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ABREVIATURAS

A: Adenina

aa: Aminoacido

ADAM33: A Disintegrin And Metalloprotease 33 (Desintegrina y metaloproteasa
33)

ADRBP2: B2 adrenergic receptor (Receptor 32 adrenérgico)

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNds: ADN de doble cadena

ADNSss: ADN de cadena sencilla

A.F: Antecedentes familiares

Arg: Arginina

ARIA: Rinitis alérgica y su repercusién en el Asma

ARN: Acido ribonucleico

ARNmM: Acido ribonucleico mensajero

ATP: Adenosin trifosfato

ATS: American Thoracic Society (Sociedad Americana del Térax)

C: Citosina

CO,: Di6xido de Carbono

COV: Compuestos organicos volatiles

CYFIP2: Cytoplasmic FMR1 interacting protein 2 (Proteina 2 que interacciona
con la proteina citoplasmatica FMRP)

DA: Dermatitis atopica

dNTPs: Desoxirribonucleotidos trifosfato

DPP10: Dipeptidil-dipeptidasa 10

DT: Desviacion tipica

EAACI: The European Academy of Allergy and Clinical Immunology (Academia
Europea de Alergia e Inmunologia Clinica)

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

ECP: Proteina catidnica eosinofilica.

ECRHS: Encuesta de Salud Respiratoria de la Comunidad Europea

EMSA: Ensayos de movilidad electroforética
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FceRI (FCERI): Receptor de alta afinidad para IgE

FEV1: Volumen espirado maximo en el primer segundo de la espiracion forzada
FGF-2: Fibroblast growth factor 2 (Factor 2 de crecimiento de fibroblastos)

FLG: Filagrina

G: Guanina

GATA 3: Factor de transcripcién 3 de la familia GATA

Gli: Glicina

GIn: Glutamina

Glu: Glutamico

GM-CSF: Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (Factor de
estimulacién de colonias de granulocitos y macréfagos)

GRPA: Receptor acoplado a proteina GGST: Glutation-S-transferasa

GWAS: Genome Wide Association analysis (Estudios de asociacion en genoma
completo)

HLA: Human leukocyte antigen (Antigeno leucocitario humano)

IFN: Interferén

IgE: Inmunoglobulina E

IL: Interleucina

IL-4RA: Subunidad A del receptor de IL-4

IL-1RN: Receptor de IL-1

ISAAC: International Study of Asthma and Allergies in Childhood (Estudio
Internacional del Asma y Alergia en la Infancia)

Kb: Kilobase

KCI: Cloruro de potasio

kDa: Kilodalton

kU/L: Kilounidad/litro

Lt: Leucotrienos

LT-A: Linfotoxina alfa

LTC4: Leucotrieno C4

LTCA4S: Leukotriene C4 synthase (Sintasa de LTC4)

LTP: Proteinas de transferencia de lipidos

M: Molar

mg: miligramo

mL: mililitros
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MHC-II: Major Histocompatibility Complex Clase Il (Complejo Principal de
Histocompatibilidad de Clase Il)

MPO: Mieloperoxidasa

NaCl: Cloruro potasico

NF-KB: Nuclear Factor kB (Factor nuclear kappa beta)

NO: Nitric Oxide (Oxido nitrico)

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

0% Radical superéxido

OH-: Radical hidroxilo

OR: Odds Ratio (Razo6n de odds)

PAF: Platelet-activating factor (Factor activador plaquetario)

Pb: Pares de bases

PC20: Concentracion de metacolina en mg/ml que produce una caida del FEV1
del 20%

PCR: Polymerase Chain Reaction (Reaccién en cadena de la polimerasa)
PGD2: Prostaglandina D2

PGDS: Sintasa de la prostaglandina D2

PGEZ2: Prostaglandina E2

PGT: Prostaglandin transporter (Transportador de prostaglandinas)

PS: Particulas solidas

PTGDR (DP): Prostaglandin D2 receptor (Receptor de prostaglandina D2)

RA: Rinitis alérgica

RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism (Polimorfismos de la
longitud de los fragmentos de restriccion)

SDS: Sodium dodecyl sulfate (Dodecilsulfato sédico)

SNP: Single-Nucleotide Polymorphism (Polimorfismo de un Gnico nucle6tido)
SO;: Dioxido de azufre

SPINKS5: Serine Protease Inhibitor Kazal-type 5 (Inhibidor de la serinproteasa
Kazal de tipo 5)

SSP-PCR: Sequence-Specific-Primer PCR (Reacciébn en cadena de la
polimerasa con cebadores especificos de secuencia)

STAT6: Signal Transducer and Activator of Transcription (Transductor de
sefiales y activador de la transcripcion)

T: Timina
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TAE: tampon Tris-Acético-EDTA

TBE: Tris-Borato-EDTA

TGF-B: Transforming growth factor beta (Factor  Transformante del
Crecimiento)

Th: T helper (T colaborador)

TLR: Toll-like receptor (Receptor de tipo “toll”)

TNF: Tumor necrosis factor (Factor de necrosis tumoral)

TSLP: Thymic stromal lymphopoietin (Linfopoyetina timica estromal)

U: Unidades enzimaticas

UV: Ultravioleta

V: Voltio

V-CAM-1: Vascular cell adhesion molecule 1 (Molécula de adhesion vascular de
tipo 1)

x2: Chi cuadrado
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1. INTRODUCCION

> LA RINITIS ALERGICA (RA)

La rinitis alérgica (RA), que es la patologia de origen inmunolégico mas
frecuente y, a la vez, la primera causa de consulta en alergia, es una de las
enfermedades mas conocidas desde la antigiedad. Su incidencia, los
mecanismos de produccién, el diagnodstico y tratamiento han servido de
modelo, en muchos casos, para otras enfermedades, puesto que esta
enfermedad cada dia afecta a un mayor nimero de personas de cualquier edad

y condicion (1).

La RA es una enfermedad respiratoria cronica importante por su prevalencia,
su repercusion sobre la calidad de vida, su repercusion en el rendimiento
escolar y la productividad laboral, su carga econOmica, y porque puede
asociarse a otras enfermedades prevalentes, como la conjuntivitis, la sinusitis o

el asma (2).

1.1.RECUERDO HISTORICO

Es evidente que el hombre prehistérico ya estaba expuesto a aeroalérgenos,
como lo demuestra el aislamiento de un polen, con una antigiedad de 50.000
afios, en unos asentamientos de grava del hombre de Neanderthal en Irak (1).
También se ha podido identificar un polen fosilizado de lirio acuético

perteneciente al Pleistoceno, época en que aparece el hombre moderno (3).

Por otro lado, Claudio Galeno de Pérgamo, famoso médico de la antigiiedad,
describié el moco nasal como una secrecion que procede del cerebro; estas
enseflanzas perduraron en medicina durante 13 siglos, siendo un médico de
Bolonia llamado Marcelo Malphigio (1628-1694) quien establecio
definitivamente que el moco no procedia del craneo, sino que era secretado por

la membrana que reviste las cavidades nasales (4). Konrad Victor Schneider,
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en 1662, también demostré que el catarro nasal estaba producido por una

exudacion de la mucosa, y no se originaba en el cerebro.

Por su parte, Rhazes (865-932), médico persa que escribio en &rabe y cultivo la
Algquimia titulé uno de sus trabajos: “Una disertacion sobre la causa del coriza
que ocurre en la primavera, cuando las rosas liberan su perfume”. Es la primera

descripcion conocida de la rinitis alérgica estacional (RA) (5).

En 1565 Leonardus Botallus (1519-1587), médico anatomista de origen
francés, describid la existencia del “catarro o mal de las rosas” en su libro
“Commentarioli Duo, alter de Medici, alter aegroti munere”, en el que relata el
caso de una paciente que al oler las rosas experimenta cefalea, prurito nasal, y
estornudos. Experiencias similares fueron notificadas por otros médicos
posteriormente como Johannes Rhodius (1587-1659), quien comunico la
existencia de episodios de estornudos y epistaxis al oler las rosas en algunos
pacientes. En 1683 Samuel Ledelius, en su obra “Miscelanea Curiosa” llama la

atencion sobre el efecto nocivo de las rosas para la vista (1).

A finales del siglo XVII la RA estacional comenz0 a describirse con frecuencia,
considerandola una enfermedad aristocratica por suponer que era notificada
mas frecuentemente entre las clases superiores. Por aquel entonces el término

“fiebre del heno” reemplaza al del “catarro de las rosas o del melocotén” (6).

Viet Riedlin (1656-1724), médico aleman, en su publicacién “Iltes medicum”
describi6 una “prueba de provocacion” para la RA. Para comprobar la
veracidad de los hechos que le relataba uno de sus pacientes, le entrego una
bolsa de rosas para que la abriese durante el camino hacia su casa, sin
advertirle de su contenido, reproduciéndose todos los sintomas caracteristicos

en un breve lapso de tiempo.

Baldomero Sanchez Cuenca en su obra “Polinosis” (1934) afirmaba; “es
curioso que las primeras observaciones de polinosis estén relacionadas con la
floracién de los rosales, ya que la sensibilizacion al polen de rosas es muy poco
comun. En la mayor parte de casos se trataria de un catarro primaveral cuya

aparicion coincidia con la floracién de los rosales” (7).

Fue a partir de 1819, con las aportaciones clinicas de dos galenos alérgicos al

polen, Bostock y Blackley, cuando el “Catarrhus aestivus” o “Fiebre del heno”
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llegé a ser mas conocido, que se consideraba una afectacion periddica de los
ojos y los bronquios, y cuya génesis se atribuia erroneamente a la exposicion al

calor y a la luz del sol (8).

En 1873 Charles Harrison Blackley comenzd a sospechar que el polen podia
ser la causa de sus estornudos y demas alteraciones primaverales, cuando al
sacudir unas flores en su dormitorio se reprodujeron sus sintomas. En primer
lugar relacion6 las cuentas de granos de polen presentes en el aire con la
intensidad de la afeccién, cubriendo, para ello, pequefias ldminas de vidrio con
una delgada capa de vaselina y exponiéndolas al medio ambiente. La
observacion microscopica ulterior le sirvié para confirmar que cuando sus
sintomas empeoraban habia mayor contenido de polen en la superficie de sus
laminas. Llegé también a reproducir en su propia piel un pequefio habdn
rodeado de eritema tras el contacto del polen de una graminea con la superficie
cutanea previamente escarificada, probando, a su vez, los extractos de polen
en las mucosas nasal y ocular. Comprob6é que al introducir una elevada
cantidad de polen en las fosas nasales los sintomas llegaban a persistir horas,
e incluso varios dias. Descubrié asi los atisbos de lo que posteriormente se

conoceria como “reaccion inmediata” y “reaccion tardia” (9).

