negativo no indujera papula. El
paciente se considerd atdpico si presentaba al menos una prueba positiva frente a uno de
los aeroalérgenos de la bateria. Se considerd que el paciente presentaba alergia frente a
un determinado alérgeno si existian manifestaciones clinicas en relacién con la

exposicion a dicho alérgeno, ademas de una prueba intraepidérmica positiva.

A efectos de este estudio, se consideraron las sensibilizaciones a grupos de
alérgenos que presentaban los pacientes. Se establecieron los siguientes grupos: acaros,
polenes, hongos y epitelios. Los pacientes se categorizaron en monosensibilizados (a un
unico grupo, sensibilizados a dos grupos (cualesquiera), sensibilizados a tres grupos
(cualesquiera) y sensibilizados a cuatro grupos. Se consideraron polisensibilizados los

que presentaron dos o mas sensibilizaciones.
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4.3.6.~ ANTECEDENTES FAMILIARES DE ATOPIA O ENFERMEDAD
ALER GICA

El especialista en Alergologia del Complejo Asistencial Universitario de
Salamanca recogi6 la informacion sobre los antecedentes familiares de atopia o de

enfermedades alérgicas, particularmente asma y rinitis.

4.3.7.~ VTILIZACION DE INMVNOTER APIA

Este dato se recogio a través del cuestionario por el especialista de Alergologia

del Complejo Asistencial Universitario de Salamanca.

4.3.8.~ NIVELES DE INMVNOGLOBVLINA E TOTAL (IGE TOTAL)

Se realiz6 una extraccion de suero por veno-puncion a todos los individuos, a fin
de determinar los niveles de IgE total mediante la técnica denominada ImmunoCAP Total
IgE, siguiendo las recomendaciones del fabricante (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
EEUU). Dicha prueba consiste en un enzimoinmunoanalisis en sindwich, Basicamente,
en esta prueba los anticuerpos anti-IgE unidos covalentemente a los pocillos del
ImmunoCAP, se fijan a la IgE del suero del paciente. Se afiaden anticuerpos anti-IgE
marcados enzimaticamente (f-galactosidasa-anti-IgE, anticuerpos monoclonales de

raton, 1pg/ml), forméndose un inmunocomplejo de tipo sandwich (figura 15).

Solid phase y ) r
4 Arti-IgE Solidphase 4 Y

Figura 15.- Cebador y segundo paso del ensayo para determinar IgE total (146).
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El exceso de anticuerpo unido a la enzima se elimina con una serie de lavados tras
lo cual se incuba con la solucion que contiene el sustrato de dicha enzima. Se detiene la

reaccion, y se mide la fluorescencia del eluido originado en la misma.

La fluorescencia sera directamente proporcional a la concentracion de IgE (Figura
16). Se realiz6 una curva patrdn para interpolar las unidades y obtener las concentraciones

de IgE total.

2

}4‘ o AR
P

Xr, X7,

Figura 16.- Tercer y cuarto paso del ensayo para determinar IgE total (146).

En los sujetos en los que el resultado de las pruebas cutdneas no fue concluyente
se realizdo una determinacion de IgE especifica (Thermo Fisher Scientific, Waltham,

EEUU) mediante la técnica denominada ImmunoCAP Specific IgE.

Dicha prueba es un enzimoinmunoanalisis en sandwich. Fundamentalmente, la
fase solida contiene los alérgenos especificos unidos de forma covalente. Estos alérgenos
especificos son los que reaccionan con la IgE especifica de la muestra sérica del paciente.
Después de eliminar la IgE no especifica, se afiade anticuerpos marcados con enzima

contra la IgE (Figura 17).
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Figura 17.- Primer y segundo paso del ensayo para determinar IgE especifica (146).

Tras la incubacion el exceso de anticuerpo unido al enzima se elimina con una
serie de lavados tras lo cual la mezcla de union se incuba con el sustrato del enzima.
Después de detener la reaccion enzimatica, se mide la fluorescencia del eluido. La
fluorescencia observada sera directamente proporcional a la concentracion de IgE

especifica (Figura 18).
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Figura 18.-Tercer y cuarto paso del ensayo para determinar IgE especifica (146).
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4.3.9.~ NIVELES DE EXPRESION DEL GEN DEL RECEPTOR DE LA
PR OSTAGLANDINA D2 (PTGDR)

La expresion del gen PTGDR (NM_000953) se cuantifico en todos los individuos

seglin la metodologia que se presenta mas adelante.

4.3.10.~ POLIMORFISMOS © SNP DE PTGDR

Se ha analizado un fragmento de 1729 de pares de bases (pb) de la region
promotora de PTGDR en un total de 307 individuos, con el fin de determinar 9

polimorfismos localizados en dicha region.

Estos 9 polimorfismos estan descritos en la base de datos del ds SNP del NCBI y
se les asigna un SNP ID number o ref SNP cluster (rs) (Tabla 5).

Tabla 5.- Se indican los rs de los polimorfismos de este estudio en la base de datos

del ds SNP del NCBI

Polimorfismo rs Polimorfismo rs Polimorfismo rs
PTGDR PTGDR PTGDR
-1289 G>A 35595004 -834 C>T 803011 -441 C>T 803010

-1122 T>C 8019916 -613 C>T 34236606  -197 T>C 11157907

-881 C>T 33998702 -549 T>C 8004654 -95 G>T 41311438
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4.4.~ANALISIS MOLECVLAR

4.4.4.~ ESTVDI® DE GENOTIPADO

EXTRACCION DEL ADN

Todas las muestras de sangre periférica obtenidas por punciéon venosa fueron
recogidas en tubos de vacio con EDTA como anticoagulante y almacenadas a -20°C hasta
suuso. La extraccion del ADN se realizdo mediante el sistema automatizado MagNA Pure

Compact (Roche Applied Science, Indianapolis, IN, EEUU).

El MagNA Pure Compact es un robot automatico disefiado para la extraccion de
acidos nucleicos a partir de una amplia variedad de muestras (sangre total, plasma, suero,
liquidos bioldgicos, células sanguineas, tejidos y cultivos celulares). El equipo se basa en
un sistema de particulas magnéticas contenidas en un cartucho que cuenta con una serie

de reactivos dispuestos en pocillos y necesarios para la extraccion de ADN gendémico.

Las alicuotas de 1ml de sangre total almacenada a -20°C se descongelaron a
temperatura ambiente antes de introducirlas en el equipo con los cartuchos, el rack de
puntas de pipetas estériles con filtro y los tubos de elucion, en los cuales, a partir de 1ml
de sangre total, se eluye el ADN en un volumen final de 200 pL. Todo este material
empleado corresponde con el MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit [ — Large

Volume.

Una vez identificados, los componentes se introdujeron en el aparato y se inicio
la extraccion automatica. El robot presenta un sensor especializado para detectar coagulos
en la muestra, que indicarad un menor rendimiento en la extraccion al final del proceso si

dicha incidencia sucediese.
La extraccion de ADN usando el MagNA Pure Compact consta de (Figura 19):

e Lisis celular mediante Triton X-100 y digestion proteica por la adicion del tampdn

de lisis y proteinasa K.
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e Unidn del ADN a la superficie de las particulas de vidrio magnéticas en una solucion

con isopropanol.

e Separacion del complejo ADN-particula magnética.

e Eliminacién de los restos celulares por sucesivos lavados.

e Separacion del complejo ADN-particula magnética.

e FEluciéon del ADN en Tris-EDTA a elevadas temperaturas mientras que tiene lugar la

eliminacion de las particulas de vidrio magnéticas.

Muestra de partida ADN eluido

1 2 3 4 5 6

Figura 19.- Fundamento del procedimiento llevado a cabo por el MagINA Pure Compact
(Roche) tomado del MagNA Pure Compact Operator's Manual.

CVANTIFICACION Y PVREZA DEL ADN

El ADN fue cuantificado mediante un espectrofotometro NanoDrop® ND-1000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) a 260 nm. El ADN tiene un
buen grado de pureza si la ratio 260nm/280nm esta entre 1,8-2,0 y la ratio 260nm/230nm

esta entre 2,0-2,2.
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AMPLIFICACION MEDIANTE LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

En las muestras de ADN obtenidas se amplific6 mediante PCR la region
correspondiente al promotor del gen PTGDR utilizando para ello cebadores especificos
que flanquean dicha region. La amplificacion se realizd en un volumen final de 25 pl.
Para cada reaccion se afiadieron 12,5ul de PCR Master Mix (Promega, Madison, WI,
EEUU) (22 mM Tris-HCI (pH 8,4), 55 mM KCI, 1,65 mM MgCl,, 220 uM dNTP, 22U
Taq ADN polimerasa), 9,5 ul de agua libre de nucleasas, 80 ng de ADN gendémico y 400
nMol de cada cebador (sentido y antisentido). Las reacciones de amplificacion se llevaron
a cabo en un termociclador modelo Primus 25 de MWG-BIOTECH (Biothech,
Ebersberg, Alemania) y en un termociclador modelo Multi Gene Opti Max de LABNET
INC (Labnet, Edison, NJ, EEUU). Los cebadores utilizados en la reaccion se muestran en

la tabla 6.

Tabla 6.- Cebadores utilizados para genotipar PTGDR

Secuencia Complementario
Cebador Sentido 5'-GGCATGAGGCCTAAAAATGAG-3’ Hebra3'— 5’
PTGDR-I
Cebador Antisentido 5'- GAAGAAGGCGAAGGCTTGG-3’ Hebra 5'— 37
PTGDR-V

Todos los oligonucle6tidos fueron disefiados a partir de la secuencia del promotor
del gen de PTGDR depositada en la base de datos GenBank
(http://www2.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/genbank) y se suministraron como un liofilizado.
Posteriormente fueron reconstituidos con agua de PCR libre de nucleasas (Roche Applied
Sciences, Indianapolis, EEUU) y almacenados en alicuotas a -20°C. El programa que fue

empleado para la amplificacion del promotor de PTGDR se muestra en la tabla 7.
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Tabla 7.- Programa de Amplificacion de PTGDR

Programa Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 94°C 5 min
Desnaturalizacion 94°C 1 min
Anillamiento 62°C 1 min 40 ciclos
Extension 72°C 1 min

Extension final 72°C 10 min

ELECTR OFORESIS EN GEL DE AGAR OSA

Tras la amplificacion los productos de PCR se separaron por tamafio molecular en
un gel de agarosa al 2 % con tampon TBE al 0.5%. Para su preparacion se utilizo agarosa
Biotools Mb Agarose (Biotools B&M Labs, Madrid, Espana) y tampén TBE al 10X
(Promega, Madison, WI, EEUU), compuesto por 890 mM de Tris-borato, 890 mM de
acido borico y 20 mM de EDTA a pH 8,2-8,4 a 25°C; que se diluyo al 0,5X con agua
destilada. La agarosa se disolvi6 en TBE 0,5X calentando en un microondas, se dejo
enfriar 2-3 minutos antes de afiadirle 3uL de RedSafe™ Nucleic Acid Staining Solution
[20,000X] por cada 100 mL de gel. El RedSafe actua intercalandose entre las bases
nitrogenadas del ADN y emite fluorescencia a 537 nm al ser iluminado con luz
ultravioleta, de manera que a través de este producto se visualiza los fragmentos de ADN

y el exceso de cebadores de la muestra.

Tras 45 minutos de solidificacion del gel en una cubeta con TBE 0,5X se procedid
a cargar 5 uL de cada PCR con 1 pL de tampon de carga DNA Loading Buffer (Lonza,
Basilea, Suiza). En todos los geles se cargd un marcador de peso molecular, como el DNA
Molecular Weight Marker VIII (Roche Applied Science, Mannheim, Alemania) o Gene
Ruler 1kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EEUU).

Estos marcadores se utilizaron para comprobar el tamafio de los fragmentos. Se aplico al
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gel una corriente de 120 Voltios durante 20 minutos y se analizé en un transiluminador

de luz ultravioleta VisiDoc-1t™ Imaging System (Uplant, CA, EEUU).

PVRIFICACION DE LOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS

Se realizd6 mediante el sistema de purificacion ExoSAP-IT (USB, Cleveland,
Ohio, EEUU). Es un sistema enzimdtico que elimina el exceso de cebadores y
desoxiribonucleotidos trifosfato (ANTP) no utilizados en la amplificacion. Para ello se
anade un tampoén con dos enzimas hidroliticos que actuan a 37°C en 15 minutos,
Exonucleasa I y Fosfatasa Alcalina de camaron. La Exonucleasa I elimina el exceso de
cebadores y los ADN de hebra tinica de la PCR, mientras la Fosfatasa Alcalina de
camaroén elimina los ANTP. Después de la incubacion se inactivan ambas enzimas a 80°C

durante 15 minutos (Figura 20).

PCR Mixture Post-Ampl ification

VA A WYLVl Vi Al Vi a1V
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Figura 20.- Principio de purificacion del sistema ExoSAP-IT.

62



La purificacion se llevo a cabo en un volumen final de 6 pL. En cada reaccion se
afiadieron 1 pL de ExoSAP-IT (USB, Cleveland, Ohio, EEUU) y 5 puL de la reaccion de
PCR obtenida. Las reacciones de hidrélisis e inactivacion se llevaron a cabo en un

Termomixer Comfort (Eppendorf, Hamburgo, Alemania).

SECVENCIACION AVIOMATICA DE LOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS

La secuenciacion automatica de los fragmentos de ADN amplificados por PCR a
partir del ADN gendmico se llevo a cabo en un secuenciador automatico ABI PRISM 377
DNA Sequencer (Life Technologies, NY, EEUU) usando el cebador especifico
correspondiente, asi como terminadores marcados con cromodforos fluorescentes y la
enzima Taq polimerasa (Perkin Elmer, Massachusetts, EEUU), seglin las instrucciones

recomendadas por el fabricante.