En 1872 Morril Wyman, médico norteamericano de la Universidad de Harvard,
publico un folleto titulado “Catarro de otofio”, en el que fue el primero que

identifico al polen como causante de la “fiebre del heno” (1).

El médico berlinés Alfred Wolff-Eisner (1877-1948) crey6é que la “fiebre del
heno” estaba originada por una sensibilidad anormal de tipo anafilactico frente

a proteinas del polen (1).

En nuestro pais fue en el afio 1894, cuando un médico natural de Palencia
llamado Simoén y Nieto, describio el primer caso de polinosis (10). Medio siglo
después, el doctor Roman Alemany Vall, eminente alergélogo catalan, publicé,
junto con sus colaboradores, las primeras observaciones en nuestro pais sobre

la sensibilizacion al polen de Parietaria officinalis, altamente alergénico (11).

1.2. DEFINICION
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El término rinitis engloba un grupo heterogéneo de trastornos nasales que se
caracterizan por la presencia de uno o mas de los siguientes sintomas:
estornudos, prurito nasal, rinorrea y obstruccion (12). A lo largo de los afios han
ido surgiendo diversas clasificaciones de la rinitis, muchas de ellas fruto de
consensos de expertos. Las de mayor trascendencia han sido publicadas por la
Academia Europea de Alergia en 1994 (13)modificada posteriormente, en el
afo 2000 (14), y la mas novedosa y utilizada actualmente es la propuesta en el
documento ARIA (2, 15).

La RA se define (2) como una enfermedad inflamatoria de la mucosa nasal,
mediada por IgE y causada por la exposicion a una gran variedad de
alérgenos. En este proceso inflamatorio participan diversas células. Uno de los
datos caracteristicos es la infiltracion por eosindéfilos y la activacion de los
mastocitos. El reclutamiento tisular de eosinodfilos es reflejo de la secrecion
local de citocinas de tipo Th2, fundamentalmente derivadas de linfocitos T
activados y mastocitos y de la consecuente activacibn de las células
endoteliales, con un aumento selectivo de la expresién de las moléculas de
adhesioén. Esta liberacion de citocinas da lugar también a la activacion de las
células epiteliales. Los mediadores liberados de las células activadas, como los
mastocitos, basoéfilos y eosindfilos, son los responsables de las
manifestaciones clinicas por sus acciones sobre los nervios sensitivos, los

componentes glandulares, y las estructuras vasculares nasales.

La rinitis ha sido considerada, tradicionalmente, como una enfermedad leve v,
en muchos casos, como un proceso trivial; sin embargo, en los ultimos afios ha
guedado patente que constituye una causa infravalorada de morbilidad, que
puede conllevar costos muy importantes para quien la sufre, impidiéndole una

actividad diaria, un rendimiento laboral, y una vida de relacion normales (12).

Por otra parte, cada vez es mas evidente su importancia como factor de riesgo
para el desarrollo del asma y su interaccién con esta enfermedad, con la que
comparte el mecanismo inmunopatogénico, habiéndose llegado a establecer el

nuevo concepto de una Unica enfermedad de la via respiratoria (12).

Habitualmente, la RA se ha clasificado, teniendo en cuenta el periodo de
exposicion al alérgeno, en RA estacional, en la que los sintomas aparecen
tipicamente durante una estacion concreta, cuando determinados alérgenos
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son abundantes en la atmdésfera, como ocurre con los pélenes y algunos
hongos y en RA perenne, en la que los alérgenos responsables estan
presentes en el ambiente durante todo el afio y, generalmente, son alérgenos
domésticos “de interior’, como los acaros del polvo, epitelios de animales,
hongos, cucarachas, u otros. Sin embargo esta clasificacion presenta algunos
inconvenientes, pues en determinadas zonas geograficas los llamados
“alérgenos estacionales” estan presentes en la atmdésfera durante la mayor
parte del afio, como por ejemplo los mohos en los climas tropicales o el polen
de la parietaria en el area mediterranea. Por otra parte, los “alérgenos
perennes” no siempre estan presentes en el medio y el paciente puede
exponerse a ellos de forma intermitente, o incluso su concentracion puede
sufrir variaciones estacionales, como ocurre con las poblaciones de acaros.
Ademas cada vez es mas frecuente que los sujetos estén polisensibilizados vy,
por lo tanto, que presenten sintomas durante largos periodos, no pudiendo

diferenciarse claramente la rinitis perenne de la rinitis estacional (16).

En el afio 2001, un grupo de expertos, el Allergic Rhinitis and its Impact on
Asthma (ARIA) Workshop Expert Panel, en colaboracion con la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), elabor6 el documento ARIA (17). En él se recogen
diversas recomendaciones y, entre ellas, se propone una nueva subdivisién de
la RA en “intermitente” y “persistente”. Esto ha supuesto un cambio conceptual
importante, ya que esta subdivision no depende del alérgeno al que el paciente
esta sensibilizado, sino de la duracion y de la frecuencia de los sintomas,
namero de dias por semana y el nimero de semanas consecutivas al afo
durante las cuales el paciente tiene sintomas. A su vez, la rinitis se clasifica en
leve y moderada-grave, en funcion de la intensidad de las manifestaciones

clinicas y de la repercusion sobre la calidad de vida (2) (Tabla I).
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Tabla I. Clasificacion de la Rinitis Alérgica(18).

INTERMITENTE significa que los sintomas estan presentes:
Menos de 4 dias a la semana
O bien durante menos de 4 semanas

PERSISTENTE significa que los sintomas estan presentes:
Mas de 4 dias a la semana
Y durante mas de 4 semanas

LEVE significa presencia de todos los items siguientes:

Sin alteracién del suefio

Sin afectacion de las actividades diarias, de ocio y/o deportivas
Sin afectacion delas actividades laboral o escolar

Sintomas no molestos

MODERADA-GRAVE significa presencia de uno o mas de los items siguientes:
Afectacion del suefio

Deterioro de las actividades diarias, de ocio y/o deportivas

Deterioro laboral o escolar

Sintomas considerados como molestos

Las dos clasificaciones no son analogas, es decir, perenne no es sinébnimo de
persistente, ni estacional de intermitente. De hecho, segun algunos estudios
realizados en paises europeos, aproximadamente el 50 % de los pacientes
diagnosticados de rinitis estacional tienen sintomas persistentes, y un 50 % de

los pacientes con rinitis perennes tienen clinica intermitente (19).

De forma alternativa, otros autores (20) consideraron que, debido precisamente
a la gran prevalencia del grupo “moderado/grave”, se agrupaban rinitis muy
heterogéneas y, por tanto recomiendan diferenciar entre rinitis moderada y
grave. Siendo la propuesta mas consolidada la de Valero y cols (21) que
diferencia entre rinitis moderada (de 1 a 3 parametros afectados) y grave (los 4
parametros afectados). Esta modificacion fue validada posteriormente en
adultos (22) y en poblacion pediatrica (23). De acuerdo estos criterios
encontraron un (20,5 %) con RA leve, (45,9 %) con RA moderada y un (33,6 %)
con RA grave.
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1.3. EPIDEMIOLOGIA

La RA es un problema de salud mundial y representa una de las diez causas

mas frecuentes de consulta en atencion primaria (24).

Los estudios epidemioldgicos indican que la prevalencia de la RA se ha ido
incrementando de forma progresiva en los Gltimos 50 afios (25), afectando a

cerca del 10-20 % de la poblacion mundial (2).

Los estudios epidemioldgicos realizados en grandes poblaciones con los
sintomas de RA, la metodologia méas frecuentemente utilizada ha sido los
cuestionarios estandarizados (26) . Los resultados pueden ser dudosos, ya que
la valoracion subjetiva de los sintomas por parte del paciente es muy variable y

los estudios con cuestionarios tienden a sobreestimar las prevalencias (27).

Los resultados mejoran si los estudios epidemiolégicos se basan en un
diagndstico médico con valoracion clinica (valores predictivos positivo del 84 %
y negativo 74 %), si existe confirmacion de alergia por pruebas cutaneas (valor
predictivo positivo del 48 %), o por determinacion de IgE especifica sérica
(valor predictivo positivo 43,5 %) (28).

1.3.1. FACTORES DE RIESGO

La RA es una enfermedad multifactorial producida por la interaccién entre los

genes y el entorno (2).

Los alérgenos de interior y de exterior inhalados causan RA de forma global.
Los principales alérgenos de interior son los acaros, los epitelios de animales y
los hongos. Los alérgenos alimentarios raramente provocan sintomas nasales
aislados. Los agentes laborales pueden causar rinitis por medio de

mecanismos alérgenicos y no alérgenicos (2).

La RA esta muy relacionada con el asma y el eccema (12). Sin embargo, las
distribuciones geograficas y temporales, asi como las asociaciones entre estas
enfermedades varian considerablemente y estas diferencias pueden usarse

para entender mejor el mecanismo de las enfermedades alérgicas. Puede
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haber factores de riesgo de RA en todas las edades de la vida y la
epidemiologia ha contribuido considerablemente a su exploracion (1, 12).

La RA es una enfermedad multifactorial cuyo desarrollo se ve influido por
factores genéticos y ambientales. Las enfermedades alérgicas, como el asmay
la rinitis presentan fenotipos estrechamente relacionados y, a menudo,
coinciden con la atopia (29), mostrando una fuerte agrupaciéon familiar e
intraindividual. Sin embargo, aunque existen algunos polimorfismos genéticos
(30, 31) y varios antigenos del sistema HLA (32) asociados a la RA, los
problemas relacionados con la definicion de los fenotipos estudiados, el
pequefio tamafio de la poblacion estudiada y la falta de reproducibilidad de los

resultados siguen impidiendo una generalizacion (33).

Se ha demostrado que existe un componente genético en la RA, asi como en
otras enfermedades alérgicas, y el factor de riesgo mas claro de RA son los
antecedentes familiares de alergia (12). Ademas, se ha comprobado, en
funcion del analisis de los individuos y de pares de gemelos discordantes, que
la RA aumenta significativamente el riesgo de asma (34). Se han identificado
varios antigenos del sistema HLA que podrian ser responsables de la RA (32).
También algunos genes se han convertido en candidatos para explicar el
componente genético de la RA, pero hay problemas con la definicion de los
fenotipos estudiados que impiden hacer una generalizacion. Esta claro que el
aumento reciente de la prevalencia de la RA no puede deberse a un cambio en
el conjunto de genes, sino que la implicacion genética es mas especifica en las
localizaciones de los alelos, genotipos y haplotipos de los polimorfismos de

algunos genes (35).

Algunos estudios han demostrado que la sensibilizacién a los alérgenos puede
ocurrir en un periodo muy precoz de la vida (36). Sin embargo, estos factores
gue aparecen al comienzo de la vida pocas veces se han relacionado con la

RA, siendo los resultados contradictorios de los diferentes estudios.
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Holt y cols (37) aportaron la hipotesis de que el primer contacto de los linfocitos
T con los antigenos naturales se produce durante el periodo de vida
intrauterina, en un ambiente inmunoldgico polarizado hacia un fenotipo Th2. La
desviacion hacia una respuesta Thl se produce tras el parto, por un efecto
inmunoldgico originado por la estimulacion microbiana. Por esta razon la falta

de infecciones facilitaria el desarrollo de una respuesta tipo Th2.

La inmadurez del sistema inmunitario en los primeros tres meses de vida, asi
como la asociacion de anomalias inmunoldgicas transitorias, como el eccema
del lactante, avalan la nocién de que este entorno inicial puede ser un periodo
de especial vulnerabilidad en el desarrollo de la sensibilizacion alérgica. La
asociacion de la RA con el mes de nacimiento (mayor en los nacidos en
primavera-verano) (38), la notable asociacion inversa con el numero de
hermanos mayores, las variaciones de presentacion segun el lugar de
nacimiento y la clase social paterna, son indicativas de influencias ambientales

tempranas (39).

En la evaluacién prospectiva del estudio sobre las enfermedades respiratorias
infantiles realizado en Tucson, la introduccion precoz de alimentos sélidos, el
tabaquismo materno durante el primer afio y una IgE elevada se asociaron con
el desarrollo de RA en los primeros afios de vida (40). Esto confirmaria el
hecho de que la RA es una manifestacion precoz, de una predisposicion
atopica desencadenada por exposiciones ambientales precoces, estos

resultados son contradictorios en otras series inglesas (18) .

En algunos estudios se han encontrado una relacion inversa entre la atopia, la
RA, el asma, el nimero de hermanos y el orden de nacimiento (41), aunque
estudios més recientes de metanalisis de variantes genéticas asociadas con
sensibilizacion en RA al polen y relacion en nifios que tienen hermanos
mayores, concluyen que no hay ninguna interaccion entre el orden de
nacimiento y la sensibilizacién (42). En nifios que viven en pequefias familias
con pocos hijos, las infecciones son raras, pudiendo desarrollar mas
enfermedades tipo Th2, en vez de Thl. Como consecuencia se produce una
IgE responsable de la sensibilidad inmediata, aumentando la frecuencia de

desarrollo de enfermedades alérgicas.
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Aungue se han llevado acabo algunos estudios sobre la influencia de la etnia
en el asma, pocos de ellos han examinado el papel de los origenes étnicos en
el desarrollo de la RA. En Inglaterra, (43) se ha descrito que los ingleses
nativos presentaban menor riesgo de desarrollar alergia que los habitantes del
pais nacidos en Asia o en las Indias Occidentales. Igualmente, en un estudio se
comprobd que los maories presentaban una frecuencia mayor de RA que los
habitantes de Nueva Zelanda de origen inglés (43).

Las personas que emigran de paises en vias de desarrollo a paises
industrializados parecen presentar un mayor riesgo de contraer alergia rinitis y
asma (44). Hasta ahora existen pocas pruebas que puedan demostrar esta
relacién, dado que determinadas razas con menor prevalencia de RA en sus
areas de origen, igualan la prevalencia de RA respecto a la existente en el pais
de acogida al vivir en paises occidentales (45).

Asi pues, el estiio de vida y los factores ambientales de las zonas
industrializadas de los paises desarrollados parecer ser mas importantes que la
etnia (44).

En un metandlisis de estudios de asociacion genética de variantes en los genes
via Th2 se realiz6 una busqueda sistematica en PubMed (46),sobre
polimorfismos genéticos relacionados con la via Th2 y sus asociaciones con la
RA. Se realizé un analisis de cada polimorfismo genético, estudiaron los (SNP),
gue es el polimorfismo de un Unico nucleétido. Se realizaron analisis con los
modelos de efectos fijos y aleatorios, con estratificaciones por: grupos de edad,
origen étnico y definicion de RA. Se evaluaron los sesgos, y la heterogeneidad
de los estudios. Seis estudios independientes, que analizaban tres
polimorfismos de genes candidatos, con un total de 1596 casos y 2892
controles, cumplieron con los criterios de inclusion. En general, el alelo A IL13
solo nucledtido (SNP) polimorfismo rs20541 se asocié con una mayor
probabilidad de desarrollar RA, en particular en los grupos de poblacion de

edad media.
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Los alérgenos son antigenos que favorecen la produccion de anticuerpos anti-
IgE especificos y reaccionan con ellos. Proceden de una gran variedad de
fuentes antigénicas: animales, insectos, plantas, hongos, o fuentes laborales,
entre otras. Suelen ser proteinas o glicoproteinas y, con menor frecuencia,
polisacéaridos (47). La nomenclatura de los alérgenos fue establecida por el

subcomité de nomenclatura de alérgenos de la OMS/IUIS (48).

La mayoria de los alérgenos presentan actividades asociadas a funciones
biologicas potentes y pueden dividirse en varios grupos amplios, en funcion de
su actividad biolégica demostrable o de su homologia significativa con
proteinas de funcion conocida (49). Entre ellos se incluyen enzimas, inhibidores

enzimaticos, proteinas implicadas en el transporte y proteinas reguladoras.

La exposicibn a alérgenos es un factor de riesgo bien conocido para el
desarrollo y desencadenamiento de la RA, sobre todo la exposicion en un
periodo muy precoz de la vida. Los alérgenos externos suponen un mayor
riesgo de desarrollar RA estacional, que los alérgenos domésticos. En el curso
de la RA, la sensibilizacion a los alérgenos exteriores parece desempefiar un
papel mas importante en el desarrollo de la enfermedad que la sensibilizacion a
los alérgenos interiores (50). Siendo muy importante la exposicion, cuanto mas
expuestos estén los pacientes atopicos a multiples poélenes, mas
sensibilizaciones pueden desarrollar los paciente alérgicos con RA; asi,
actualmente, son mas frecuentes los pacientes con RA polisensibilizados que

los monosensibilizados (51).

Por otro lado, el complejo ambiente de los espacios interiores modernos
contribuye a que exista una exposicion a multiples fuentes de alérgenos que

pueden tener un efecto sinérgico entre ellos (52).

En 1989, Strachan postulé la denominada hipotesis de la higiene, la cual
explica la relacion entre genes y ambiente, resultando ser una de las hipétesis

mas aceptadas en los ultimos afios (53). En ella se establece que la mejora en
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la higiene observada en la sociedad industrializada, junto con las mejoras en
las medidas de salud publica y el uso de vacunas y antibiéticos, reducen la
incidencia de las infecciones que normalmente estimulan el sistema inmunitario

para protegerle contra el desarrollo de enfermedades alérgicas (Figura 1).

Infecciones virales Uso antibidticos
Prebidticos Vacunas
Familias numerosas Ambiente urbano
Microbios Alérgenos
<€ >
Thi Th2
IL-12 IL-4, IL-5
IFN-y IL-10, IL-13

Figura 1.Factores que favorecen respuestas Thlo Th2, hipétesis de la higiene.

En diferentes estudios realizados en Norteamérica, Europa y Sudafrica se ha
demostrado que la prevalencia de atopia (definida positividad en las pruebas
intraepidérmicas frente a aeroalergenos comunes) y de RA es mayor en areas

urbanas que en areas rurales (54).

Otra hipétesis es que los antigenos bacterianos pueden favorecer el desarrollo
de las células Thl a partir de linfocitos TCD4+ estimulados por medio de una
via dependiente de CD14. El gen CD14 se encuentra situado en el 5931.1. Las
variantes genéticas del gen CD14 podrian influir en la diferenciacion de las
células Th y, como consecuencia, en la IgE sérica total. En este sentido, se ha
observado que el SNP -159 de CD14 desempefia un papel importante en la
regulacion de los niveles de CD14 en suero y los niveles totales de IgE sérica
(55).

También se ha comprobado que los hijos de los granjeros tienen menos riesgo
de desarrollar RA que otros nifios, lo que indica que el estilo de vida del campo
podria proteger a los nifios frente al desarrollo de alergia (56). Se ha
especulado que pudiera ser porque las endotoxinas bacterianas inducirian la
produccion de IL-12 y, por tanto, una desviacion hacia una respuesta Thl y un
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menor desarrollo de sensibilizacién a alérgenos (56). Los habitats urbanos
actuales presentan unas condiciones mas favorables para el crecimiento de
acaros (con el uso de cortinas, moquetas, calefaccion, etc.) y el contacto con
los animales de compafiia es mas estrecho, lo que aumenta el riesgo de

desarrollar RA por acaros y epitelios.

En los paises en vias de desarrollo se ha asociado el desarrollo de asma y
alergia con la adopcion de un estilo de vida urbanizado, “occidental” (57). Esto
se explica por las diferencias entre factores ambientales del ambiente urbano y
rural, como la convivencia con animales domeésticos, compartir la cama con un
fumador, educacion de los padres, ventilacion de la casa y exposicion a los

vehiculos de motor.

La RA es mas frecuente en los paises desarrollados y entre los individuos que,

desde zonas pobres, se trasladan a vivir a paises avanzados (58).