Las muestras para secuenciacion se preparan con cada uno de los cebadores para
secuenciar el amplicén de 1416 pb a un volumen final de 8 uL.. Se anade 3 pL de cebador
sentido (PTGDR-I) o del cebador antisentido (PTGDR-R) a una concentracion de 1 uM
(Tabla 8) a 5 L de muestra de PCR purificada.

Tabla 8.- Se muestran los cebadores utilizados para secuenciar los polimorfismos en

estudio
Secuencia Complementario
Cebador Sentido 5’-GGCATGAGGCCTAAAAATGAG-3’ Hebra3'— 5’
PTGDR-1
Cebador Antisentido 5'- GGAGTGAAGGCTGCGGAAG-3’ Hebra 5'— 3’
PTGDR-R
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ANALISIS BIOINFOR MATICO

CHROMAS PRO

El analisis del amplicon se realizo en el Chromas Pro 1.49 (Technelysium
Ptv. Ltd, Tewantin, Australia). Por otro lado, se comprob¢ si existia homologia
del amplicon con otras secuencias del genoma mediante el programa BLAST de

los servidores www?2.ebi.ac.uk/fasta3 y www.genome.ad.jp/SIT/SIT.html.

SMESIS

Se trata de un programa online cuyo objetivo es el andlisis de la
distribucion alélica y genotipica, asi como el estudio de haplotipos y del equilibrio

de Hardy-Weinberg Esté disponible en http://www.nhgg.org/analysis.

SNP ANALYZER

Programa que permite el célculo del equilibrio de Hardy-Weinberg, la
estimacion haplotipica, y el analisis de los rasgos cuantitativos de cada locus. El
SNP ANALYZER permite realizar los calculos por medio de distintos algoritmos,
Clark, EM y el PseudoGibbs Sampler algorithm. Estos algoritmos posibilitan la
prediccion de los haplotipos y diplotipos. Se encuentra disponible en la siguiente

direccion: http://www.istech.info/istech/board/login_form.josp.

PODER ESTADISTICO

El poder estadistico se ha analizado mediante los programas disponibles
en los enlaces http://www.dssresearch.com/toolkit/sscalc/size a2.asp 'y
http://statpages.org/ proppowr.html. Estas herramientas permiten calcular el
tamafio de las poblaciones necesarias para detectar diferencias estadisticamente

significativas entre ellas conociendo la frecuencia de cada uno de los grupos.
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FPRP

El calculo de probabilidad de obtener un falso positivo (FPRP: False
Positive Report Probability) se utilizd para discernir si existe una verdadera
asociacion entre una variante genética y la enfermedad dado un resultado
estadisticamente significativo. Esto depende del valor de p observado y de la
probabilidad anterior de la asociacion entre la variante genética y la enfermedad

sea real, y del test de poder estadistico.

De esta forma se pueden interpretar correctamente los resultados
estadisticamente significativos. La herramienta necesaria para el calculo de FPRP

se obtuvo del siguiente enlace web:

http://jnci.oxfordjouARNIs.org/content/96/6/434/suppl/DC1.

ANALISIS ESTAD{STICO

En este estudio se ha utilizado el programa estadistico SPSS version 17.0.
(Chicago, IL, EEUU). El programa, ampliamente utilizado, es una potente herramienta
para realizar analisis estadisticos. Las pruebas estadisticas que se han realizado con este

programa se muestran a continuacion:

e  Prueba de y’: Las variables dicotomicas se analizaron mediante el test °, en tablas

de contingencia para comparar la distribucion de las variables categoricas.

e  Prueba exacta de Fisher: consiste en un ajuste para calcular la probabilidad exacta

de obtener el resultado observado.
o  Simulacion de MonteCarlo: este procedimiento agrupa una serie de procedimientos

que analizan distribuciones de variables aleatorias usando simulacion de numeros

aleatorios.
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4.4.2.~ ESTVDIO DE EXPRESION

GVIA MIQE

La guia MIQE es una revision de la informacion minima necesaria para publicar

los resultados de experimentos de PCR cuantitativa (QPCR). Todos los experimentos de

este trabajo en todas sus fases se ajustan a todas las reglas y todos los estandares

esenciales minimos para considerar los resultados de suficiente calidad como para

publicarlos (147). La relacidén de reglas esenciales seguidas en el presente estudio se

muestran en la tabla 9 y 10.

Tabla 9.- Relacion de los items que hay que controlar en publicaciones de qPCR.

Los items con asterisco forman parte del grupo de items no esenciales, pero

recomendables.

Diseflo Experimental

Extraccion de acidos nucleicos

Definicion de grupo control y experimental

Numero dentro de cada grupo

Muestra

Descripcion

Volumen/Masa de muestra procesada *
Procedimiento de procesado

Como se congela y como de rapido

Condiciones de almacenamiento de muestras y duracion

Cebadores de la qPCR

Secuencia de los cebadores
Localizacion e identificacion de alguna modificacion
Fabricante de los cebadores*

Método de Purificacion *

Procedimiento y/o instrumentacion

Nombre del kit y detalles de algunas modificaciones
Detalles del tratamiento de ADNasa o ARNasa
Medicion de la contaminacion de ADN o ARN
Cuantificacion de acidos nucleicos

Instrumento y método

Pureza (A260/A2s0) *

Rendimiento *

Integridad ARN : método/instrumento

RIN/RQI o Ct de 3"y 5’del transcrito

Test de inhibicion (Diluciones de Ct)
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Tabla 10.- Relacion de los items que hay que controlar en publicaciones de qPCR.

Los items con asterisco forman parte del grupo de items no esenciales, pero

recomendables.

Transcripcion Inversa

Condiciones de Reaccion

Cantidad de ARN y Volumen de Reaccion
Cebado de oligonucleotidos y concentracion
Transcriptasa inversa y concentracion
Temperatura y tiempo

Fabricante y numero de catadlogo de reactivos

Condiciones de almacenaje de ADNc*

Preparacion de la reaccion (manual/robotizado) *

Fabricante del instrumento para qPCR

Validacion de la gPCR

Informacion del gen a estudiar por gPCR

Simbolo del gen

Numero de acceso a la secuencia

Localizacion del amplicon *

Tamafio del Amplicon

Especificidad in Silico (BLAST)

Localizacion de cebador en exon-intron (si es aplicable)

A que variantes del splicing estan dirigidas

Especificidad (gel, curva de fusion,...)

Para el SYBR Green I, Ct de los NTC

Curva de calibracion: pendiente e interseccion en eje Y
Eficiencia de la PCR calculada por la pendiente

R? de la curva de calibrado

Rango dindmico lineal

Variacion de Ct al limite de deteccion

Evidenciar el limite de deteccion

Analisis de Datos

Protocolo de qPCR

Condiciones de reaccion

Volumen de reaccion y cantidad de ADNc/ADN
Cebadores, (sonda), Mg?", Concentracién de ANTP
Identificacion de la polimerasa y concentracion
Fabricante e identificacion del kit/tampon

Aditivos (SYBRGreen)

Fabricante de placas y nimero de catalogo *

Parametros completo del termociclador

Programa de analisis de qPCR (version)
Meétodo de determinacion del Ct
Identificacion de Outliers

Resultados de los NTC

Justificacion del nimero y eleccion de los genes de
referencia

Descripcion del método de normalizacion

Numero de replicas

Repetitividad (variacion intraensayo)
Reproducibilidad (variacion intersensayo, CV)*
Anélisis de Poder*

Método estadistica para significancia de resultados

Software (version)
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ESTVDIO PARA LA SELECCION DE GENES DE REFER ENCIA

SELECCION DE MVESTRAS PARA EL ESTVDIO

Se analiz6 un grupo representativo de muestras de sangre total de 12 controles y
de 12 pacientes diagnosticados de asma alérgica por el servicio de Alergia del Complejo
Asistencial de Salamanca para llevar a cabo la seleccion de los genes de referencia, que

cumplian los mismos criterios de inclusion que el resto de los pacientes.

EXTRACCION DEL ARN

Todas las muestras de sangre periférica obtenidas por punciéon venosa, fueron
recogidas en tubos de vacio con EDTA como anticoagulante y procesadas
inmediatamente. La extraccion de ARN se realizd mediante el sistema automatizado
MagNA Pure Compact con el RNA Isolation Kit (Roche Applied Science, Indianapolis,
IN, EEUU).

El sistema MagNA Pure Compact (Roche Applied Science, Indianapolis, IN,
EEUU) consiste en un robot automatico disefiado para la extraccion de acidos nucleicos

que permite la extraccion de ARN a partir de sangre total.

En el equipo se incluye una alicuota de 200 pL de sangre total anticoagulada con
EDTA junto con los cartuchos del RNA Isolation kit, el rack de puntas de pipetas estériles
con filtro y los tubos de elucion donde se eluyé el ARN en un volumen final de 50 pL.
Identificados los componentes se introdujeron en el aparato y se inicio la extraccion

automatica.
La extraccion del ARN a partir del MagNA Pure Compact consta de los siguientes pasos:

e Homogeneizado de la muestra con el tampdn de lisis y proteinasa K.

e Unidn de los 4cidos nucleicos a la superficie de las particulas de vidrio magnéticas.

e Eliminacién de los restos celulares por sucesivos lavados.
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e Tratamiento de la muestra con ADNasa para eliminar los restos de ADN gendémico

de la misma.

e Elucion del ARN.

TRATAMIENTO CON ADNASA

El RNA Isolation kit (Roche Applied Science, Indianapolis, IN, EEUU) incluye
opcionalmente un tratamiento de ADNasa (Acido Desoxirribonucleasa) para evitar
contaminaciones con ADN gendmico residual que puede quedar tras la extraccion del
ARN. En uno de los pocillos del cartucho se afiade 1 pL de la misma para que el equipo

la utilice al final del programa de extraccion de ARN.

CVANTIFICACION DEL ARN

El ARN fue cuantificado mediante un NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, Delaware, USA) a 260 nm. El ARN debe de tener una ratio de

absorbancia a 260nm/280nm entre 1,8-2,0.

La calidad del ARN se midi6 mediante el bioanalizador, 2700 Bioanalyzer de
Agilent (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) que proporciona analisis del RNA
Integrity Number (RIN), un ARN de buena calidad debe tener un RIN> 7. En nuestro

estudio se cumplieron estos criterios de calidad.

SENTESIS DEL ADN COMPLEMENTARIO (ADNc)

La retrotranscripcion (RT) se realizo con el sistema Superscript™ III First-Strand
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, Life Technologies, Calsbad, CA, USA). Este
sistema detecta los ARN que tienen un tamafo entre 100 pb a 12 kb y la cantidad del
material de partida puede variar entre 1 pgy 5 pug de ARN total. Como indica el manual
del sistema, la transcriptasa SuperScript™ I1I sintetiza ADNc a una temperatura entre 42

y 55°C, proporcionando un incremento de la especificidad.
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En el estudio de genes constitutivos que se tomaron como genes de referencia se
emplearon 80 ng de ARN por cada muestra para realizar la sintesis del ADNc, que se
realiz6 utilizando hexdmeros, segiin el protocolo de Invitrogen (Figura 21). Para el

estudio de expresion de PTGDR se emplearon 250 ng de ARN por cada muestra para la
sintesis de ADNCc.

ARN+ primer+ dNTPs

65°C, 5 min
Enhielo, al menos 1 minuto
Random Hexamers Reaccidn de Sintesis de cDNA:
Afiadir Mix
de Sintesis de cDNA -Buffer 10XRT
-25mM MgCl,
25°C, 10 minutos -0,1 M DTT
- RNase OUT™
l -SuperScript™ IIl RT
Sintesis de cDNA

50 °C, S0 minutos

l

| Terminacién de la reaccién | 85°C, 5 minutos
| Eliminacién del ARN | Afiadir 1 uL de RNasa H

37 “C, 20 minutos

Figura 21.- Resumen del procedimiento seguido para la obtencion de la poblacion de ADNc

total a partir de ARN siguiendo las instrucciones del fabricante.

SENTESIS DE CEBADORES PARA QPCR Y ESTVDIO DE EFICIENCIA.

Los cebadores utilizados en el caso de los dos genes de referencia fueron

recomendados por el proveedor (tabla 11) del panel The Real Time ready Human

Reference Gene (Roche Applied Science, Indianapolis, IN, USA).
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Tabla 11.- Cebadores de los genes GAPDH y TBP utilizados para el analisis de

expresion mediante PCR a tiempo real.

Secuencia Complementario
Cebador Sentido 5’- CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC -3° Hebra3'— 5’
GAPDH
Cebador Antisentido 5'- ACGACCAAATCCGTTGACTC-3" Hebra 5'— 3’
GAPDH

Cebador Sentido 5’- GAACATCATGGATCAGAACAACA-3’ Hebra3'— 5’
TBP

Cebador Antisentido 5-ATAGGGATTCCGGGAGTCAT-3’ Hebra 5'— 3’
TBP

REACCION DE LA CADENA DE LA POLIMERASA A TIEMPO REAL (QPCR)

Los 12 Controles y 12 pacientes se analizaron por duplicado utilizando el Panel
The Real Time ready Human Reference Gene (Roche Applied Science, Indianapolis, IN,
EEUU), que contiene 19 genes constitutivos, 3 controles positivos y 2 controles negativos
de la reaccion de transcripcion inversa (Tabla 12). Este panel est4 disefiado para detectar

una concentracion que varia de 50 pg/reaccion a 50 ng/reaccion por pocillo.