La contaminacién del ambiente interior tiene una gran importancia, ya que los
habitantes de los paises industrializados pasan mas del 80 % de su tiempo en
espacios interiores. Esta incluye los alérgenos domésticos y los compuestos
contaminantes de interior, cuyo mayor representante es el tabaco (59).

Los estudios ambientales de los efectos sobre la salud de la contaminacién del

aire han contribuido al conocimiento de estas afecciones.

Se han realizado estudios sobre los efectos crénicos de algunos tipos de
contaminantes, como el ozono, la lluvia acida, los téxicos transportados por el
aire y las particulas de materia de sustancias quimicas (incluidos los residuos
de la combustion de los motores diésel). Varios estudios han evaluado los

efectos de la contaminacion ambiental sobre la rinitis:

En la ciudad de Méjico se ha descrito que la contaminacién es una causa

importante de sintomas nasales en sujetos no alérgicos (60).

En Turquia se ha observado que los estudiantes de ensefianza secundaria que

viven en areas polucionadas presentan unas tasas significativamente mayores
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de prevalencia de sintomas de RA (22, 8 %) que los que viven en areas
residenciales no contaminadas (6 %) (61).

En ltalia, Corbo y cols, demostraron que los nifios de 7 a 11 afios que viven en
un area contaminada tenian 1,7 veces mas sintomas de RA que los no

expuestos (62).

En Tailandia, los policias que trabajan en zonas de trafico intenso presentan
mas tos y sintomas de rinitis y menor FEV1 y FVC que la poblacion tailandesa

general (63).

En Taiwan, los sintomas nasales de los nifios que viven en comunidades
petroquimicas fueron mas prevalentes que los de los que viven en

comunidades rurales (64).

La contaminacion atmosférica produce la aparicion de sintomas en pacientes
con RA. Las particulas residuales de la combustion de los motores diésel
pueden producir inflamacién del tipo Th2, aumentando asi la incidencia de RA
(65).

También es importante tener en cuenta que la poblacion occidental permanece
gran parte del tiempo en interiores, siendo muy importante el efecto de la

contaminacion doméstica;

La exposicion prenatal y durante el periodo postnatal precoz al humo del
tabaco aumenta la sensibilizacion alérgica en algunos grupos, sobre todo en

nifios varones o nifios con atopia en los tres primeros afos de vida (40).

En el estudio francés ISAAC, con colaboracion internacional, en el que
participaron aproximadamente unos 15.000 nifios, se observé un incremento en
la frecuencia de dermatitis atépica en los nifios crecidos en familias fumadoras
(66).

Otros contaminantes que pueden ejercer cierta influencia, especialmente
cuando en la casa hay una cocina de combustible o de lefia, que emite CO,
(6xidos de carbono), 6xidos de nitrogeno, PS(Particulas Sdlidas), producidas
principalmente por la combustion incompleta de los carburantes y los
lubricantes, COV (Compuestos Organicos Volatiles) y contaminantes sulfdricos,
el SO, (diéxido de azufre), provocando el aumento de enfermedades de vias
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respiratorias (67). Las cocinas de gas también pueden estar implicadas en los
sintomas respiratorios, especialmente en las mujeres y en las personas

atopicas (68).

En un estudio realizado en nifios de 9 a 11 afios del sur de Baviera se encontrd
un menor riesgo de desarrollar RA estacional en familias que usaban hulla y
madera para calentar la casa; la hulla y la madera, que se usan en clases

sociales bajas, aumentan el riesgo de infecciones respiratorias (69).

Los productos de la combustion de combustibles fésiles pueden actuar como
adyuvantes en el sistema inmunitario y potenciar la inflamacion alérgica (70). A
través de este mecanismo, los productos de la combustion de los motores
diésel pueden contribuir a la mayor prevalencia y morbilidad del asma y la RA.
Sé mostré que las particulas de dichos gases de escape decantan la repuesta
inmunitaria hacia la produccion de IgE y aumentan la inflamacion alérgica (71).
La provocacion nasal con particulas de escape de motores de diésel produce
alteraciones en las respuestas de las citocinas y aumento de la produccién de
IgE (72). Las particulas de estos gases pueden inducir enfermedades alérgicas
con un aumento de la produccion de IgE y una activaciéon preferente de las
células Th2 (73). También pueden actuar como potenciadoras de los alérgenos
del polen (74, 75). Las vias metabdlica y de activacion celular estan vinculadas
a sustancias quimicas como los hidrocarburos aroméaticos policiclicos presentes

en las emisiones de combustible diésel (76).

Actualmente la contaminacién atmosférica es un problema de salud publica que
va en aumento. En Europa, el principal causante de la contaminacion
atmosférica por particulas en suspension son los vehiculos a motor, sobre todo
a expensas del diésel. Las particulas de emision de diésel, estan conformadas
por un nacleo de carbono, sobre el que se depositan componentes quimicos
organicos de alto peso molecular y metales. Los contaminantes atmosféricos
no solamente tienen un efecto directo o indirecto sobre el individuo sino que
tienen una importante accion sobre los aeroalérgenos. Los polenes de zonas
con gran contaminacion pueden expresar mayor cantidad de proteinas

descritas como alergénicas (75, 77).
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Muchos pacientes con RA son fumadores. El tabaquismo aumenta de forma

variable los niveles de IgE total y especifica (78).

En algunos estudios se ha demostrado que los fumadores presentan mas RA
gue los no fumadores, pudiendo ser el tabaco un factor causal de alergia (79).
El tabaquismo también puede aumentar la sensibilizacion alérgica a haptenos

en marcos ocupacionales (80).

La exposicion prenatal y posnatal al humo del tabaco puede aumentar la

sensibilizacion alérgica durante los tres primeros afios de vida (40).

El humo del tabaco, puede alterar el aclaramiento mucociliar y provocar una
inflamacion eosinofilica y de tipo alérgico de la mucosa nasal en nifios no

atopicos (81).

El efecto del tabaquismo activo varia en funcion de la edad. En estudios
transversales se ha demostrado que los nifios o adolescentes con RA fuman

mas que los que no presentan RA (82).

Estos factores también pueden participar en la prevalencia de la RA. En la
mayoria de estudios se ha observado mayor frecuencia de RA en las clases
sociales con un nivel econémico mas elevado. Asi, en una serie britanica de
personas nacidas en 1958, los hijos de padres con ocupaciones de clases
sociales mas altas tenian mas probabilidades de padecer RA estacional (40).

En un estudio realizado en los centros urbanos de los Estados Unidos, las
clases sociales bajas presentaban un aumento de IgE total, del nimero de

sensibilizaciones a alérgenos y de los niveles de IgE especifica (83).

En el estudio sobre salud respiratoria infantil de Tucson se observé la mayor
prevalencia de RA estacional en los nifios cuyas madres tenian niveles de

estudios superiores al de educacion secundaria (40).
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El cambio climatico repercute en los aeroalérgenos, especialmente el polen
(84). Con frecuencia se utiliza la alergia al polen para estudiar la interrelacion
entre la contaminaciéon del aire, la rinitis y el asma bronquial. Los estudios
epidemioldgicos han demostrado que estan correlacionados: urbanizacién,
niveles elevados de emisiones de la combustién de los motores de vehiculos y
estilo de vida occidentalizado, con un aumento en la frecuencia de la alergia
respiratoria inducida por el polen, frecuente en las personas que viven en
zonas urbanas en comparacion con aquellos que viven en las zonas rurales.
También los factores meteorologicos (temperatura, velocidad del viento,
humedad, etc.), junto con sus cambios climatolégicos (calientes o frias
anomalias y periodos secos o lluviosos, etc.), pueden afectar de forma
biolégica y quimica a los componentes de esta interaccion. Ademas, mediante
la induccion de la inflamacion de las vias respiratorias, la contaminacion del
aire supera las respuestas de la barrera mucosa, inducidas por el alérgeno. En
conclusién, el cambio climatico podria inducir efectos negativos sobre las
enfermedades alérgicas respiratorias. En particular, la mayor longitud y
severidad de la estacion polinica, la mayor concurrencia de estos eventos:
fuertes precipitaciones y la creciente frecuencia de episodios de contaminacién
atmosférica urbana sugieren que los factores de riesgo ambientales tendran un

efecto influyente en la RA (84).

En Espafia, se ha predicho que, debido al cambio climatico, dentro de 100

afnos, los robles polinizaran un mes antes que en la actualidad (85).

En algunas especies se ha ampliado la duracién de la estacién polinica.
Ademas, en estas condiciones climéaticas modificadas, las plantas producen
mayor cantidad de polen (86, 87) y se ha descrito una mayor alergenicidad del
polen de arboles que han crecido a temperaturas mas altas o en areas

contaminadas (87).

Los cambios climaticos progresivos pueden afectar la calidad y cantidad de los
polenes alergénicos aerotransportados; el aumento de las temperaturas, puede
modificar la carga de polen global y afectar la tasa de sensibilizacion alérgica
(88).

31



El efecto del cambio climéatico se traduce, en parte, en una variacién en el
patron de temperatura que caracteriza las estaciones. De este modo, las
plantas pueden variar su calendario polinico, avanzando y alargando su
periodo de polinizacion. Ademas, en presencia de concentraciones elevadas de
CO2 y temperatura, las plantas aumentan su produccién de polen. EI cambio
climatico también puede comportar la desaparicion de especies asi como el
arraigamiento de especies no autoctonas, con el consiguiente riesgo de

sensibilizacion alérgica para la poblacién expuesta.

En conclusion, existen suficientes pruebas cientificas sobre el efecto que la
contaminacion atmosférica tiene en el alérgeno incrementando su exposicion,

su concentracion y/o su actividad biologica alergénica (77).

1.3.2. PREVALENCIA

La RA es una enfermedad muy frecuente en los paises con estilo de vida
occidental. Es méas frecuente en los paises mas desarrollados, aumentando
progresivamente la prevalencia de esta enfermedad. Los datos de prevalencia
mas antiguos eran de RA estacional y perenne y proceden de estudios
monocéntricos con importantes problemas de disefio y falta de homogeneidad
en los resultados, obteniéndose cifras con una gran dispersion. La cifra media
de prevalencia de la RA estacional es del (15 %), con un rango entre el (10,9
%) y (18,6 %), siendo mas frecuente en nifios que en adultos. Por el contrario

la RA perenne es mas frecuente en adultos (89).

Sin embargo, el conocimiento epidemiol6gico de la RA no es muy completo.
Deberian realizarse nuevos estudios sobre la epidemiologia de la RA porque
podrian dar indicios Uutiles para la interpretacion de las alteraciones

inmunoldgicas asociadas con las enfermedades alérgicas en general (40).

Existe una gran dispersién en las cifras de prevalencia publicadas por los
diferentes autores, atribuibles en muchos casos a la disparidad de los métodos
utilizados para su evaluacién (cuestionario, informaciéon proporcionada por los
padres, diagnostico establecido a través de examen médico, pruebas cuténeas,
medicion de IgE) (12).
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1.3.2.1. MUNDIAL

En un estudio en el que se evaluaron la prevalencia, la sensibilizacion y los
agentes y factores asociados con la RA en varios paises de Africa, Extremo
Oriente, Australia, Europa, Latinoamérica, Medio Oriente y Turquia (90), los
autores encontraron que, en los nifios, la prevalencia de la RA en estas
regiones variaba entre las regiones: desde 2,9 % a 3,8 % RA en nifios de 10 a
18 afios de edad de una region en Turquia; desde 54,1 % a 39,2 % RA en
nifios de 13 a 14 afos de edad en una region en Nigeria. Por otra parte, la
prevalencia de la RA ha aumentado notablemente en la Ultima década,
especialmente en algunos de los paises mas présperos de Africa, China y
Taiwan y varios paises de Oriente Medio, probablemente como consecuencia
de mejores estdndares de vida, con una creciente exposicion a mudltiples
agentes de sensibilizacion tradicionales y no tradicionales y por factores de
riesgo similares a los observados en Europa occidental y América del norte.
Estos resultados sugieren que hay mayor diversidad en la prevalencia de la RA
en las poblaciones de estas regiones, esta en contraste con la diversidad de
RA en las poblaciones occidentales (Estados Unidos y Europa), que tienden a
ser mas uniforme la prevalencia de la RA.

En los udltimos decenios se han comunicado incrementos llamativos en la
prevalencia de la rinitis alérgica, sobre todo en los paises occidentales (90).
Se estima que entre el 10 % y el 25 % de la poblacion general presenta
esta enfermedad, si bien las cifras pueden ser diferentes segun la edad
de la muestra estudiada y su distribucion geografica. En estudios
epidemioldgicos internacionales, sobre asma y alergia en la infancia el
(ISAAC 1), realizado en 1994 en nifios de 56 paises, se apreciaron
prevalencias muy variables (1,4 %-39,7 %) (91) y su seguimiento ( ISAAC IIl)
(92).

En lo que se refiere a los adultos, en una encuesta de salud respiratoria de
la comunidad europea (ECHRS), realizado en 1994, proporcion6 en Espafia
cifras que oscilaron entre el 12,1 % y el 17,6 % (93).

En un estudio sobre poblacion general llevado a cabo en Europa, se observé
gue la prevalencia de la RA fue de aproximadamente el 25 %, oscilando entre
el 17 % de Italia y el 28,5 % de Bélgica (tabla 1) (94)
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Tabla Il. Prevalencia de larinitis alérgica en la poblacién general europea.
Edad Prevalencia Diagnosticados Persistente Intermitente
Bélgica 39,0 28,5 % 52,5 % 24.8 % 72,0 %
Alemania [0 20,6 % 66,0 % 41,7 % 19,5 %
Italia 41,5 16,9 % 70,3 % 32,4 % 35;1 %
Espafia 31,3 21,5% 52,0 % 21,0 % 48,5 %

Reino 42,7 26,0 % 57,7 % 53,8 % 57,7 %
Unido

Francia 38,8 24,5 % 45,7 % 28,7 % 55,4 %

1.3.2.2. NACIONAL

En cuanto a la prevalencia de la RA, en Espafa, se obtuvieron cifras
intermedias entre (11,7 %-21,8 %) en relacion con el resto de paises
europeos (12).

En un estudio monocéntrico en el pais vasco Azpiri y cols en pacientes entre
edades de 10-40 afios obtuvieron una prevalencia de RA estacional del
(10,6%) (95).

En el estudio Alergolégica 2005 se aprecidé un incremento variable de la RA
entre los escolares espafioles, en relacion con la variabilidad
geogréfica, lo que indica la existencia de factores de riesgo locales. Esta
elevada prevalencia supone un importante impacto econémico. Este hecho,
junto a la alta asociacion a otras enfermedades alérgicas, hace que la RA
esté adquiriendo cada vez mas importancia en el plano sociosanitario
espafiol (96).

La rinoconjuntivitis fue el principal motivo de consulta en Alergologica 2005, con
un 55,5 % de los casos (2.771 pacientes, de un total de 4.991 estudiados), cifra
equiparable a la que se obtuvo en Alergologica 92 (2.279 pacientes de un

total de 4.005 pacientes que representaban el 57,4 % de la muestra) (96).
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El sexo femenino fue ligeramente superior en la submuestra de rino-
conjuntivitis (55,4 % de mujeres y 44,6 % de varones) en Alergoldgica
2005.

La edad media de los pacientes del grupo de rinoconjuntivitis en
Alergoldgica 2005 es de (29,9 +14,9 afos) ha aumentado cinco afios desde
Alergoldgica 92. En la figura 2 se muestra la distribuciéon por edades: los
nifos (menores de 14 afios) han representado el 15,3 % de la muestra

(418 pacientes), la mitad con respecto a los estudiados en 1992.
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Figura 2. Histograma de la edad de los pacientes con rinoconjuntivitis (96).

La distribucion de los pacientes segun su comunidad auténoma de
residencia se representa en la figura 3. En la mayoria de las
comunidades (excepto en el Pais Vasco, Castilla Leb6n, Aragon, La Rioja,
Navarra y Cantabria) los pacientes que consultaron por rinoconjuntivitis
constituyeron méas de la mitad de la muestra, lo que es un dato
significativo. En el 86,6 % de los casos el paciente continuaba viviendo en

la comunidad en que nacio.
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Pais Vasco
Castilla La Mancha
Valencia
Andalucia
Asturias
Castilla Le6n
Extremadura
Baleares
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Figura 3. Procedencia por la comunidad auténoma de residencia (96).

En un estudio de Jauregui y cols (97), se obtuvieron las prevalencias de (7,1 %)
de RA intermitente leve, (52,1 %) de RA intermitente moderada/grave, (3,2 %)
de RA persistente leve y (37,6 %) de RA persistente moderada/grave,
posteriormente se completé el estudio modificado por Valero (22),

discriminandose entre la RA moderada (59,5 %) y grave (30,4 %).

1.3.2.3. AUTONOMICO: CASTILLAY LEON

Como se ha mencionado, en el estudio Alergologica 2005 se estudid el
porcentaje de pacientes sensibilizados a alérgenos en las diferentes
comunidades autonémicas (96). En la Tabla V, se puede observar que el mayor
porcentaje de sensibilizacion de los pacientes con RA en Castilla y Le6n se
corresponde con los polenes (tabla 111).

Tabla Ill. Porcentaje de sensibilizacion a los distintos alérgenos en
pacientes con rinoconjuntivitis de Castillay Leén.

POLENES ACAROS EPITELIOS HONGOS
Pacientes % Pacientes % Pacientes % Pacientes %
75 58,6 % 38 29,7% | 32 25,0 % 5 3,9%
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Entre los pélenes, las gramineas siguen siendo el grupo mas importante,
seguido del polen de olivo.
En este estudio también se evalud las sensibilizaciones a los diferentes

pélenes en Castilla 'y Ledn (Tabla 1V).

Tabla IV. Porcentaje de pacientes con RA sensibilizados a polenes

Gramineas | Olea Platanus Cupressus | Chenopodium

53,9 % 14,1 % 2,3% 6,3 % 8,6 %

1.4. ETIOPATOGENIA

1.4.1 INFLAMACION ALERGICA

La RA es el resultado de la inflamacién nasal mediado por IgE producido por
células mediadoras, citocinas, neuropéptidos, asi como moléculas y células de
adhesion que colaboran en un complejo sistema que provoca sintomas

especificos y la hiperreactividad nasal inespecifica (figura 4).
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Figura 4. El efecto del alérgeno en la mucosa nasal produce una respuesta
mediada por IgE con un patrén inflamatorio TH2 que conduce a una reduccion
en el volumen de las vias respiratorias nasales después de la exposicion al
alérgeno; en el diagndstico se utilizan pruebas “in vivo” e “in vitro” (98).

1.4.2. MECANISMOS DEPENDIENTES DE IgE

La RA esta causada por una sobreproduccién constante de inmunoglobulina E
(IgE) en respuesta a antigenos ambientales habituales como los alérgenos de
interior y de exterior, los alimentos (muy poco frecuentes) y otros posibles
alérgenos (99). La produccion de IgE deriva de complejas interacciones entre
linfocitos B, linfocitos T, mastocitos y basdfilos, que implican la participacion de
las citocinas IL-4, IL-13 e IL-18, asi como una interaccion fisica entre los
linfocitos B y T por medio de numerosas moléculas de superficie y de adhesion
(100). Los linfocitos Th2 y una disminucion de las respuestas de los linfocitos T
reguladores de tipo 1,estimulan la sintesis de IgE y el reclutamiento, la
maduracién, la supervivencia y la funcién efectora de células accesorias como
los eosindfilos, los basofilos y los mastocitos (101). Durante la estacion polinica
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, Y justo después de esta, tiene lugar una sintesis continua de IgE de la mucosa
nasal (102). En la RA, los alérgenos impulsan un cambio de isotipo hacia IgE

en la mucosa nasal (103).