El panel The Real Time ready Human Reference Gene (Roche Applied Science,
Indianapolis, IN, EEUU) incluy6 por pocillo la siguiente mezcla de reaccion liofilizada:
200 nM de cada cebador, 200 uM de ANTP y 1U de Taq polimerasa, a la cual se le anadid
lo siguiente: 14 pL de agua de PCR por pocillo, 4 pL de LightCycler® DNA Probes
Master 5X (Roche Applied Science, Indianapolis, IN, EEUU), 2 pL del ADNc a todos
los pocillos correspondientes a los 19 genes constitutivos, a los controles positivos y al
control negativo de ADNCc. Se afiadieron 2uLL de ARN a los controles negativos de ARN.
La mezcla de la reaccion de cada pocillo tuvo un volumen final de 20 pL y una
concentracion de 0,8 ng de ADNc. El control positivo permite obtener informacion de la

calidad del ARN inicial y de la eficiencia de la retrotranscripcion. El control negativo
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permite detectar posibles contaminaciones de ADN genomico residual en las muestras.
Para ello, se emplearon dos pocillos: en el primer pocillo se afiadid ADNc y en el segundo
se afladi6 ARN. Cuando los valores de Cycle threshold (Ct) de estos 2 ensayos difieren
en mas de 10 ciclos o el valor absoluto del Ct del pocillo con ARN es mayor de 32, se

considera que no hay contaminacion de ADN genomico.

Tabla 12.- Relacion de genes constitutivos estudiados en el Panel The Real Time

ready Human Reference Gene (Roche Applied Science, Indianapolis, IN, USA)

Abreviatura Nombre Completo
188 Subunidad 18S del ribosoma
ACTB Beta-actina
ALAS Acido 5-aminolevulinico sintasa
p-2M Beta-2-microglobulina
p-Globina Beta-globina
G6PDH Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
GUSB Beta-glucuronidasa
HPRTI Hipoxantina fosforribosiltransferasa 1
1POS8 Proteina importina 8
PBGD Porfobilindgeno deaminasa
PGK1 Fosfoglicerato kinasa 1
PPIA Peptidil-Prolilcis-trans isomerase A
RPL13A4 Proteina L13a de subunidad ribosomal 60S
RPLPO Proteina PO de la subunidad ribosomal 60S
SDHA Complejo succinato deshidrogenasa
TBP Proteina de union a la caja TATA
TFRC Receptor de la transferrina
YWHAZ Proteina 14-3-3 zeta/alfa o proteina de activacion
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El equipo empleado para lleva a cabo los estudios de expresion génica mediante
PCR a tiempo real fue el LightCycler® 480 System II (Roche Applied Science,
Indianapolis, IN, USA). El protocolo seguido se muestra en la tabla 13.

Tabla 13.- Programa de amplificacion para la qPCR del panel The Real Time ready
Human Reference Gene (Roche Applied Science, Indianapolis, IN, USA).

Programa Temperatura Tiempo Rampa T?
Activacion Taq Polimerasa 95°C 10 min  4,4°C/sg
Amplificacion

Desnaturalizacion 95°C 10 sg 4,4°C/sg

45 ciclos
Anillamiento 60°C 30 sg 2,2°C/sg
Polimerizacion 72°C 1sg 4,4°C/sg
Enfriamiento 40°C 30 sg 2,2°C/sg
ANALISIS ESTAD{STICO

Se calcul6 el Ct medio y su desviacion estandar (ds) para los controles y pacientes
para cada uno de los 19 genes constitutivos del panel. Para evaluar la variabilidad se

calculo6 el coeficiente de variacion (CV) medio de los Ct medios entre ambas poblaciones.

Por ultimo, se realiz6 un ANOVA tras comprobar la normalidad con un test de
Kolgomorov-Smirnov y la igualdad entre varianzas con un test de Levene. Este andlisis
permite ver si en algiin gen constitutivo existieron diferencias significativas entre el grupo

de controles y el grupo de pacientes diagnosticados de asma alérgica.
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ESTVDIO DE EXPRESION DE PTGDR

SELECCION DE MVESTRAS PARA EL ESTVDIO

Se analizaron muestras de sangre total de 112 controles y 195 pacientes
diagnosticados de asma y/o rinitis alérgica por el servicio de Alergia del Complejo

Asistencial de Salamanca.

EXTRACCION DEL ARN

Todas las muestras de sangre periférica obtenidas por puncion venosa, fueron
recogidas en tubos de vacio que llevaban EDTA como anticoagulante y se mezclaron con

el conservante RNA/ater® (Ambion Life Technologies™, Calsbad, CA, EEUU).

El conservante RNA/ater® se utiliza para desactivar las ARNasas y conservar el
ARN de la sangre a -20°C en perfectas condiciones. Para la conservacion de las muestras

se mezclaron 450 pl de sangre total con 1300 pul de RNAlater®.

Antes de utilizar la muestra para la extraccion del ARN, se dejo descongelar a
temperatura ambiente. Tras descongelarse, la muestra se centrifugd a maxima velocidad
durante 1 minuto y se retird el conservante antes de utilizar el RiboPure™-Blood Kit

(Ambion, Life Technologies, Calsbad, CA, EEUU).

El protocolo RiboPure™-Blood Kit de aislamiento de ARN en sangre total esta

dividido en dos partes:

e Lisis celular en una solucion basada en guanidina y una purificacion inicial de ARN

por extraccion de fenol/cloroformo (Figura 22).
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1.- La muestra con RNAlater se centrifuga para eliminar el sobrenadante

& = Centrifuga 1 min 13000 rpm

2.- Se aiiade 800 ul de solucién de lisis y 50 ul de solucion de acetato de sodio

oy

2 Vortex 1 min

3.- Se anade 500 ul de Fenol-Cloroformo para extraer el RNA

5.- Se afade 600 uL de 100% etancl a cada tubo de 2 mL

T 2 Incuba la mezcla § min

4.- Se centrifuga para recuperar la fase acuosa en un tubo de 2 mL
"( ) 3 Centrifuga 10 min a 13000 rpm
.

<2 Vortex 5 sg

Figura 22.- Procedimiento para lisar las células y purificar el ARN

Purificacion final de ARN mediante extraccion en fase solida en un filtro de fibra de

vidrio (Figura 23).

1.- Pasar 700 uL de muestra a través de la columna cada vez, hasta pasarla toda

2 Centrifuga 10 sg a 13000 rpm

\ 2.- Se lava la columna con 700 uL de Solucién de Lavado 1
;:-; 2 Centrifuga 10 sg a 13000 rpm
3.- Se lava la columna 2 veces con 700 uL de Solucién de Lavado 2/3
2 Centrifuga 10 sg a 13000 rpm

4.- Se anade a la columna 30 uL de Solucién de Elucion precalentada a 75°C

2 Centrifuga 30 sg a 13000 rpm cada vez

Figura 23.- Purificacion final del ARNy elucion
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TRATAMIENTO CON ADNASA

El kit RiboPure™-Blood (Ambion, Life Technologies, Calsbad, CA, EEUU)
incluye un tratamiento con ADNasa I para eliminar el ADN genomico del eluido del
ARN. El tratamiento consiste en afadir un tampon 20X y 1 pLL. de ADNasa I (8U/ul) al
eluido de ARN. La mezcla se incuba 30 minutos a 37°C, tras lo cual se afiade un 20 %
volumen de reactivo de inactivacion de ADNasa durante 2 minutos, se centrifuga a
13.000 rpm durante 1 minuto y se pasa el eluido libre de la resina del reactivo de

inactivacion a un nuevo tubo.

CVANTIFICACION DEL ARN

El ARN fue cuantificado mediante un NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, Delaware, USA) a 260 nm. El ARN debe de tener una ratio de
absorbancia a 260 nm/280 nm entre 1,8-2,0. La calidad del ARN se midi6 mediante el
bioanalizador, 2100 Bioanalyzer de Agilent (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA) que proporciona andlisis del RNA Integrity Number (RIN), un ARN de buena

calidad debe tener un RIN> 7. En nuestro estudio se cumplieron estos criterios de calidad.

SINTESIS DEL ADN COMPLEMENTARIO (ADNc)

La retrotranscripcion (RT) se realizo con el sistema Superscript™ III First-Strand
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, Life Technologies, Calsbad, CA, USA). Este
sistema detecta los ARN que tienen un tamafo entre 100 pb a 12 kb y la cantidad del
material de partida puede variar entre 1 pgy 5 ug de ARN total. Como indica el manual
del sistema, la transcriptasa SuperScript™ III sintetiza ADNc a una temperatura entre

42°C y 55°C, proporcionando un incremento de la especificidad.

En el estudio de genes constitutivos que se tomaron como genes de referencia se
emplearon 80 ng de ARN por cada muestra para realizar la sintesis del ADNc, que se
realiz6 utilizando hexdmeros, segiin el protocolo de Invitrogen (Figura 24). Para el
estudio de expresion de PTGDR se emplearon 250 ng de ARN por cada muestra para la
sintesis de ADNc.
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ARN + primer + dNTPs

65°C, 5 min

!

Enhielo, al menos 1 minuto

Random Hexamers Reaccion de Sintesis de cDNA:

Aftadir Mix
Buffer LOXRT

de Sintesiz de cDNA

-25mM MgCl,
25°C, 10 minutos -0,1MDTT
-RNase OUT™
l -SuperScript™ |1l RT

Sintesis de cDNA 50°C, S0 minutos

| Terminacion de la reaccién | 85 °C, 5 minutos
| Eliminacién del ARN | Afiadir 1 pL de RNasa H

37 °C, 20 minutos

Figura 24.- Resumen del procedimiento seguido para la obtencion de la poblacion de ADNc

total a partir de ARN siguiendo las instrucciones del fabricante.

SINTESIS DE CEBADORES PARA QPCR Y ESTVDIO DE EFICIENCIA.

Los cebadores se disenaron mediante el programa cebador 3Plus
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/cebador3plus/cebador3plus.cgi). Para que la
amplificacion funcione correctamente es necesario que los cebadores se unan
especificamente a la secuencia problema; esta especificidad depende de determinadas

propiedades del cebador, como el contenido GC y la temperatura de fusion.

El amplicon de PTGDR a amplificar tenia un tamafio de 82 nucleotidos y los
cebadores utilizados son los que se muestran en la tabla 14. Se comprobd que los

cebadores elegidos no presentasen ningiin polimorfismo conocido en su secuencia en el
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momento del disefo, para evitar de este modo una posible variacion en la especificidad

de unidn de los cebadores en las distintas muestras de ADNc.

Tabla 14.- Cebadores de PTGDR utilizados para la qPCR

Secuencia Complementario

Cebador Sentido 5'- GGCATGAGGCCTAAAAATGAG-3’ Hebra3'— 57
PTGDR

Cebador Antisentido 5- CCTTGACATCCTTAAATGCTCC-3’ Hebra 5'— 3’
PTGDR

EFICIENCIA DE LOS CEBADORES

Se realizd6 un estudio de la eficiencia de la amplificacion de los cebadores
mediante el calculo de la pendiente en fase logaritmica en una qPCR. Para ello, se
utilizaron diluciones seriadas (1:4) de una muestra de ADNc de concentracion conocida,
con un rango de concentraciones entre 100 ng/uL y 0,39 ng/uL. La eficiencia de la

reaccion se calculd con la siguiente formula:
Eficiencia = 1(¢!/pendiente)

La eficiencia de la PCR debe estar comprendida entre 90-100%, y puede verse
afectada por numerosas variables (148,149,150). Una vez comprobado el buen

funcionamiento de los cebadores se inici6 el estudio de expresion de PTGDR.

REACCION DE LA CADENA DE 1A POLIMERASA A TIEMPO REAL (QPCR)

Para evitar sesgos en el analisis, en cada experimento de qPCR se emplearon tanto
muestras de controles como muestras de pacientes, controles negativos sin muestra y un
calibrador. El calibrador consiste en una muestra de concentraciéon conocida que permite

detectar y compensar posibles variaciones interensayo. La mezcla de la reaccion de cada
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pocillo fue la siguiente: 7,5 pL de Master Mix SYBR Green I (2X) (Roche Applied
Science, Indianapolis, IN, USA), 600nM de cada cebador y 25 ng de ADNc. El volumen

total de la reaccion fue de 15 pL.

A continuacion se empled un equipo LightCycler® 480 System II (Roche Applied
Science, Indianapolis, IN, USA) para amplificar las secuencias. El protocolo utilizado

para el uso del SYBR Green I se describe en la tabla 15.

Tabla 15.- Programa de amplificacion empleado para el analisis de expresion génica
de PTGDR mediante PCR a tiempo real con SYBR Green I (Roche Applied Science,
Indianapolis, IN, USA).

Programa Temperatura Tiempo Rampa T®
Activacion Taq Polimerasa 95°C 10 min  4,4°C/sg
Amplificacion

Desnaturalizacion 95°C 10 sg 4,4°C/sg

45 ciclos

Anillamiento 60°C 10 sg 2,2°Cl/sg
Polimerizacion 72°C 10 sg 4,4°C/sg

Melting curve 97°C 0,11°C/sg
Enfriamiento 40°C 30 sg 2,2°C/sg

La curva de fusion permite salvar la inespecificidad del SYBRGreen I'y detectar
los posibles dimeros de cebador que podrian provocar una sobreestimacion de la cantidad

real de ADNc o, lo que es lo mismo, del grado de expresion génica.
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ANALISIS DE DATOS

Para cada muestra las reacciones fueron llevadas a cabo por triplicado. Para el
calculo del AACt se necesitd la media de los valores Ct y las desviaciones estandar
correspondientes, para el calculo de ACt. Para el calculo del AACt es necesario calcular

previamente el valor ACt con la siguiente formula:

ACT = CT objetivo—CT referencia

Como objetivo tuvimos el gen problema (PTGDR) y como referencia al gen constitutivo

o de referencia.