La IgE especifica del alérgeno, sintetizada en respuesta a los alérgenos
ambientales, se fija a los receptores de alta afinidad por IgE (FceRI) situados en
la membrana de los mastocitos y los basoéfilos. La acumulacién de las
moléculas de IgE unidas a los receptores tras la exposicion a los alérgenos
especificos da lugar a la produccion de mediadores que generan la respuesta
alérgica (104) (figura 5).
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Figura 5. Después de la sensibilizacién se produce la reaccion inmediata de
cuatro a seis horas después de esta reaccion inflamatoria. Esta ocurre debido a
unos productos que se liberaron junto con la histamina, y que tienen como
mision atraer al lugar donde se produce la inflamacion unas células, los
eosindfilos principalmente, que liberan su contenido interior. Es entonces
cuando se empieza a dafar e inflamar, de una forma mas crénica, la conjuntiva
de los ojos, la mucosa de la nariz y/o de las vias respiratorias, perpetuandose
los sintomas de la conjuntivitis, rinitis y/o asma bronquial. A esta fase se le
denomina reaccién alérgica tardia (105).

1.4.3. MECANISMOS INDEPENDIENTES DE IgE

Los alérgenos, a causa de su actividad enzimatica proteolitica, pueden activar

directamente las células epiteliales y terminar provocando una repuesta

39



inmunitaria de tipo 2 que cause la liberacién de citocinas y quimiocinas, lo que
implica que son capaces de producir la inflamacion de las vias respiratorias con

independencia de la IgE (106).

1.4.4. INFLAMACION DE LA MUCOSA NASAL EN LA RA

La infiltracion celular de la mucosa nasal durante la estacion polinica se
relaciona con la gravedad de los sintomas y con la hiperreactividad nasal
inespecifica; se pueden encontrar eosindfilos entre las células epiteliales no
descamadas de la mucosa, en la submucosa y en las secreciones nasales.
Existe un mayor niumero de mastocitos en el epitelio y en la submucosa,
aunqgue suelen estar desgranulados. La cantidad de linfocitos T CD4+ también
aumenta durante la estacién polinica. Igualmente se produce un incremento de

las células de tipo Langerhans (CD1+) (107).

En lo que se refiere a alergia respiratoria (rinitis y asma alérgicas), se especula
sobre la existencia de una conexion naso-bronquial, donde la liberacion de
citocinas (sobre todo IL-5) y mediadores proinflamatorios a la circulacion
sanguinea, junto con la accién de las moléculas de adhesion, propagarian por
via sistémica la inflamacion iniciada en la mucosa nasal o bronquial (108). Se
han demostrado cambios inflamatorios en la mucosa bronquial de los pacientes
no asmaticos con RA, al igual que una inflamacién eosinofilica nasal en los
pacientes asmaticos sin clinica nasal, datos que indican que la inflamacién
alérgica esta presente a lo largo de toda la via respiratoria, aunque el paciente

s6lo manifieste de forma predominante rinitis o0 asma (109) (figura 6) .
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Figura 6. (110) La liberacibn de mediadores quimicos (histamina y
leucotrienos, entre otros) originados en la activacion del mastocito,
sensibilizado con IgE especifica de alérgeno, es la responsable de los
sintomas del paciente.

v' Células inflamatorias

El infiltrado inflamatorio est4d formado por diferentes tipos celulares. Los
mastocitos no son sélo células efectoras de la respuesta inmediata, sino que
también intervienen en la inflamacién alérgica en curso (111, 112). Durante la
estacion polinica, los eosindfilos pueden diferenciarse de sus células
progenitoras; en los pacientes alérgicos su nimero es mayor y estan activados
(113). El contacto del alérgeno con la fosa nasal en el paciente sensibilizado da
lugar a una respuesta inmediata, mediada por IgE, que se inicia con la
liberacion de histamina y mediadores formados de novo, como los leucotrienos.
Varias horas mas tarde, la liberacion de citoquinas por las células inflamatorias
(mastocitos, macréfagos, células epiteliales, linfocitos colaboradores CD4+)
favorece la quimiotaxis y activacion de eosindfilos y la sintesis de IgE,
perpetuando la respuesta al alérgeno durante la respuesta tardia. Es llamativa

la presencia de histamina en la mucosa nasal durante la fase tardia, que en
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ausencia de PG D2, sugiere una activacion de los basdfilos (109) (figura 7).
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Figura 7. (114) Células inflamatorias en la respuesta inmediata y la tardia.

v Mediadores de la inflamacioén

La mayoria son sintetizados por diferentes células y sus acciones sobre los
vasos sanguineos, terminaciones nerviosas y glandulas de la mucosa nasal
van a dar lugar a las manifestaciones clinicas: estornudos, prurito, rinorrea y
obstruccién nasal. Un mediador puede ocasionar todos los sintomas, como
ocurre con la triptasa. Y un sintoma puede estar provocado por diferentes
mediadores y por distintos mecanismos como ocurre con la obstruccion nasal,

gue es consecuencia de la vasodilatacion, la exudacion del plasma y el edema.

Durante la estacion polinica se liberan una serie de mediadores en las
secreciones nasales. Entre otros se incluyen los leucotrienos cisteinicos (
CysLT) la proteina cationica eosinofilica (ECP) y, de forma inconstante, la
histamina (115).

1.5. ASPECTOS GENETICOS DE LAS ENFERMEDADES ALERGICAS

Asma y atopia son enfermedades comunes que involucran reacciones
inadecuadas del sistema inmunitario. Se ha definido la atopia como una
predisposicion genética a responder frente a antigenos ambientales comunes,
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denominados  alérgenos, mediante la produccibn de cantidades
significativamente elevadas de anticuerpos IgE especificos (116). Esta
patologia engloba diferentes entidades: asma bronquial, RA y dermatitis
atopica. La gran variedad en los fenotipos atopicos muestra la complejidad de
este tipo de enfermedades, pudiendo ser un reflejo de su caracter multifactorial,

es decir, de la implicacion tanto de factores genéticos como ambientales.

A pesar de que, habitualmente, el andlisis de la susceptibilidad a padecer asma
y enfermedades alérgicas se ha evaluado estudiando la implicacién de muchos
genes y muchos factores ambientales, analizados de forma individual, mientras
gue la realidad es mucho més compleja, con genes que interaccionan entre si y
con factores de riesgo ambientales que confieren susceptibilidad, las
aproximaciones simplistas, tanto por ligamiento como por asociacion, han
proporcionado interesantes descubrimientos. Se han encontrado muchas
regiones del genoma ligadas a fenotipos de asma y atopia. Alrededor de 70
variantes de genes candidatos han sido publicados como asociados a
fenotipos. Las principales regiones se han localizado en determinados

cromosomas:

» Cromosoma 1
-IL10: Gen que codifica la citocina IL-10, cuyas variantes génicas han

presentado asociacion con el asma (117).

-FLG: Gen de la filagrina, expresada en la epidermis y en las mucosas oral y
nasal (118) que forma parte del complejo de diferenciacion epidérmico
localizado en el cromosoma 1g21. Se ha relacionado con la dermatitis atopica y
el eccema (119) asi como con la gravedad del asma asociada a dermatitis
atdpica (120).

» Cromosoma 2
-IL-1RN: Gen perteneciente a la agrupacion del gen IL-1 en 2g14, que sintetiza

la proteina antagonista del receptor de la IL-1, citocina relevante en el equilibrio
entre el estado pro y anti-inflamatorio. IL-1RN se ha asociado al asma a través
de 3 polimorfismos en una poblacion alemana y de otros 2 distintos en familias

italianas (121). Los genes antagonistas del receptor de la IL-1, ILIRN vy el
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antigeno 4 de los linfocitos citotoxicos,CTLA4; las variantes en ILLIRN se han
asociado con el asma y la alergia (122).

-DPP10: Codifica la dipeptidil-dipeptidasa 10, implicada en el procesamiento de
los péptidos terminales de citocinas y quimiocinas. Su localizacion comprende
una amplia regién entre 2q14 y 2q32, proxima a la agrupacién del gen de la IL-
1, y que se ha determinado como una regién ligada al asma y a la
hiperreactividad bronquial (123).

-CTLAA4: Sélo se expresa en células T activadas y es un potente inhibidor de la
activacién de células T. Ademas, un polimorfismo de este gen se ha asociado
con niveles elevados de IgE total y RA en mujeres (124) y varios otros se han

asociado con asma, IgE sérica elevada y nivel de gravedad del asma (125).

» Cromosoma 5

-IL-5: La citocina IL-5 ha sido analizada en diversos estudios genéticos por
participar en la maduracion de los eosinéfilos mediante su unién a la cadena
alfa del receptor de IL-5 presente en estas células y, por tanto, en el proceso
inflamatorio de la alergia. De hecho, en estas investigaciones se determiné la
asociacion de variantes de IL-5 y de su receptor, con el asma y sus sintomas
(33), aunque dicha asociacion no ha resultado tan contundente como la
existente con otros genes caracteristicos de la respuesta Th2.

-IL-4: Gen perteneciente a la agrupacion (cluster) de citocinas del 5q, asociado
al asma y la alergia a través de sus variantes génicas en diferentes estudios
(126). Asociacion esperada teniendo en cuenta la implicacion de IL-4 en la
orientacion de la maduracion linfocitaria de los CD4+ hacia linfocitos Th2. El
gen que codifica la IL-4 esta localizado en cromosoma 5qg31 y el de la cadena
alfa del receptor de IL4, ILARA, en el cromosoma 16g12; en ambos los estudios
de ligamiento genético han descrito asociacion con el asma, niveles de IgE
séricay la RA (126).

-IL-13: Gen de la citocina IL-13, inductora de la sintesis de IgE y uno de los
mas estudiados en relacion a esta patologia. El cambio Arg130GIn en la
secuencia de aminoacidos a causa del polimorfismo IL-13 +2044G>A provoca
un aumento en su actividad, lo que puede explicar la asociacion de esta
variante con niveles elevados de IgE total, asma, RA y dermatitis atépica (127).

También se ha asociado con un aumento del riesgo de desarrollar
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sensibilizacion alérgica a través de un segundo polimorfismo en la region
promotora del gen: 1112C>T, que se traduce en una mayor tasa de
transcripcion (128).

-CD14: Algunos polimorfismos del gen que codifica al receptor del
lipopolisacarido, CD14, se han asociado a la inflamacion alérgica y la
regulacion de IgE (55), y con la atopia (129).

-SPINK5: La proteina SPINK5 (Serine Protease Inhibitor Kazal-type 5),
exclusiva del epitelio, tiene una funcion protectora respeto a las proteasas de
los mastocitos. EI cambio en la secuencia de aminoacidos Glu420Lys,
rs230307 se ha asociado con el asma y el eczema (130).

-ADRB2: El gen del receptor adrenérgico B2 es uno de los genes asociados al
asma que mejor han sido replicados (131).

-CYFIP2: Conocido como el gen de la proteina 2 que interacciona con la
proteina citoplasméatica FMRP (Cytoplasmic fragile X mental retardation
protein), se encuentra en la region 5933, fuertemente ligada al asma. Podria
estar relacionado con la diferenciaciéon de linfocitos T, ya que su expresion se
encuentra incrementada en los linfocitos de pacientes homocigotos para un

determinado haplotipo (132).

» Cromosoma 6
-TNF: La asociacion del gen codificante del factor de necrosis tumoral al asma

es otra de las que mejor han sido replicadas en los estudios (133).

-LTA: Asociado al asma y responsable de la sintesis de la linfotoxina a (LT-A)
(134).

-HLA-1I: También ha quedado de manifiesto el importante papel que juega la
presentacion antigénica en las respuesta alérgica dependiente de IgE,
mediante estudios que muestran una asociacion relevante con los alelos DR,
DQ y DP del complejo principal de histocompatibilidad de clase Il (135). El HLA-
DRB1, el TNF (TNFA) y la linfotoxina (LTA), en la regién 6p21, se han asociado
con fenotipos de asma (136).

-HLA-G: HLA-G es una molécula de clase | del complejo principal de
histocompatibilidad. EI gen se encuentra localizado en la region 6p21,
ampliamente ligada al asma y fenotipos relacionados; se presenta como un gen

de susceptibilidad para el asma y la hiperreactividad bronquial (137).
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» Cromosoma 7
-GRPA: El gen GRPA, presente en la regién 7p15-pl4, asociada al asma y la

atopia (138), pertenece a un receptor acoplado a proteina G.

» Cromosoma 10
-GATAZ3: El factor de transcripcion GATA3 actla en la induccion de los linfocitos

T hacia el linaje Th2. De hecho, tiene como inhibidor una citocina promotora de
la respuesta Thl, como es la IL-12, que actta impidiendo su interaccion con el
ADN a través de una interaccién proteina-proteina con el TGFB1. Los
polimorfismos presentes en este gen se han asociado al asma y la alergia en

varios estudios (139).

» Cromosoma 11
-FCERL1: El polimérfico gen que codifica la cadena B del receptor de alta

afinidad de la IgE, FceR1 (FCER1B), es uno de los genes de susceptibilidad al
asma que ha sido més replicado (140) y que tradicionalmente explicaba el
ligamiento de la regién 11913 al asma. Estas pequefias variaciones en su
secuencia se podrian traducir en cambios en su expresion y en la consecuente
desgranulacion de los mastocitos a través de la interaccién con la IgE en la
atopia (141). Se encontré también una asociacion altamente significativa con
alelo Ars7927894 en el cromosoma 11g13.5, en el gen C11orf30 que aparecia
aproximadamente el 13 % de los individuos de origen europeo homocigoticos
para rs7927894, en los cuales encontraron que el riesgo de padecer dermatitis
atopica era 1,47 veces mas elevados que en el resto, estando también
relacionado este gen con la RA (142) .

-Genes GST: Son genes de las Glutation-S-transferasas (GSTP1 y GSTM1),
cuyos polimorfismos se han asociado con el asma y la atopia (143).

-IL-18: en la regién 11922, se observé que aumentaba la produccion de IL-4/IL-
13 con lo cual se induce la produccion de IgE, que esta directamente asociada
con la patogenia de enfermedades atdpicas. Por lo tanto se demostré que
existe u papel directo de IL18 en la patogenia de la atopia con la presencia de 8

SNP comunes en las regiones promotoras de I1L18 (144).

» Cromosoma 12
-STAT6: La proteina STAT6 (Signal Transducer and Activator of Transcription 6)

pertenece a la via de transmision de sefiales de la IL-4 en la activacion hacia la
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respuesta Th2. Los polimorfismos de STAT6 y de la 6xido nitrico sintasa 1
(NOS1) también se han asociado con el asma y la atopia (145).

» Cromosoma 13
-PHF11: Fue identificado mediante un estudio de ligamiento en el que se

descubrié un nuevo QTL tras identificar una asociacion de niveles elevados de
IgE con un microsatélite de la region 13914 hasta ese momento irrelevante.
Algunas de sus variantes génicas se han asociado con la gravedad del asma
(146).

» Cromosoma 14
-PTGDR: Gen del receptor de prostaglandinas D2 (DP), expresado en

mastocitos y eosinofilos. Surgié a partir de la asociacion de un marcador de
ADN muy cercano a €l que presento ligamiento con niveles elevados de IgE en
suero (147).

» Cromosoma 17
-SCYAL11: polimorfismos en la regiébn promotora del gen de la eotaxina,

principal quimioatrayente de los eosinoéfilos, se han asociado con asma,
eosinofilia, funcién pulmonar y niveles de IgE total (145, 148).

» Cromosoma 19

-TGFB1. ElI gen codificante de la citocina inmunorreguladora TGFB1
(Transforming Growth Factor-B), al igual que el de la IL-10, ha sido asociado
con el asma (117).

-MRPL4 y TNFA en la region 19p13.2 se han asociado con el desarrollo de RA
(149).

» Cromosoma 20
-ADAM33: El gen de la metaloproteasa ADAM33 fue identificado como

responsable de la sefial de ligamiento a partir del analisis posicional de una
regibn en el brazo corto del cromosoma 20 que presentdé un ligamiento

significativo con el asma y la hiperreactividad bronquial (150).
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En la RA una serie de estudios de asociacion familiar y de ligamiento han
identificado un numero de polimorfismos y regiones cromosémicas
potencialmente asociadas con la enfermedad. Hasta el 2010 la mayoria de los
estudios genéticos en la RA eran estudios de genes candidatos y en pocas

excepciones eran casos de analisis de ligamiento clasico.

En 2011 se publicé un estudio de asociacion en genoma completo (GWAS, del
inglés Genome Wide Association Study) (151). Los avances tecnolégicos en la
secuenciacion masiva y en el empleo de micromatrices (microchips) han
determinado nuevas estrategias en los estudios de asociacion de
polimorfismos con la susceptibilidad de padecer una determinada enfermedad
compleja o alguno de sus sintomas. En este tipo de analisis de asociacion se
considera fundamental la caracterizacion y muestreo de los individuos
participantes, especialmente en el caso de los controles. Otra de las
consideraciones que es necesario tener en cuenta es la necesidad de un
tamafio muestral grande con el fin de conseguir un poder estadistico
aceptable que permita identificar los alelos de interés. Sin olvidar que la
enorme cantidad de datos generados hace imprescindibles conocimientos y
herramientas bioinforméticas estadisticas avanzadas para su procesamiento
gue permitan distinguir resultados verdaderamente positivos, y eviten los
falsos positivos. El hecho de trabajar con muestras tan grandes puede afectar
a la buena caracterizacion de los individuos y, del mismo modo, aportar una
considerable heterogeneidad del componente ambiental, especialmente
relevante en el desarrollo de enfermedades complejas (152). El desarrollo de
este tipo de estudios ha supuesto una revolucion en el conocimiento general
de las enfermedades alérgicas; sin embargo, los resultados obtenidos hasta

el momento no han sido tan relevantes como se esperaba a priori.

Un metanalisis Ramasamy y cols (42), estudiaron el GWAS en pacientes con
RA, las asociaciones de la lista actual de SNP implicados estd claramente
dominada por los resultados de los primeros estudios de genes candidatos. En
total, esto dio como resultado a mas de 100 polimorfismos de un Unico
nucleotido (SNP) en los que se observé una relacién con la RA. Sin embargo,

las investigaciones que han dado lugar a esta lista de SNP son muy

48



heterogéneas en cuanto a tamafios muéstrales, tipo de las poblaciones de
estudio y definiciones de fenotipo, pudiendo representar las asociaciones falsos
positivos o pudiendo tener menor efecto en relacion con el tamafio muestral de
lo realmente registrado (153).

Se han realizado varios estudios del (GWAS) en enfermedades alérgicas (tabla
V).

Tabla V. Estudios de asociaciéon en genoma completo (GWAS) en las
enfermedades alérgicas (154).
Cromosoma Gen Funcion Fenotipo

asociado
1923 FCERIA  Subunidad alfa del receptor de IgE total
alta afinidad para la IgE
2912 ILR1 Implicado en la funcion de los Eosinofilia
linfocitos T colaboradores Asma
5g12 PDE4D Regulacién de la contractilidad del Asma infantil
musculo liso de las vias respiratorias
5g22 WDR36 Implicado en el ciclo celular, la Eosinofilia

transmision de sefiales, la regulacion Asma
génicay la apoptosis

5923 RAD50 Implicado en la reparacion y division IgE total
celulares Eccema atopico
Asma
60923 MYB Supervivencia, proliferacion y Eosinofilia
diferenciacion de células madre Asma
hematopoyéticas
9921 TLE4 Diferenciacion de los linfocitos B Asma infantil
9924 IL33 Activacion de mastocitos y linfocitos Eosinofilia
Th2 Asma
10q22 CTNNA3 Adhesion intercelular mediada por la Asma inducida por
cadherina E isocianatos
11913 EMSY Remodelacion de la cromatina Dermatitis atépica
17912 ORMDL3 Desconocida Asma de inicio en
la infancia
17921 GSDMB  Posiblemente  implicada en la

transmision de sefiales de TGF-beta  Asma infantil

Bonnelykke y cols (155) realizaron un estudio a gran escala, de asociacion en
genoma completo (GWAS) en pacientes con sensibilizacion alérgica y
seguimiento de los SNP en TLR6, Cl1lorf30, STAT6, SLC25A46, HLA-DQB1,
ILARL1, LPP, MYC, IL2 y HLA-B. Todos los SNP se asociaron con sintomas
alérgicos. Se estimd que las variantes de riesgo asociadas a estos diez loci
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representaban al menos el 25% de los que tenian sensibilizacién alérgica y RA

(figura 8).
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Figura 8. Grafico de tipo Manhattan realizado en el metandlisis del GWAS. En
la linea horizontal esta indicado el umbral de la significacién de todo el genoma
(P <5 x10-8).