Tras lo cual podemos calcular el valor AACT mediante la féormula:

AACT = ACT muestra problema- ACT muestra calibrador

* Muestra problema: muestras provenientes de pacientes y controles a estudio

* Muestra calibrador: muestra obtenida de una mezcla de controles bien caracterizados

Finalmente obtenemos el dato de expresion relativa respecto de un gen referencia

utilizando la férmula siguiente:

Expresion relativa = 2-24¢T

Para realizar los célculos se utilizo el programa Excel de Microsoft Office 2013

(Redmond, WA, EEUU), introduciendo los valores Ct y creando una plantilla de calculo.

Se siguieron las recomendaciones de acuerdo con las instrucciones del manual
“Guide to Performing Relative Quantification of Gene Expression Using Real-Time
Quatitative PCR” (151,152).
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ANALISIS ESTAD{STICO

En este estudio se ha utilizado el programa estadistico SPSS version 17.0.
(Chicago, IL, EEUU). Las pruebas estadisticas que se han realizado con este programa se

muestran a continuacion:

o  Andlisis de la Z de Kolmogorov-Smirnov: se utiliza para analizar la normalidad de la

distribucion de una muestra.

o Test de Levene: estudio de la homogeneidad de varianzas.

e ¢ de Student: se utiliza en poblaciones que siguen una distribucion normal y sirve

para comparar si las medias de 2 poblaciones son iguales.
o  U-Mann Whitney: se utiliza cuando la poblacion estudiada no sigue una distribucion
normal y el tamafio muestral es pequefio. Es la version no paramétrica de la prueba t

de Student.

e ANOVA: se utiliza en poblaciones que siguen una distribucion normal y se utiliza

para comparar si las medias de K poblaciones (K >2) son iguales.

e  Kruskal-Wallis: se utiliza en poblaciones que no siguen una distribucion normal y se

utiliza para comparar si las medias de K>2 poblaciones son iguales.
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RESVLTADOS
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5.~ RESVLTADOS

5.4.~ CARACTER{STICAS DE LA MVESIRA

En este estudio se han analizado un total de 307 individuos, 112 controles y 195

pacientes diagnosticados de asma y/o rinitis alérgica (Tabla 16).

Tabla 16.- Caracteristicas de la poblacion en estudio

Edad (afios) 42+19 57+17 33+14 <0.001
Sexo (Varones) (%) 143 48 95 0.32
(46,6 %) (42,9 %) (48,7 %)

La proporcion por sexos estuvo ligeramente desplazada hacia el sexo femenino

que supuso el 53,4% de los participantes (Figura 25).

Sexo
Hombre Mujer

e0

&0

Edad
pep3

40

20

Frecuencia

Figura 25.- Distribucion de los sujetos participantes en el estudio por edades y sexo.
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Ademas, se observa una media de edad significativamente menor en el grupo de

pacientes (Figura 26).

Control Paciente

1004 o0

80

60

Edad
pepa

404

204 20

0 o

T T T T T T T T T
40 30 20 10 o 10 20 30 40

Frecuencia

Figura 26.- Distribucion por edades del grupo control y del grupo de pacientes con alergia.

34.4.~ GRVPO CONIROL

CARACTER fSTICAS DEMOGRAFICAS

El grupo control estuvo constituido por 112 individuos, caracterizados tras una
evaluacion clinica por el servicio de Alergologia del Complejo Asistencial de Salamanca.
Ninguno de estos individuos presentaba enfermedades alérgicas ni respiratorias ni
antecedentes familiares de las mismas. Todos ellos presentaron pruebas cutaneas
negativas en la bateria de aeroalérgenos locales. La proporcién de sexos se desplazo
ligeramente hacia el sexo femenino, que supuso el 57,1 % de los controles. La mediana
de la edad del grupo control fue de 57 afios (R.I.= 27). La media de los niveles de IgE
sérica fue de 99 kU/L (d.s.= 178 kU/1) (Tabla 18).
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3.4.2.~ GR' VPO PACIENTES

CARACTER fSTICAS DEMOGRAFICAS

El grupo Pacientes estuvo constituido por 195 individuos caracterizados tras una
evaluacion clinica por el servicio de Alergologia del Complejo Asistencial de Salamanca.
El 51,3% de los pacientes fueron mujeres. La mediana de la edad del grupo de pacientes

fue de 30 afos (R.I.=19). La media de los niveles de IgE en suero de estos individuos fue

de 362 kKU/L (d.s.= 429 kU/1) (Tabla 17).

Tabla 17.- Niveles de IgE de los individuos incluidos en el estudio

Medias ds Significacion
Controles (n:112) 99 kU/1 178 kU/1 * p<0.05
Pacientes (n:195) 362 kU/1 429 kU/
Varones (n:143) 281 kU/1 359 kU p=0,627
Mujeres (n:164) 259 kU/1 403 kU/1
Asma + Rinitis (n:131) 416 kU/1 466 kU/1 * p<0.05
Rinitis (n:58) 258 kU/1 328 kU/1
Antecedentes (n:75) 417 kU/1 469 kU/1 p=0,151
No Antecedentes (n:110) 324 kU/ 397 kU/I
DATOS CLENICOS
DIAGNOSTICO Y GRAVEDAD

En la figura 27, se muestra la distribucion de los pacientes segtin el diagnostico.
El mas frecuente fue la asociacion asma-rinitis, presente en 2/3 de los pacientes, seguido

por los pacientes diagnosticados exclusivamente de rinitis.
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Diagnostico de enfermedad alérgica

Asma Sélo
3%
Rinitis Sélo ‘

30%
M Asma + Rinitis
Asma + Rinitis M Rinitis Solo

67% )
[ Asma 50lo

Figura 27.- Distribucion de los pacientes basada en el diagnoéstico.

La gravedad del asma se valor6 mediante las categorias establecidas por la guia
GINA (32) (figura 28). La mas frecuente fue el asma intermitente, seguida del asma

persistente moderada.

Gravedad del Asma

Intermitente Persistente Leve = Persistente Moderada m Persistente Grave

Figura 28.- Distribucion de los pacientes segun la gravedad del asma.
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La gravedad de la rinitis se valoré mediante las categorias establecidas por la guia
ARIA (16,144) (figura 29). La forma mas frecuente de rinitis fue la persistente moderada

seguida de la rinitis intermitente moderada.

Gravedad de la Rinitis

Intermitente Leve M Intermitente Moderada B Intermitente Grave
M Persistente Leve M Persistente Moderada M Persistente Grave

Figura 29.- Distribucion de los pacientes basada en la gravedad de la rinitis. Basada en la

modificacion de la ARIA por Valero (153)

SENSIBILIZACION DE LOS PACIENTES

Todos los individuos diagnosticados presentaron algun tipo de sensibilizaciéon y
el 63 % presentaba polisensibilizacion a varios grupos de aeroalérgenos (Figura 30). Entre
los polisensibilizados los mas habituales fueron los sensibilizados a dos grupos de
aeroalérgenos como era de esperar los menos habituales fueron los individuos sensibles
a los cuatro grupos de aeroalérgenos. En el grupo de pacientes monosensibilizados
predominé la monosensibilizacion al grupo de acaros (52%) sobre la monosensibilizacion

al grupo de polenes.
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Sensibilizacion Alérgica

Sensibilizados a 1 grupo © Sensibilizados a 2 grupos

Sensibilizados a 3 grupos M Sensibilizados a 4 grupos

Figura 30.- Distribucion de los pacientes basada en la sensibilizacion.

El grupo de aeroalérgenos al que mas frecuentemente presentaban sensibilizacién
nuestros pacientes fue el de los polenes (74,9%) seguido por el grupo de acaros (71,3%),
epitelios (42,6%) y hongos (9,7%).

ANTECEDENIES DE LOS PACIENTES

Se recogieron los antecedentes familiares de asma, rinitis y atopia, asi como, los
antecedentes maternos de las mismas (figura 31). Se observo que al menos el 40% de los

pacientes presentaba algun tipo de antecedente relacionado con la alergia.
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Antecedentes Familiares

m 5 mNo
100
50
g0
70
&0
50
40
0
0
10
0
Antecedentes de Asma Antecedentes de Rinitis Antecedentes de Atopia

Figura 31.- Antecedentes familiares de asma, rinitis y atopia en pacientes diagnosticados de

asma y rinitis alérgica.

5.2.~ ESTVDIO DE ASOCIACION ENTRE LOS VALORES DE EXPRESION DE
PTGDR. Y 1AS VARIABLES CLiNICAS.

5.2.4.~ SELECCION DE GENES DE REFERENCIA 0 CONSTITVTIVOS

La recomendacion general es elegir genes de referencia que tengan un nivel de
expresion similar al del gen problema, en nuestro caso PTGDR (154). Consecuentemente,
se seleccionaron genes de referencia cuyo Ct se encontrase alrededor del Ct =30, ya que,
en una prueba preliminar de expresion, a la misma concentracion de ARN, PTGDR se

expresaba cerca de este ciclo.

En la figura 32 se observa las medias y las desviaciones estandar de todos los

genes de referencia analizados.
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Figura 32.- Diagrama de cajas (box-plof) donde se observan medias y desviaciones estandar

de los Ct de los genes constitutivos

Seleccionamos los genes que, expresandose cerca del ciclo Ct = 30, mostraban

una expresion mas estable (no presentaron valores extremos).

Los genes candidatos fueron: TFRC (tranferrin receptor), TBP (tata binding
protein), ALAS (Delta-aminolevulinate synthase), HPRT (hypoxanthine phosphoribosyl
transferase), GUSB (glucuronidase beta).

Seleccionamos el gen de referencia con menor variacion; para ello, calculamos la
media de las desviaciones estandar y la media de los coeficientes de variacion de los Ct
medios (cv = ds /media) de los pacientes sensibilizados a diferentes alérgenos con

diagnostico de alergia (Figura 33).
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Figura 33.- Diagrama de cajas (box-plor) donde se observan la media de las desviaciones

estandar de los Ct.

El gen que varié en menor medida y sin valores extremos (Tabla 18), con un nivel
de expresion similar a PTGDR, fue el gen constitutivo 7BP, que presentd menos de 0,5
ciclos (Ct) de variacion de expresion respecto de la media de las desviaciones estandar de

los duplicados.

El segundo gen -constitutivo seleccionado fue GAPDH (glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase), ya que se ha utilizado con anterioridad en estudios

relacionados con pacientes asmaticos.
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Tabla 18.- Valores Ct de los Genes constitutivos analizados

Gen Constitutivo Ct medio + desviacion estandar CV de los Ct medios

Entre ambas poblaciones

Controles Pacientes
188 14,40+0,73  15,03+0,36 0,081
ACTB 24,48+0,90  24,52+0,37 0,038
ALAS 32,19+40,69  32,35+0,35 0,030
B-2M 2423+0,72  24,41+0,31 0,039
B-Globina 18,02+0,69  18,54+0,26 0,059
G6PDH 29,76+0,72  30,34+0,29 0,036
GAPDH 27,1740,66  27,02+0,25 0,027
GUSB 32,35+0,71  32,48+0,36 0,027
HPRTI 31,4840,69  31,63+0,47 0,030
IPOS 33,0940,66  33,04+0,32 0,026
PBGD 31,5740,67  32,02+0,52 0,032
PGKI 27,79+0,57  28,56:+0,40 0,038
PPIA 27,66+0,45  27,57+0,27 0,028
RPLI3A 24,93+0,47  24,68+0,12 0,029
RPLPO 27,07£0,35  26,99+0,21 0,024
SDHA 29,61£0,35  30,34+0,48 0,035
TBP 30,49+0,27  30,67+0,14 0,015
TFRC 28,47£0,44  29,29+0,39 0,031
YWHAZ 27,0240,46  26,97+0,18 0,017
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5.2.2.~ EXPRESION DE PTGDR

EXPRESION DE PTGDR Y SENSIBILIZACION ALER GICA

Se observo un claro incremento en los niveles de expresion de PTGDR en los
pacientes alérgicos (p < 0,001; PE = 95,4 %); asi, se observo una media de 0,68+0,52 en
los niveles de expresion de PTGDR en los controles, frente a 0,91+0,52 en los pacientes
con pruebas cutaneas positivas. Estas diferencias se mantenian tanto para el caso de la
monosensibilizacion (p < 0,001; PE = 92,7 %) como de la polisensibilizacion (p < 0,001;
PE = 83,3 %) con una media en los niveles de PTGDR de 0,68+0,52 en los controles
frente a 0,96+0,53 en los pacientes monosensibilizados y frente a 0,89+0,52 en los

pacientes polisensibilizados. Todos estos datos se muestran en la tabla 19.

Tabla 19.- Niveles de expresion de PTGDR y sensibilizacion respecto a los controles

n Media + ds Significaciéon PE

Controles 104  0,682+0,521

PC Positivas 188  0,915+0,523 p <0,001 95,4 %
MS 71 0,960+0,533 p <0,001 92,7 %
PS 117  0,887+0,517 p <0,001 83,3 %
PC (+) acaros 133 0,870+0,493 p <0,001 80,6 %
PC (+) polenes 140  0,921+0,507 p <0,001 94,7%
PC (+) a epitelios 81 0,870+0,426 p < 0,001 77,0 %
PC (+) hongos 19 1,001+0,844 p=0,03 35,5 %
MS a Acaros 37 0,939+0,627 p=0,016 72,2 %
MS a Poélenes 34 0,983+0,416 p=0,03 96,2 %

MS: Monosensibilizados; PS: Polisensibilizados; PE: Poder Estadistico; PC: pruebas cutineas
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SENSIBILIZACIONES A GRVPOS DE AEROALERGENOS

ACAROS

El grupo control y el de los pacientes diagnosticados de alergia y sensibilizados a
los acaros presentaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
expresion de PTGDR (p < 0,001; PE = 80,6 %) con una media en los niveles de PTGDR
de 0,68+0,52 en los controles frente a 0,87+0,49 en los pacientes sensibilizados a los

acaros.

POLENES

El grupo control y el de los pacientes diagnosticados de alergia y sensibilizados a
los polenes presentaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
expresion de PTGDR (p < 0,001; PE = 94,7 %) con una media en los niveles de PTGDR
de 0,68+0,52 en los controles frente a 0,92+0,51 en los pacientes sensibilizados a los

p6lenes.

EPITELIOS

El grupo control y el de los pacientes diagnosticados de alergia y sensibilizados a
los epitelios presentaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
expresion de PTGDR (p < 0,001; PE = 77 %), con una media en los niveles de PTGDR
de 0,68+0,52 en los controles frente a 0,87+0,43 en los pacientes sensibilizados a los

epitelios.

HONGOS

El grupo control y el de los pacientes diagnosticados de alergia y sensibilizados a
los hongos presentaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
expresion de PTGDR (p = 0,03; PE = 35,5 %) con una media en los niveles de PTGDR
de 0,68 + 0,52 en los controles frente a 1,00 = 0,84 en los pacientes sensibilizados a los

hongos.
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MONOSENSIBILIZADOS A LOS ACAROS

El grupo control y el de los pacientes diagnosticados de alergia y
monosensibilizados a los dcaros presentaron diferencias estadisticamente significativas
en los niveles de expresion de PTGDR (p = 0,011; PE = 60,8 %) con una media en los
niveles de PTGDR de 0,68+0,52 en los controles frente a 0,94+0,63 en los pacientes

monosensibilizados a los acaros.

MONOSENSIBILIZADOS A POLENES

El grupo control y el de pacientes diagnosticados de alergia y monosensibilizados
a los podlenes presentaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
expresion de PTGDR (p <0,001; PE = 92,8 %) con una media en los niveles de PTGDR
de 0,684+0,52 en los controles frente a 0,98+0,42 en los pacientes monosensibilizados a

los polenes.

SENSIBILIZADO AL MENOS A ACAROS Y POLENES

El grupo control y el de los pacientes diagnosticados de alergia y sensibilizados al
menos a acaros y poélenes simultineamente presentaron diferencias estadisticamente
significativas (p = 0,002; PE = 69 %) con una media en los niveles de expresion de
PTGDR de 0,68+0,52 en los controles frente a 0,85+0,44 en los pacientes sensibilizados

como minimo a acaros y polenes.

POLISENSIBILIZADOS

El grupo control y el de los pacientes diagnosticados y polisensibilizados
presentaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,001; PE = 83,3 %) con una
media en los niveles de expresion de PTGDR de 0,68+0,52 en los controles frente a

0,89+0,52 en los pacientes polisensibilizados.
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EXPRESION DE PTGDR Y NIVELES DE IGE TOTAL

Se observaron diferencias significativas en los niveles de IgE total, que fueron
superiores a medida que aumentaba el nimero de grupos a los que los pacientes estaban
sensibilizados, si bien no se observaron estas diferencias con los niveles de expresion de

PTGDR entre esos mismos grupos (Tabla 20, Figura 34).

Tabla 20.- Valores de IgE y niveles de expresion de PTGDR segun el numero de

grupos de aeroalérgenos a los que los pacientes estaban sensibilizados.

1 (n=71) 246 +£314 0,960 + 0,533
2 (n=58) 363 £446 0,889 +0,572
3 (n=50) 467 £475 0,922 +0,483
4 (n=9) 626 £584 0,680 + 0,237
Significacion p=10,003 p=0,290

Niveles medios de IgE (kU/I) y niveles de expresidon de PTGDR

700 1,2
600 1
[ —

500 —— 08
400 '
300 06
200 04
100 0,2

0 0

Sensibilizado a Sensibilizado a Sensibilizado a Sensibilizado a
1 Grupo 2 Grupos 3 Grupos 4 Grupos

=@-—=\Media IgE = ==@==Media niveles de PTGDR

Figura 34.- Representacion de los niveles de PTGDR y niveles de IgE total.
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EXPRESION DE PTGDR Y DIAGNOSTICO CLINICO

ASMA

Se observo un aumento estadisticamente significativo de los niveles de expresion
de PTGDR en el grupo de pacientes con asma (p < 0,001; PE = 92,2 %) con una media
en los niveles de expresion de PTGDR de 0,68+0,52 en los controles frente a 0,92+0,55

en los pacientes diagnosticados de asma alérgica.

ASMATICOS MONOSENSIBILIZADOS

En el caso de los pacientes diagnosticados de asma con monosensibilizacion, se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre estos y los controles
(p = 0,044; PE = 38,6 %) con una media en los niveles de expresion de PTGDR de
0,68+0,52 en los controles frente a 0,95+0,70 en los pacientes diagnosticados de asma

alérgica y monosensibilizados a los 4caros.

Los pacientes asmaticos monosensibilizados a polenes también presentan
diferencias significativas con una p = 0,003 (PE = 75,10 %) con una media en los niveles

de PTGDR de 0,68+0,52 en los controles frente a 0,96+0,43 en los pacientes.

No hubo pacientes monosensibilizados a los epitelios y hongos, por lo que no se

presentan datos sobre este tipo de pacientes.

ASMATICOS POLISENSIBILIZADOS

Por otra parte, también se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre los controles y los pacientes diagnosticados de asma alérgica y polisensibilizados
(p<0,001; PE=81,3 %). La media en los niveles de expresion de PTGDR en los controles
fue de 0,68+0,52 frente a los niveles de los asmaticos polisensibilizados, que fueron de

0,90+ 0,54.

El resumen de los resultados anteriormente expuestos con respecto a la variable

clinica asma, se muestra en la tabla 21.
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Tabla 21.- Resumen de los niveles de expresion de PTGDR con respecto a la variable

clinica asma.

n Pacientes p* P.E.
Media ds
Controles 104 0,682 + 0,521
PC+ 188 0,915+ 0,523 0,001 95,4 %
Asma Alérgica 131 0,918+0,546 0,001 92,2 %
Asmaticos 89 0,900+0,536 0,001 81,3 %
polisensibilizados
Asmaticos 21 0,952 £ 0,701 0,044 38,6 %
monosensibilizados
a acaros
Asmaticos 21 0,964+0,428 0,003 75,1 %
monosensibilizados
a polenes

PE: Poder estadistico

RINITIS

El grupo control y el de los pacientes diagnosticados de rinitis alérgica presentaron
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,001; PE = 94,4 %) con una media en los
niveles de expresion de PTGDR de 0,68+0,52 en los controles frente a 0,91+0,50 en los

pacientes diagnosticados de rinitis alérgica.

PACIENTES CON RINITIS ALERGICA Y MONOSENSIBILIZACION

En el caso de los pacientes diagnosticados de rinitis y monosensibilizados, se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los controles y los pacientes
con rinitis monosensibilizados a acaros (p = 0,016; PE = 46,5 %), con una media en los

niveles de expresion de PTGDR de 0,68+0,52 en los controles frente a 0,87+0,50 en los
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pacientes. Los pacientes con rinitis alérgica monosensibilizados a los polenes también
presentaron diferencias estadisticamente significativas, (p < 0,001; PE = 92,8 %) con una
media de los niveles de expresion de PTGDR de 0,68+0,52 en los controles frente a

0,98+0,42 en los pacientes.

PACIENTES CON RINITIS ALER GICA Y POLISENSIBILIZACION

Por otra parte, también existieron diferencias estadisticamente significativas entre
los controles y los pacientes diagnosticados de rinitis alérgica y polisensibilizados (p <
0,001; PE = 84,9 %). La media de los niveles de expresion de PTGDR en los controles
fue de 0,68+0,52 frente a unos niveles en los asmaticos polisensibilizados de 0,89+0,52.

Estos resultados se muestran en la tabla 22.

Tabla 22.- Tabla resumen de niveles de expresion de PTGDR con respecto a la

variable clinica rinitis.

n Pacientes p* P.E.
Media ds
Controles 104 0,682 + 0,521
PC+ 188 0,915+ 0,523 0,001 95,4 %
Rinitis alérgica 182 0,906 + 0,499 0,001 94,4 %
Rinitis alérgica 114 0,894 + 0,522 0,001 84,9 %
polisensibilizados
Rinitis 34 0,870 + 0,503 0,016 46,5 %
monosensibilizados
acaros
Rinitis 34 0,983 +£0,416 0,001 92,8 %
monosensibilizados
a poélenes

PE: Poder estadistico
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5.3.~ ESTVDIO DE ASOCIACION DE LOS POLIMOR FISMOS DE LA REGION
PROMOTORA DE PTGDR CON LAS VARIABLES CLINICAS

5.34.~ POLIMORFISMOS DE PTGDR Y SENSIBILIZACION ALER GICA

En este estudio se han analizado 9 polimorfismos ubicados en la region promotora
del gen PTGDR. En la tabla 23 se muestran las frecuencias alélicas (modelo aditivo) y
genotipicas en nuestra muestra. El equilibrio de Hardy-Weinberg se cumpli6 en todos los

casos, salvo en el caso del grupo control para el polimorfismo -441 C>T.

Tabla 23.- Frecuencias alélicas y genotipicas de los distintos SNP

Polimorfismo Alélica Genotipica
Controles Pacientes ] Controles Pacientes p
-1289 G>A A:0,36 A:0,273 0,027 AA: 0,100 AA: 0,077 0.044

GA: 0,518 GA: 0,392

-1122 T>C C:0,359 C: 0,278 0,038 CC: 0,100 CC: 0,082 0,05
TC: 0,518 TC: 0,392

-881 C>T T: 0,100 T:0,116 0,54 TT: 0 TT: 0,010 0,54
CT:0,200 CT: 0,211

-834 C>T T:0,239 T:0,289 0,18 TT: 0,063 TT: 0,077 0,35
CT: 0,351 CT: 0,423

-613 C>T T:0,104 T:0,116 0,64 TT: 0 TT: 0,010 0,55
CT: 0,207 CT: 0,211

-549 T>C C: 0,590 C:0,526 0,12 CC: 0,360 CC: 0,268 0,23
CT: 0,459 CT: 0,515

-441 C>T T:0,180 T:0,178 0,942 TT: 0,063 TT: 0,052 0,874
CT:0,234 CT: 0,253

-197 T>C C:0,099 C:0,121 0,408 CC:0,009 CC:0,015 0,313
CT:0,180 CT:0,211

-95 G>T T:0,005 T:0,013 0,313 TT: 0 TT: 0 0,310
GT:0,009 GT:0,026
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A continuacion, se describen las distintas asociaciones encontradas entre los

distintos grupos de pacientes y los polimorfismos de PTGDR.

PR VEBAS CVTANEAS (PC) POSITIVAS

Se observaron diferencias estadisticamente significativas para el polimorfismo -
1289G>A del promotor de PTGDR en los pacientes respecto a los controles [p = 0,044;
poder estadistico (PE) = 56,9 %]. El genotipo AG resultdé mas frecuente en los controles
(0,52) que en los pacientes (0,39). Esta asociacion se confirm6 en el estudio de regresion
ajustado por edad y sexo con una p = 0,045 para la distribucion genotipica (GG frente a

AGy AA).

SENSIBILIZACION A LOS POLENES

A partir del andlisis bivariante se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en las frecuencias genotipicas del polimorfismo -1289G>A del promotor
de PTGDR (p = 0,020; PE = 68,3 %). El genotipo AG fue mas frecuente en los controles
(0,52) que en los pacientes (0,37). Esta asociacion se confirmé con el estudio de regresion
ajustado por edad y sexo con una p = 0,028 para la distribucioén genotipica (GG frente a

AGy AA).

El polimorfismo -1122T>C del promotor de PTGDR presentd diferencias
significativas en cuanto a las frecuencias genotipicas (p = 0,025; PE = 68,3 %). El
genotipo CT fue el mas frecuente en los controles (0,52) que en los pacientes (0,37). Esta
asociacion se confirmo con el estudio de regresion ajustado por edad y sexo con una p =

0,029 para la distribucion genotipica (TT frente a CT y CC).

SENSIBILIZACION SOLAMENTE A ACAROS Y POLENES

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en las frecuencias
genotipicas del polimorfismo -1289G>A del promotor de PTGDR en los pacientes (p =
0,050; PE = 54,1 %). El genotipo AG fue més frecuente en los controles (0,52) que en los

pacientes (0,31). Esta asociacion se confirmé en el estudio de regresion ajustado por edad
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y sexo con una p = 0,009 para la distribucién genotipica (AG frente a GG y AA con OR:
0,24 IC 95%: 0,08-0,70; FPRP = 14,4 %)).

El polimorfismo -1122T>C del promotor de PTGDR presentd diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a las frecuencias genotipicas (p = 0,050; PE =
54,1 %). El genotipo CT resultdé mas frecuente en los controles (0,52) que en pacientes
(0,31). Esta asociacion se confirmé en el estudio de regresion ajustado por edad y sexo
con una p = 0,009 para la distribucion genotipica (CT frente a TT y CC con OR: 0,24 IC
95%: 0,08-0,70; FPRP = 14,4 %).

SENSIBILIZACION AL MENOS A ACAROS Y POLENES

Se observaron diferencias estadisticamente significativas (p = 0,023; PE = 75,4
%) en las frecuencias genotipicas del polimorfismo -1289G>A del promotor de PTGDR.
El genotipo AG fue mas frecuente en los controles (0,52) que en los pacientes (0,33). Esta
asociacion se confirmé en el estudio de regresion ajustado por edad y sexo con una p =

0,031 para la distribucion genotipica (GG frente a AG y AA, y AG frente a GGy AA)

El polimorfismo -1122T>C del promotor de PTGDR presentd diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a las frecuencias genotipicas (p = 0,023; PE =
75,4 %). El genotipo CT fue el mas frecuente en los controles (0,52) que en los pacientes
(0,33). Esta asociacion se confirmd en el estudio de regresion ajustado por edad y sexo
conuna p = 0,031 para la distribucion genotipica (TT frente a CT y CC, y CT frente a TT
y CO)

SENSIBILIZACION A MAS DE 1 GR VPO DE AER OALER GENOS (POLISENSIBILIZADOS)

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las frecuencias
genotipicas del polimorfismo -1289G>A del promotor de PTGDR en los pacientes
respecto a los controles (p =0,037; PE = 63 %). El genotipo AG resulté mas frecuente en
los controles (0,52) que en los pacientes (0,37). Esta asociacion se confirmo6 en el estudio
de regresion ajustado por edad y sexo, con una p = 0,044 para la distribucidon genotipica

(GG frente a AGy AA).
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El polimorfismo -1122T>C del promotor de PTGDR presentd diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a las frecuencias genotipicas en pacientes (p =
0,037; PE = 63 %). El genotipo CT fue mas frecuente en los controles (0.52) que en
pacientes (0.37). Esta asociacion se confirmo en el estudio de regresion ajustado por edad

y sexo con una p = 0,044 para la distribucion genotipica (TT frente a CT y CC).

5.3.2.~ POLIMOR FISMOS DE PTGDR Y DIAGNGOSTICO CLINICO

ASMA ALERGICA EN PACIENTES POLISENSIBILIZADOS

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las frecuencias
genotipicas del polimorfismo -1289G>A del promotor de PTGDR (p = 0,041; PE = 52,8
%). El genotipo AG fue mas frecuente en los controles (0,52) que en los pacientes (0,38).
Esta asociacion se confirmo en el estudio de regresion ajustado por edad y sexo con una

p = 0,040 para la distribucidon genotipica (GG frente a AG y AA).

El polimorfismo -1122T>C del promotor de PTGDR present6d diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a las frecuencias genotipicas (p = 0,041;
PE = 52,8 %). Si, el genotipo CT resultd el mas frecuente en los controles (0,52) que en
los pacientes (0,38). Esta asociacion se confirmé en el estudio de regresion ajustado por

edad y sexo con una p = 0,040 para la distribucion genotipica (TT frente a CT y CC).

RINITIS ALERGICA EN PACIENTES POLISENSIBILIZADOS

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las frecuencias
genotipicas del polimorfismo -1289G>A del promotor de PTGDR (p = 0,030;
PE = 67,1 %). El genotipo AG fue mas frecuente en los controles (0,52) que en los
pacientes (0,36). Esta asociacion se confirmd en el estudio de regresion ajustado por edad
y sexo con una p = 0,025 para la distribucion genotipica (GG frente a AG y AA, y AG
frente a GG y AA).

El polimorfismo -1122T>C del promotor de PTGDR presentod diferencias

estadisticamente significativas en cuanto a las frecuencias genotipicas (p = 0,030;
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PE = 67,1 %). El genotipo CT fue mas frecuente en los controles (0,52) que en pacientes
(0,36). Esta asociacion se confirmé en el estudio de regresion ajustado por edad y sexo
con una p = 0,025 para la distribucion genotipica (TT frente a CT y CC, y CT frente a TT
y CC).

El resumen de los resultados de asociacion de polimorfismos para las variables de

diagndstico clinico se muestra en la tabla 24.

Tabla 24.- Resultados de asociacion génica para las variables alergia, asma y rinitis

Asma Alérgica -1289 0,019 0,630 0,429- 38,4% 32,8% 0,045 43,2% A/G
G>A 0,928

n=137

-1122 0,030 0,655 0,446-  33,8%  35.8%
™C 0,962

Asma-+Polisensibilizacién -1289 0,021 0,603 0,392- 36,9%  27,9% 0,041 52,8% A/G

G>A 0,928
n=93
-1122 0,021 0,603 0,392- 36,9% 27,9% 0,041 52,8% C/T
T>C 0,928
Rinitis -1289 0,035 0,682 0,478- 32% 39,2%
G>A 0,975
n=188

-1122 0,049 0,701 0,491- 28,7%  47%
>C 0,999

Rinitis+Polisensibilizacién ~ -1289 0,029 0,643 0,431-  33,7%  34,7% 0,030 67,1%  A/G

G>A 0,957
n=119

-1122 0,029 0,643 0,431- 33,7% 34,7% 0,030 67,1% C/T
T>C 0,957
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S.4.~ ESTVDIO DE ASOCIACION ENTRE LOS NIVELES DE EXPRESION Y
LOS POLIMOR FISMOS DEL PROMOTOR DE PTGDR.

5.4.4~ POBLACION GENERAL

En cuanto a la relacion de los polimorfismos y los niveles de expresion de PTGDR
se observaron diferencias estadisticamente significativas en la poblacion global entre los
niveles de expresion y los distintos genotipos del polimorfismo -1289G>A (p = 0,034).
Los datos medios de expresion para los distintos genotipos fueron GG (0,88 £ 0,52), AG
(0,81 £0,55) y AA (0,64 = 0,45), con unos niveles de PTGDR muy bajos en el caso del

genotipo homocigoto mutado AA.

Se realiz6 un estudio del modelo de herencia que seguia la distribucion alélica del
SNP -1289G>A y se comprobd que, en la poblacion total, para el modelo alélico
dominante, existieron diferencias estadisticamente significativas en la distribucion alélica
respecto a los niveles de expresion de PTGDR (p = 0,032). La media de los niveles de
PTGDR fue para el alelo G de 0,88 + 0,52 y para el alelo A de 0,78 + 0,54.

Del mismo modo, el polimorfismo -1122T>C presentd diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de expresion de PTGDR de los distintos
genotipos (p =0,04). La media de los niveles de expresion de PTGDR fue para el genotipo
TT de 0,88 £ 0,53, para el genotipo CT 0,81 £ 0,55, mientras que el genotipo homocigoto

mutado CC de nuevo presento los niveles mas bajos 0,65 + 0,45.

El modelo de herencia que seguia la distribucion alélica del SNP -1122T>C en la
poblacion general es dominante. Se comprobd que existian diferencias significativas en
los niveles de expresion de PTGDR con esta distribucion alélica, p = 0,046. Las medias
de los niveles de expresion de PTGDR fueron para el alelo T de 0,88 + 0,52 y para el alelo
C de 0,78 £0,54.

Igualmente, el polimorfismo -549T>C presentd diferencias estadisticamente

significativas entre los niveles de expresion de PTGDR de los distintos genotipos (p =
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0,011). Las medias de los niveles de expresion de PTGDR fueron, para el genotipo TT
0,85 + 0,57 para el genotipo CT 0,91 £+ 0,56 y para el genotipo CC 0,68 + 0,42.

La distribucion alélica del SNP -549T>C siguié un modelo de herencia recesivo
en la poblacion general. Se comprobo que existian diferencias significativas en los niveles
de expresion de PTGDR si se tenia en cuenta este tipo de distribucion alélica (p = 0,004).
La media de los niveles de PTGDR fue para el alelo T de 0,90 = 0,56 y para el alelo C de
0,68 £0,42.

5.4.2~ SENSIBILIZACION SOLAMENTE A ACAROS Y POLEN

Entre los grupos de pacientes sensibilizados cabe destacar que los pacientes
sensibilizados conjuntamente y Gnicamente a acaros y polenes presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre los niveles de expresion de PTGDR y la distribucion
de los genotipos de los polimorfismos -1289G>A (p = 0,009), -1122T>C (p = 0,009) y -
549T>C (p = 0,05).

Se corrobor6d que existian diferencias significativas al comparar los niveles de
expresion de PTGDR con la distribucion de las frecuencias alélicas de -1289G>A segun
un modelo de herencia alélica dominante en el que se comparé GG vs. AG + AA (1,06 +
0,54 Vs 0,49 = 0,39) (p = 0,005). En cuanto al SNP -1122T>C, debido a su ligamiento

con -1289G>A, se obtuvieron resultados similares.

Estas asociaciones se confirmaron para -1289G>A en el estudio de regresion
ajustado por edad y sexo [p = 0,004 con un OR = 5,108; IC 95% (1,663 - 15,683)] para
la distribucion genotipica (GG vs AG + AA)]. Al igual sucedié con -1122T>C para la
distribucion genotipica (TT vs CT y CC).

Por ultimo, se comprobd que existian diferencias estadisticamente significativas
en cuanto a los niveles de expresion de PTGDR y la distribucion alélica de -549T>C si se
le asignaba un modelo de herencia alélica recesiva al comparar TT + CT vs CC (1,00£0,55

Vs 0,55+0,44) (p = 0,019). Esta asociacién no se confirmo para -549T>C en el estudio de
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regresion ajustado por edad y sexo [p = 0,143 para la distribucion genotipica (TT vs CT

y CO)]

5.5~ NIVELES DE PTGDR Y APLICACION CLfNICA

Para analizar los niveles de PTGDR respecto a su posible aplicacion clinica para
el diagnostico de alergia, procedimos a realizar una curva ROC (Figura 34) y obtuvimos

un area bajo la curva de 0,654, con un IC 95 % (0,588-0,721) y un error estandar de 0,034.

El analisis de dicha curva proporciona un posible punto de corte para la expresion
de PTGDR de 0,509 para el cual obtenemos un 81,4% de sensibilidad y un 42,3% de
especificidad. El valor predictivo positivo para este punto de corte es del 72% y el valor

predictivo negativo del 55%.

Debido a que la especificidad es baja es aconsejable utilizar este pardmetro junto
con la historia clinica y las pruebas cutaneas para terminar de confirmar el diagndstico de

alergia.
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Figura 35.- Representacion de la curva ROC para los niveles de expresion de PTGDR y el

diagnostico de alergia.
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6.~ DISCVSION

6.4.~ CARACTER{STICAS DE LA MVESTRA

En cuanto a las caracteristicas de la muestra cabe destacar que se encontraron
diferencias significativas en cuanto a la edad de controles y pacientes. Los controles
tenian una edad significativamente superior que los pacientes, lo que tiene, por otro lado,
la ventaja de confirmar durante mas tiempo que no han desarrollado la enfermedad. El
posible efecto de esta variable sobre los niveles de expresion de PTGDR ha sido corregido

mediante una regresion logistica ajustada por edad.

No se observaron diferencias significativas en cuanto a la variable sexo en los
grupos poblacionales de estudio a pesar de lo cual se incluy6 dicha variable en el ajuste

de la regresion para un mayor control estadistico.

Por otro lado, como era de esperar, existieron diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a los niveles de inmunoglobulina E total entre controles y
pacientes (140). También, se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
los niveles de inmunoglobulina E total entre los pacientes que padecian asma y rinitis
alérgica, que son pacientes con una sintomatologia mas grave que los pacientes
diagnosticados exclusivamente de rinitis alérgica (155). Esto viene a reforzar la idea de
que las distintas manifestaciones alérgicas en las vias respiratorias podrian representan
una enfermedad continua en lugar de entidades paralelas discretas que ocurren
simultdneamente (156,157). De esta forma, la inflamacion simultdnea del tracto
respiratorio superior y del inferior tendria mas repercusion sobre los niveles de IgE total

que la afectacion exclusivamente del tracto superior.

En el caso de los pacientes asmaticos se observo con mayor frecuencia la presencia
de asma intermitente y rinitis persistente moderada, esto se corresponde con los datos
observados en poblaciones mediterraneas segin los criterios GINA y ARIA
(158,159,160), pero difiere respecto a las poblaciones asiaticas, en las que predomina la

rinitis leve intermitente (161).
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Se ha descrito que un tercio de los pacientes con rinitis alérgica presenta asma
(28,30). Esto no se cumple en este estudio, porque se seleccionaron, de manera

intencional, pacientes asmaticos para ser incluidos en el estudio.

En cuanto a la sensibilizacion de los pacientes a los aeroalérgenos cabe destacar
que el grupo de aeroalérgenos que predomind fue el de los pdlenes seguido del grupo de
los acaros (72,74,76,79,80). En este estudio en el grupo de polenes el 24 % correspondid
a pacientes monosensibilizados, mientras que hubo un 76 % de pacientes
polisensibilizados. En el caso de los pacientes sensibilizados al grupo é4caros, el 27 %
correspondid a monosensibilizados y 73 % a polisensibilizados. Del grupo completo de
pacientes los monosensibilizados corresponden a un 37 % del total, el resto estaba
sensibilizado a méas de un grupo de aeroalérgenos como sucede en los estudios ya
publicados hasta la fecha (74,77,78). De entre los monosensibilizados, el 52 % lo era a

los acaros y el 48 % a los polenes, una situacion perfecta para comparar ambos grupos.

Por ultimo, se ha sugerido que la historia familiar juega un papel muy importante
en el desarrollo del asma y la atopia. E1 41 % de los pacientes presentaron antecedentes
familiares de atopia o alergia en nuestro estudio; estos datos se corresponden con la
bibliografia donde se indica que existe un riesgo maximo del 40-45 % de ser alérgico
cuando se tiene dos familiares de primer grado afectados y que disminuye al disminuir el

nimero de ascendientes afectados (162).

6.2.~ ESTVDIO DE ASOCIACION ENTRE LOS VALORES DE EXPRESION DE
PTGDR Y 1AS VARIABLES CLfNICAS.

Para tener unos resultados de expresion génica fiables es necesario seleccionar un
buen gen de referencia. En caso contrario, el experimento de qPCR sera dificilmente

reproducible debido a la mala calidad de los datos (154).

Los genes de referencia, también denominados constitutivos, se corresponden con
un grupo de genes que se expresan de forma relativamente constante en el organismo, ya
que son necesarios para el correcto funcionamiento y mantenimiento del mismo (154).

La estabilidad del gen de referencia en todos nuestros sujetos es lo que nos permite
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realizar un indice para compararlos entre si y poder obtener conclusiones sobre como se
estd comportando el gen en estudio de acuerdo con las caracteristicas clinicas de la

poblacion.

En este estudio los genes de referencia seleccionados fueron GAPDH y TBP, el
primero esta relacionado con la via de la glicolisis y el segundo con la transcripcion. El
gen de referencia mas estable se correspondia con 7BP y el otro gen estable elegido, con
respaldo bibliogréafico en estudios con poblacion alérgica, fue GAPDH (163,164). En los
estudios de expresion es recomendable utilizar al menos dos genes de referencia, ya que
uno s6lo puede dar lugar a errores relativamente grandes (165). En nuestro estudio de
expresion se observd una buena correlacion entre los resultados de expresion llevados a
cabo de forma paralela con ambos genes de referencia, confirmando asi la fiabilidad de

los resultados de expresion presentados.

Ademas, se realiz6 un estudio pormenorizado de las condiciones experimentales
idéneas para la determinacion de los niveles de expresion, en el que se incluyd un estudio
de eficiencia de los cebadores para la qPCR y la estimacién de la calidad de ARN
mediante el indice RIN, lo que nos permite asegurar que todas nuestras aproximaciones
iniciales garantizan unos resultados de calidad 6ptima. Todos los parametros técnicos
presentaron una gran calidad, con la cual queremos asegurar la reproducibilidad de los

resultados de este estudio.

6.2.4~ ESTVDIO DE ASOCIACION ENTRE LOS VALORES DE EXPRESION DE
PTGDR Y 1A SENSIBILIZACION ALER GICA

En el estudio de expresion se observaron asociaciones altamente significativas
entre los niveles de expresion de PTGDR y las distintas variables de sensibilizacion
alérgica. Todos los pacientes sensibilizados presentaban niveles de expresion de PTGDR
en sangre periférica superiores a los de los no alérgicos. De todos los grupos de
aeroalérgenos llama la atencidon que los pacientes monosensibilizados al grupo de acaros
o al grupo de polenes presentaban niveles ligeramente superiores a los del resto de grupos,
siendo los pacientes monosensibilizados a pélenes el grupo que més destacaba. Por todo

esto, parece posible que PTGDR pueda ser un marcador de la alergia, no especifico de
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grupo de aeroalérgeno, si bien se encuentra especialmente elevado en el grupo con

sensibilizacion a polenes.

Para que un biomarcador pueda ser considerado un buen biomarcador deberia ser
capaz de diferenciar dos o mas estados biologicos, ser robusto y tener utilidad clinica
sobre otros marcadores que se utilicen y debe ser detectado en una muestra biologica que

pueda obtenerse de forma no invasiva (166).

En relacion a su capacidad de discriminar entre la situacion alérgica y no alérgica,
si bien posee una gran sensibilidad, que permitiria identificar a los verdaderos positivos,
pacientes positivos para este marcador y que realmente son alérgicos, con un buen valor
predictivo positivo, su especificidad, asi como su valor predictivo negativo son escasos,
ya que pacientes no alérgicos podrian tener elevado su nivel. Seria muy interesante poder
realizar un estudio evolutivo de dichos individuos para analizar el caracter predictivo en

la evolucidn a largo plazo de dicho biomarcador.

Por otro lado, aunque PTGDR parece ser un marcador de alergia independiente
de la clinica asociada, sus niveles son més elevados en los pacientes monosensibilizados
a polenes. En este grupo no se presentd ninglin caso con niveles de PTGDR inferiores 0,3
de PTGDR con lo cual podriamos considerar que un paciente con niveles por debajo de
0,3 en ningln caso podria formar parte de dicho grupo. Este dato, ademas nos podria
proporcionar mas informacion, ya que puede estar relacionado con la situacion
intermitente, por la activacion estacional del polen sobre el receptor. De esta forma se
explicaria que, en el caso de estar sensibilizados a acaros a los cuales estan expuestos
siempre, PTGDR tendria una respuesta menos exacerbada en relacion con la cronicidad
de la estimulacion. En el caso de los polenes la activacion intermitente podria
desencadenar un mecanismo inflamacidn, con una respuesta inicial mas abrupta, si bien

se necesitarian mas estudios para su confirmacion.

Ademas, se ha demostrado experimentalmente que los fitoprostanos contenidos
en los granos de polen son moléculas que se asemejan estructural y funcionalmente a la

prostaglandina E2 enddgena y parecen actuar sobre las células dendriticas provocando
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una disminuciéon de IL-12 y favoreciendo la polarizacion a respuesta Th2 (167). Esto

podria estar sucediendo para otros receptores de la misma familia, como es PTGDR.

El mecanismo no parece discernir entre los monosensibilizados y
polisensibilizados, ya que no se encontraron diferencias significativas, aunque los
pacientes monosensibilizados a acaros presentaron algunas excepciones por debajo de 0,3

al igual que los polisensibilizados.

En cuanto a la utilidad clinica frente a otros marcadores existentes como la IgE
total se observa que para el punto de corte de PTGDR propuesto los datos son
prometedores. PTGDR presenta una sensibilidad mayor y una especificidad menor en
nuestra muestra que la IgE total para el punto de corte de 100kU/l. Esto, junto con el

caracter predictivo similar al de la IgE total podria proporcionar un valor afiadido.

Finalmente, sobre la posibilidad de ser detectado en una muestra biologica que
pueda obtenerse de forma no invasiva. La ventaja de PTGDR como biomarcador es que
se mide en sangre periférica, como la mayoria de pruebas rutinarias de laboratorio. Este
estudio identifica por primera vez el aumento de la expresion en sangre periférica de los
pacientes alérgicos. La produccion de PGD> por parte de mastocitos a nivel local y de
células Th2 posiblemente en circulacion estaria activando el receptor PTGDR. Resultaria
muy interesante identificar qué células podrian estar contribuyendo en sangre periférica
a su elevacion. Pudiera ser que la PGD> de los linfocitos Th2 de sangre periférica
desempefase un papel importante en la contribucion a la activaciéon de PTGDR en células
dendriticas, células de musculo liso de los vasos sanguineos y plaquetas (168). A su vez
se ha descrito que las células dendriticas reducirian la produccion de citoquina IL-12, la
cual activa las células Th1 (169) y aumentaria la respuesta alérgica mediante la promocion

del sesgo de linfocitos T hacia poblacion Th2 al menos durante la fase de sensibilizacion
(168).

Otras células sanguineas que presentan el receptor PTGDR son los linfocitos Thl,
Th2, NK, linfocitos B, neutréfilos, basofilos y eosindfilos (105,109). Por ello, seria de
gran interés cuantificar cuanto contribuye cada poblacion de células sanguinea a las

sobreexpresion de PTGDR para entender de una manera mdas exacta el mecanismo
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bioldgico mediante el cual se desencadena la respuesta alérgica en relacion a la activacion

de dicho receptor.

Una posible utilidad como biomarcador de los niveles de expresion de PTGDR
podria ser la inmunoterapia, en el caso de que sus niveles se modificaran

significativamente a lo largo de la misma

6.2.2.~ ESTVDIO DE ASOCIACION ENTRE LOS VALORES DE EXPRESION
DE PTGDR Y 1AS MANIFESTACIONES CLINICAS

Los niveles de PTGDR fueron significativamente superiores en los pacientes
diagnosticados de asma y rinitis, y en los que presentaron exclusivamente rinitis alérgica
que en los controles. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre la
presencia de rinitis sola o asociada al asma para los niveles de expresion de PTGDR, por

lo que parece un marcador independiente de las manifestaciones clinicas.

Destaca que, tanto en el caso del asma como en el de la rinitis alérgica, los
pacientes monosensibilizados al polen presentaban niveles de expresion de PTGDR
significativamente superiores que el resto de los grupos. Ademas, en todos los grupos con
diferencias importantes el denominador comun sigue siendo la sensibilizacion al polen.
Estos resultados abren la puerta a la posible contribucion de este biomarcador para

complementar otras pruebas que apoyen el diagnostico de la alergia.

6.2.3.~ ESTVDIO DE ASOCIACION ENTRE LOS VALORES DE EXPRESION
DE PTGDR Y LOS NIVELES DE IGE TOTAL

Cuando comparamos el comportamiento de los niveles de IgE sérica total y los
niveles de expresion de PTGDR en los pacientes alérgicos, observamos que los niveles
de IgE se incrementaban con el nimero de grupos a los que eran sensibles los pacientes,
como era de esperar (170); sin embargo, no sucedi6 esto mismo con los niveles de
PTGDR, que no mostraron diferencias significativas respecto al nimero de grupos a los

que son sensibles los pacientes. Estos resultados podrian indicar que PTGDR podria ser
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un indicador de activacion del mecanismo de inflamacion mas que de la gravedad de la

respuesta.

6.3.~ ESTVDIO DE ASOCIACION DE LOS POLIMOR FISMOS DE LA REGION
PROMOTORA DE PTGDR CON LAS VARIABLES CLINICAS

6.3.4.~ ESTVDIO DE ASOCIACION DE LOS POLIMOR FISMOS DE LA REGION
PROMOTORA DE PTGDR CON LA SENSIBILIZACION ALER GICA

En cuanto al estudio de genotipado se observdé que para el polimorfismo -
1289G>A de PTGDR era significativamente mas frecuente el genotipo AG en los
controles que en los pacientes con pruebas cutdneas positivas, lo cual indicaria que el
alelo A podria tener un papel protector, ya que la presencia del alelo A se asocid con una

disminucion del riesgo a desarrollar la enfermedad.

El hecho de que el genotipo AG fuera significativamente mas frecuente en
controles se replico en los casos en que los pacientes estaban sensibilizados a los polenes;
sensibilizados a exclusivamente acaros y pdlenes; sensibilizados a acaros, pélenes y como
minimo otro grupo de aeroalérgenos entre los que se encuentran los epitelios y los hongos,
y en los polisensibilizados, lo cual implica cualquier combinaciéon de dos grupos de

aeroalérgenos, por lo que parece una asociacion general del proceso alérgico.

Este SNP no se habia asociado hasta ahora con ninglin grupo clinico y por primera
vez se describe asociado a la alergia. El efecto del -1289G>A parece protector, al ser mas
frecuente en controles que en pacientes alérgicos. Esto puede ser una adaptacion al medio
pero lo que si estd claro es que se estan descubriendo mas casos de polimorfismos
protectores, como el -765G>C en el enzima COX-2 de la ruta de la inflamacion, que

protege frente al desarrollo de enfermedad obstructiva pulmonar crénica (171).

Si buscamos un denominador comun entre los grupos de sensibilizacion para el
SNP -1289G>A, se puede ver que, generalmente, los pacientes alérgicos al polen en

combinacién con otro grupo de aeroalérgenos presentan diferencias con los controles.
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Estas diferencias en las frecuencias de los genotipos parecen ser mas intensas cuando el

existe cosensibilizacion a 4caros y polenes.

Previamente se ha descrito un receptor de la misma familia de PTGDR,

denominado PTGER?2 y se han asociado algunos de sus polimorfismos al asma (172)

Por otra parte, para el polimorfismo -1122T>C, al igual que sucedia con -
1289G>A, se presentaron diferencias estadisticamente significativas en las frecuencias
del genotipo CT entre controles y pacientes sensibilizados a polenes, solamente a dcaros
y polenes, acaros y polenes como minimo, y polisensibilizados. Esto indicaria un posible
desequilibrio de ligamiento con -1289G>A, lo que se confirma al observar un valor de D’
= 0,99 para el estudio de ligamiento. El efecto de -1122T>C seria protector, al ser mas
frecuente en controles que en pacientes alérgicos el genotipo CT, por lo que sospechamos

que el alelo menos frecuente, en este caso C tiene ese caracter.

Entre los polimorfismos estudiados se observd, en un estudio previo, que existia
un fuerte desequilibrio de ligamiento de -95G>T con -549T>C, -441C>T y -197T>C
(D"=0,99, 0,99 y 0,94, respectivamente) pero no con -613C>T (D’= 0,01) (140). En el
presente estudio se reproduce el desequilibrio de ligamiento de -95G>T con -549T>C, -
441C>T y -197T>C (D'= 0,99, 0,93 y 0,99, respectivamente) y también con -613C>T
(D= 1). Esta diferencia puede deberse a que en el estudio previo el criterio de inclusion
fue el asma fuese o no alérgica y en el presente estudio el criterio de inclusion fue la

alergia, de este modo podemos explicar estas diferencias.

Los polimorfismos -1289G>A y -1122T>C no hay datos de estudios anteriores
respecto al desequilibrio de ligamiento, pero si los hay de otros polimorfismos no
estudiados del promotor de PTGDR que han sido estudiados en el presente estudio. Por
ejemplo, en una poblacion danesa se encontr6 un desequilibrio de ligamiento muy
importante entre polimorfismos que se encuentran en el promotor y la zona codificante

como es el caso de -731A>G y +6651C>T (D= 0,98) (173).

En un estudio previo en nifios chinos asmaticos se publico que habia un fuerte

desequilibrio de ligamiento entre -549T>C y -441C>T (D’= 1,0), En el presente estudio,
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a pesar de utilizar poblacion adulta alérgica, observamos un desequilibrio igual de fuerte

para estos polimorfismos (D= 0,99) (174).

6.3.2.~ ESTVDIO DE ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS DE IA
REGION PROMOTORA DE PIGDR CON IAS MANIFESTACIONES
CLINICAS.

En el estudio hemos observado que, en el polimorfismo -1289G>A del promotor
de PTGDR, el genotipo AG era significativamente mas frecuente en los controles que en
los pacientes asmaticos polisensibilizados. Esto apunta a que el alelo menos frecuente, A
podria tener un papel protector, ya que la presencia del alelo A en el genotipo AG
disminuye el riesgo a padecer la enfermedad. Esto mismo se replicé en el polimorfismo -
1122T>C con el genotipo CT, donde el alelo C parece disminuir el riesgo a suftrir la
enfermedad. La replicacion de los datos en ambos polimorfismos es debido a que

presentan un fuerte desequilibrio de ligamiento (D= 1,0).

En el caso de la rinitis en pacientes polisensibilizados, tanto la significaciéon como
el poder estadistico de la misma es mejor que en el caso de los pacientes asmaticos
polisensibilizados. Asi, se observo igualmente que el genotipo AG era significativamente
mas comun en los controles que en los pacientes para el SNP -1289G>A, al igual que
sucede con el genotipo CT en el polimorfismo -1122T>C. Probablemente el poder
estadistico es mejor debido a que este grupo es de mayor tamafio que el de asmaticos
polisensibilizados; aun asi, ambos grupos respaldan sus buenos resultados con poderes
estadisticos muy buenos. Por ultimo indicar que en este grupo también se observd un

desequilibrio de ligamiento parejo al del grupo de asmaticos polisensibilizados (D= 1,0).

Algunos de los polimorfismos utilizados en nuestro estudio se habian asociado
anteriormente con el asma; asi, por ejemplo, el SNP -549T>C ha sido asociado con esta
enfermedad en pacientes caucasicos y afroamericanos, mientras el -441T>C solo fue
asociado en poblacion caucdsica (137). En otro grupo, en poblacidn espafiola, se asocio
el SNP -197T>C con el asma y, mas concretamente, con el asma alérgica (136). Ademas

se comprobd que en los pacientes asmaticos los SNP -549T>C, -441T>C y -197T>C se
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encuentran en una region donde se unen el factor de transcripcion C/EBPP y miembros
de la familia de GATA y Sp (136), que podrian estar involucradas en la mayor expresion
de PTGDR. Otro estudio apoya este hecho, al asociar el SNP -549T>C con la urticaria
aguda inducida por AINE en una poblacion espafiola (175); los autores postulan que la
union de GATA2/GATA3 modificaria la actividad del promotor de PTGDR (137). En
otro estudio, el SNP -613C>T fue asociado con la alergia, principalmente con la
cosensibilizacion a 4caros y polenes, y, en ese mismo estudio, el SNP -549T>C se acercod

mucho a la significacion con una p = 0,09 en el grupo de alergia a acaros y polenes (140).

En nuestro estudio no se han encontrado diferencias estadisticamente
significativas entre estos polimorfismos y las variables clinicas analizadas, aunque este
resultado podria explicarse por que, a diferencia de los estudios anteriormente
mencionados, en nuestro estudio el primer criterio de inclusion esta relacionado con la

alergia y no con el asma en su conjunto.

De todas formas, existen estudios en poblacion mexicana, puertorriquefia y
afroamericana que contradicen la implicacion de los SNP -549T>C, -441T>C y -197T>C
(134) en el desarrollo del asma, al igual que estudios sobre poblacion australiana (133).
Estas discrepancias pueden deberse a pequenas diferencias étnicas entre poblaciones o a
factores ambientales, ya que unicamente en la poblacién caucésica es reproducible la
implicacion de dichos polimorfismos del promotor de PTGDR con el asma, si bien esto
deberia de ser ratificado con més estudios en otras poblaciones. También puede ser que
ciertos haplotipos en los que confluyen polimorfismos, no solo del promotor sino de la
parte codificante del gen, de lugar a combinaciones especificas responsables de la

susceptibilidad a la enfermedad,

6.4~ ESTVDIO DE ASOCIACION ENTRE LOS NIVELES DE EXPRESION Y
LOS POLIMOR FISMOS DEL PROMOTOR. DE PTGDR.

En la poblacion general, en el estudio de asociacion de la expresion de PTGDR
con los polimorfismos localizados en su region promotora, observamos que existen
diferencias significativas en los niveles de expresion de PTGDR, en el caso del

polimorfismo -1289G>A, -1122T>C y -549T>C.
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En el caso de -1289G>A se observa que el homozigoto mutado (AA) presenta
niveles de expresion mas bajos que el heterocigoto (AG) o el homozigoto silvestre (GG).
Este mismo resultado se reproduce en el caso de los polimorfismos -1122T>C y -549T>C,
que presentan niveles de PTGDR significativamente inferiores en el caso del genotipo

homozigoto mutado (CC).

Ademés, existen diferencias en los niveles de PTGDR cuando los polimorfismos
-1289G>A y -1122T>C se heredan con un modelo de herencia alélica dominante y -
549T>C se hereda con un modelo de herencia recesivo; en los tres casos, el alelo mutado
es el que presenta niveles inferiores de PTGDR. Esto resultados parecen indicar que el
alelo menos frecuente para estos tres polimorfismos podria estar determinando una menor
eficiencia en la expresion del gen PTGDR, que determinaria la menor expresion del gen

observada en el grupo control.

En el grupo de pacientes sensibilizados a los 4caros y polenes se observan también
diferencias significativas entre los niveles de PTGDR vy la distribucion de los genotipos
de -1289G>A, -1122T>C y -549T>C: los genotipos con alelos mutados son los que

presentan niveles de PTGDR mas bajos.

Por otra parte, existen diferencias en los niveles de PTGDR cuando la herencia
alélica de los polimorfismos -1289G>A y -1122T>C es dominante y cuando la herencia
alélica del -549T>C es recesiva, aunque en este ultimo caso no se confirma cuando se

ajusta por regresion a edad y sexo.

Los resultados de este trabajo claramente indican que PTGDR est4 asociado con
la alergia por sus niveles de expresion y demuestra que los polimorfismos -1289G>A, -
1122T>C y -549T>C son polimorfismos candidatos para explicar una parte de la
variacion en los niveles de expresion observados. Ademas, las diferencias tan
significativas de los niveles de PTGDR en los grupos de pacientes, respaldadas con uno
buenos poderes estadisticos, nos hacen pensar que los niveles de PTGDR constituyen un
mejor marcador de la alergia que los polimorfismos de la regién promotora. Estos
resultados explicarian ademads las discrepancias que se encuentran en los estudios de

asociacion de polimorfismos de PTGDR hasta la fecha.
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No obstante, los polimorfismos de la regiéon promotora parecen explicar s6lo una
parte de estas variaciones en la expresion del gen, puesto que las diferencias detectadas
no son tan significativas. Por este motivo, parece que existen otros factores como SNP en
la region codificante, epigenéticos, u otros (176) que darian lugar a estas diferencias tan

claras en la expresion del gen entre pacientes alérgicos y controles.

Por ultimo, el hecho de que los pacientes alérgicos presenten niveles elevados de
expresion de PTGDR y estos niveles apenas sufran diferencias entre los distintos grupos
parece indicar que puede ser un marcador adecuado de alergia para todos los
aeroalérgenos estudiados, pero principalmente para el grupo de monosensibilizados a
polenes, por lo que creemos que algunos grupos de aeroalérgenos pueden desencadenar

discretas variaciones en la respuesta de expresion de PTGDR.

En definitiva, este trabajo abre un interesante campo sobre PTGDR como posible
marcador de la alergia, que podria explicar con mayor detalle como actia y qué
consecuencias tiene en la activacion de la ruta de la inflamacion. La realizacion de futuros
estudios en distintos grupos de pacientes atdpicos seria de gran interés para confirmar
nuestras conclusiones y determinar los mecanismos concretos mediante los cuales el

aumento de la expresion de PTGDR se relaciona con la aparicion del fenotipo alérgico.
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CONCLVSIONES
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7 .~ CONCLVSIONES

1.- Los niveles de expresion del gen PTGDR se encuentran significativamente elevados

en sangre periférica en los pacientes diagnosticados de alergia.

2. La asociacion de los niveles de expresion del gen PTGDR vy la alergia se observa con

independencia de las manifestaciones clinicas que presente el paciente.

3. La elevacion de los niveles de ARNm de PTGDR en nuestros pacientes se observa en
todos los patrones de sensibilizacion, si bien los niveles parecen ser superiores en los

pacientes alérgicos exclusivamente a polenes.

4.- En nuestros pacientes los polimorfismos de PTGDR -1289G>A, -1122T>C se
encuentran ligados y, junto con el polimorfismo -549T>C, podrian estar implicados en la

susceptibilidad a la alergia.

5.- Aunque se ha identificado una asociacion de los polimorfismos 1289G>A, -1122T>C
y -549T>C del gen PTGDR y la enfermedad alérgica, dicha asociacion es menos intensa

que la asociacion con los niveles de expresion del gen.

6.- Si bien parece existir cierta relacion entre los niveles de PTGDR y los polimorfismos
de la region promotora de dicho gen, esta relacion no es suficiente para explicar la
regulacion de la expresion en los pacientes alérgicos. Otros aspectos de regulacion

transcriptomica, que trascienden los objetivos de esta tesis, podrian estar implicados.

7. La determinacion de los niveles de expresion del gen PTGDR podria constituir un
marcador biologico de la enfermedad, al ser un marcador sanguineo con una buena
sensibilidad y por su valor predictivo positivo; sin embargo debido a su escasa
especificidad y valor predictivo negativo, que no superan a los marcadores actuales, por
el momento no se puede considerar por si solo un biomarcador 6ptimo. Serian necesarios
mas estudios para determinar su valor y su posible contribucion como biomarcador

evolutivo, asi como su trascendencia en la practica clinica.
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11.~ ABREVIATVRAS

A: adenina

AC: adenilato ciclasa

ADN: 4cido desoxirribonucleico

ADNasa: 4cido desoxirribonucleasa

ADN¢: ADN complementario

AMPc: adenosin monofosfato ciclico

ARIA: Allergic Rhinitis and its Impact on Asthma
ARN: 4cido ribonucleico

ARNasa: acido ribonucleasa

ARNnc: ARN no codificantes

ARNSi: pequetios ARN de interferencia

ARNLti: ARN de inicio de la transcripcion

ATP: adenosin trifosfato

AVAD: anos de vida ajustados por discapacidad
BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

C: citosina

CO: monoxido de carbono

COs: didxido de carbono

COX: ciclooxigenasa
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CRTH2: Chemoattractant receptor-homologous molecule expressed on TH2

(molécula homologa de receptor quimiotactico extresada en células Th2)
Ct: Cycle Threshold (Ciclo Umbral)

CV: Coeficiente de Variacion

DEP: particulas de combustion de los motores diésel

ds: desviacion estandar

dNTP: dinucleoétidos trifosfato

EAACI: European Academy of Allergology and Clinical Inmunology
ECRHS: European Community Respiratory Health Survey

EDTA: acido etilendiaminotetraacético

EEUU: Estados Unidos de América

FEV : volumen espirado maximo en el primer segundo de la espiracion forzada

FPRP: False Positive Report Probability (calculo de probabilidad de obtener un

falso positivo)

FVC: Forced Vital Capacity (capacidad vital forzada)
G: guanina

GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
GEMA: Guia Espafola para el Manejo del Asma
GINA: The Global Initiative for Asthma

GWAS: Genome-wide association study

HDAC: histona deacetilasa
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HCI: 4cido clorhidrico

H-PGDS: Hematopoietic Prostaglandin D Synthase (Sintetasa hematopoyetica
de prostaglandina D).

IFN: interferén

IgE: inmunoglobulina E

IL: interleucina

IMC: indice de masa corporal
KCI: cloruro de potasio

kDa: kilodalton

kU : kilounidades

L: litro

L-PGDS: lipocalin Prostaglandin D Synthase (Sintetasa lipocalina de
prostaglandina D)

LPS: lipopolisacarido
M: Molar

m: metro

mg: miligramo

Mg?": i6n magnesio
min: minuto

MIQE: minimum information for publication of quantitative real-time PCR

experiments
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MgCl: Cloruro magnésico

miARN: micro ARN

NCBI: National Center for Biotechnology Information
NGS: Next Generation Sequencing

NHANES: National Health and Nutrition Examination Survey
NK: Natural killer

Nm: nanometro

NOx: 6xido nitroso/nitrico

NTC: No template Control (Control sin muestra)

O2: oxigeno

Os: 0zono

OVA: ovoalbiimina

Pb: pares de bases

PC»: concentracion de metacolina requerida para provocar una caida del FEV1

del 20%

PCR: Polymerase Chain Reaction (Reaccion en cadena de la polimerasa)
PE: poder estadistico

PGD:: prostaglandina D2

PGDS: sintasa de la prostaglandina D2

PGE. prostaglandina E2

PGF2: prostaglandina F2
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PGGo. prostaglandina G2

PGHa. prostaglandina H2

PGL: prostaglandina 12

PGJ,: prostaglandina J2

PGHSI: prostaglandina H sintasa 1

PGHS?2: prostaglandina H sintasa 2

pH: pondus Hydrogenium

PKA: Protein kinase A (Proteina cinasa A)

PKC: Protein kinase C (Proteina cinasa C)

Piwi-ARNs: ARN asociados a proteinas Piwi

PTGDR (DP): Prostaglandin D2 receptor (Receptor de prostaglandina D2)
PTGDS: Prostaglandin D2 Synthase (sintasa de prostaglandina D2)
qPCR: quantitative PCR (PCR cuantitativa)

RI: rango intercuartilico

RIN: RNA Integrity Number

Rs: SNP ID number or refSNP cluster

RT: retotranscripcion

Sg: segundos

SNP: Single Nucleotide Polymorphism (polimorfismo de nucledtido tnico)

SO;: dioxido de azufre
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T: timina
TBE: Tris-Borato-EDTA
TBP: proteina de union a caja TATA

TGF-B: Transforming growth factor beta (Factor [J[]Transformante del

Crecimiento)

Th: T helper (T colaborador)

TNF: Tumor necrosis factor (Factor de necrosis tumoral)
TXA>: tromboxano A

U: unidades enzimaticas

UV: ultravioleta

V: voltio

VRS: virus respiratorio sincitial

WAO: World Allergy Organization (Organizacion Mundial de la alergia)
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