Nilsson y cols (156) realizaron tres GWAS para evaluar la asociacion de la RA
con la sensibilizacion alérgica. Los tres estudios identificaron un conjunto de 37
loci juntos, pero demostraron baja concordancia y reproducibilidad entre los
tres estudios, ya que, por separado, los estudios presentaban mejores valores,
gue cuando se realiz6 la comparacion entre estos. En los estudios se investigo
la reproducibilidad de las asociaciones de SNP detectadas en una cohorte
longitudinal ampliamente caracterizada en 2.153 nifios de entre 8 y 16 afios de
edad. Se eligieron las frecuencias alélicas de 39 SNP, que se investigaron por
asociacion con los fenotipos alérgicos exactos de los estudios del GWAS. Las
pruebas de asociaciéon de los 39 SNP identificaron 12 SNP con valores
significativamente asociados a la sensibilizacion alérgica. Los autores
concluyeron que es probable que el gen TLR6-TLR1 desempefie un papel
importante en el desarrollo de la enfermedad alérgica. La asociacion entre la
variacion genética en los loci SSTR1-MIPOL1 y TSLP-SLC25A46 y una edad
de inicio temprana resultdé significativa para el desarrollo de la RA en estos
pacientes.

Tomita y cols (157) en una poblacion japonesa encontraron una asociacion
significativa con la RA de un total de cinco polimorfismos descritos en pacientes

con asma en un locus del cromosoma 17¢21: rs9303277, rs7216389,
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rs7224129, rs3744246 y rs4794820. El nivel de expresién de la transcripcion en
el gen ORMDL3 se correlaciond significativamente con el genotipo de
rs12150079, rs7216389, rs3744246 y rs4794820 con una p < 0,01 y se observo
una gran expresion de mRNA de este mismo gen en el epitelio nasal. Los
autores concluyeron que habian identificado las variantes genéticas en el locus
de susceptibilidad 17g2len pacientes con asma, que se asociaron
significativamente con RA, con lo cual el cromosoma 17g21 podria ser uno de
los marcadores de susceptibilidad comun para el asma y RA en las poblaciones

japonesas.

Li y cols (158) realizaron una revisién sobre RA y los estudios de GWAS en la
gue llegaron a la conclusién de que habia rasgos de enfermedades alérgicas
tanto en del asma, como de la dermatitis atépica y la RA, que comparten un
gran namero de loci de susceptibilidad genética, de los cuales IL33/IL1RL1, IL-
13-RAD50 y C110rf30/LRRC32 parecen ser importantes para mas de dos
fenotipos alérgicos. En estos estudios quedan reflejados los fenotipos de RA

subyacentes dentro de la gran heterogeneidad genética (Tabla VI).

Tabla VI. Los loci de susceptibilidad de desarrollar RA identificados con
GWAS

Cromosomas Posible mecanismo alérgico Referencia
19p13 MRPL4 Implicado en los procesos de (151)

inflamatorios y de adhesion

10q24 BCAP Implicado en la activacion, (151)
desarrollo y maduracién de las
células B

11913 Cl1lorf30/ Funcionan en la barrera (42)

LRRC32 epitelial, regulacién células T y

tolerancia inmune

7p21 FERD3L Desconaocido (159)

Muchos autores han investigado o investigan las interacciones entre genotipo y
exposicion ambiental (160). Estos modelos consideran que los genotipos
especificos pueden dar lugar a fenotipos especificos sélo en ciertos ambientes
0 exposiciones ambientales. Se han publicado varios ejemplos de interacciones

genes-ambiente en cuanto al riesgo de asma y atopia (137).
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En la poliposis nasal, también se ha observado una asociacion
estadisticamente significativa del polimorfismo -444A del gen LTCS4 con la
poliposis y la atopia y con la poliposis y el asma (161). Los autores encuentran,
ademas, una asociacion significativa de la repeticion (CCTTT) en el gen
NOS2A, cuando la poliposis se asocia al asma, o con la triada del ASA. Por
otro lado, el diplotipo CCCT/CCCC (-613CC, -549CC, -441CC y -197TC) del
gen PTGDR se observd con mayor frecuencia en los pacientes con poliposis.
Con estos resultados, los autores sugieren que la influencia genética puede
estar desempefiando un papel mas relevante en el desarrollo de las
caracteristicas clinicas asociadas a la poliposis nasal, asociada con los
polimorfismos especificos solamente cuando se presentaba con fenotipos
asociados, que cuando aparece solamente la poliposis nasal simple (161). En
otro estudio genético se busco la asociacion de la poliposis nasal y el desarrollo
y gravedad del asma (162) con en el gen CD14; los autores encontraron que,
en el polimorfismo C-159Tde este gen, los pacientes con genotipo CC en la
posicion -159 de la regién promotora de CD14, presentaban un mayor riesgo
de desarrollar asma.

En estudios realizados en pacientes con dermatitis atdpica, en la infancia que
se caracteriza por alteraciones tipicas en el fenotipo, entre ellas el paso de
afectacibn cutanea alergia respiratoria, que se produce habitualmente
alrededor de los 3 afios de edad, Kayserova y cols (163),seleccionaron a 94
pacientes con dermatitis atopica grave y 103 controles, investigaron la
asociacion entre los polimorfismos genéticos de 13 genes receptores de las
citocinas y las manifestaciones clinicas. Concluyendo que los genotipos de 7
polimorfismos (-1098G/T y -590C/T en IL-4, -174C/G y nt565A/G en IL-6 y-
1082A/G, -819C/T y -592A/C en IL-10), mostraron una asociacion significativa
con el desarrollo de la dermatitis atopica; ademas, también observaron una
asociacion estadisticamente significativa entre los haplotipos AA de TNF-a y
GC en IL4Ra con el desarrollo de la enfermedad. Confirmando la existencia de
un cambio clinico en el fenotipo alérgico durante los tres primeros afios de vida,
con la asociacion de los polimorfismos en los genes IL-4, IL-6 e IL-10 en el
desarrollo de la Dermatitis Atopica.

En un estudio realizado en 89 nifios iranies con dermatitis atopica,

Gharagozlou y cols (164), evaluaron la frecuencia de alelos, genotipos y
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haplotipos de los polimorfismos del gen IL6 en la posicién 174 y nt565, en
comparacion con 139 controles, observando que existia un aumento
significativo del alelo G y del haplotipo GG en la posicion (-174, nt565) del gen

IL6 en los pacientes con dermatitis atopica.

1.6. ASPECTOS GENETICOS DE LA RINITIS ALERGICA

Es bien sabido que la rinitis alérgica presenta una importante base genética, al
igual que otras enfermedades atOpicas, como el asma o la dermatitis atopica.
Sin embargo, las investigaciones genéticas son complicadas en la RA por una
serie de motivos: por un lado, la enfermedad es el efecto de una serie de genes
considerados individualmente; por otro, existen interacciones entre esos genes
qgue influyen el resultado final; por dltimo, existen interacciones entre los
posibles genes causantes de la enfermedad y una serie de factores
ambientales aun no bien determinados (165). La identificacibn de posibles
genes causantes de una enfermedad puede realizarse de diversas maneras
(166). Por un lado, la técnica del gen candidato se basa en seleccionar un gen
a partir de datos previamente conocidos sobre su funcién (gen candidato
funcional). A continuacion se efectian los correspondientes estudios de
asociacion en pacientes y controles, cohortes o familias para, finalmente,
desvelar el mecanismo de asociaciéon mediante estudios de fenotipo-genotipo y
estudios funcionales (165). En los estudios de clonacion posicional inicialmente
se realizan estudios de ligamiento que permiten determinar una region concreta
del genoma que se asocia con una determinada enfermedad. En ese momento,
todos los genes de la regidn en la que se ha detectado un ligamiento se
consideran genes candidatos posicionales, realizandose, a continuacion, los
correspondientes estudios de asociacion cuya finalidad es la identificacion del
gen asociado y las variaciones que contribuyen al riesgo de enfermedad.
Finalmente, se estudian los mecanismos de asociacion como en el caso
anterior. Las nuevas técnicas de estudio genético, que permiten un avance
cada vez mas rapido del conocimiento, comprenden la PCR a tiempo real, los
actuales métodos de secuenciacion, la pirosecuenciacion, la DHPLC, el
SNPLEX, las micromatrices (microarrays) o la espectrometria de masas (165).
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Un aspecto muy importante de los estudios genéticos es la replicacion de los
mismos por distintos investigadores y en distintas poblaciones. Pueden darse
diversas posibilidades: ausencia de confirmacion de la asociacion en estudios
posteriores, replicacion del estudio con un fenotipo diferente, y replicacion con
un polimorfismo distinto o con diferentes alelos de la misma variante. Ademas,
se afaden los factores étnicos y las posibles interacciones entre un genotipo
concreto y las exposiciones ambientales individuales (116). Asi, puede suceder
gue un genotipo dé lugar a un fenotipo concreto Unicamente ante una
determinada exposicion o0 que un genotipo concreto dé lugar a distintos

fenotipos segun la exposicion ambiental (165).

Bunyavanich y cols (159) realizaron un analisis gendémico integrado de la RA
mediante GWAS, en 5.633 pacientes de América del Norte étnicamente
diferentes. Estudiaron la expresion génica de la enfermedad, recogiendo tejido
(de los linfocitos CD4+ de sangre periférica) de los sujetos que habian sido
genotipados e integraron los datos de expresion del GWAS. Los resultados del
GWAS mostraron una especificidad en cuanto a las asociaciones detectadas
en funcién del origen étnico (tabla VII). Asi se detecté una asociacion de 4
genes en el grupo de latinos y de 1 Gnico gen asociado con la RA en todas las
etnias estudias. En cuanto a la comparacion de los resultados del GWAS con
los resultados de expresion se observo que entre los 22 genes para los que se
detectd asociacion en el GWAS habia un grupo de 6 genes que presentaban
también diferencias en la expresién génica entre los pacientes y los controles.
El analisis de las rutas bioldgicas llevadas a cabo por estos genes mostré que

este médulo codificaba principalmente para funciones mitocondriales.
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Tabla VII. Frecuencias alélicas identificadas en estudios GWAS en
distintos grupos étnicos en pacientes con RA(159).

Genes SNP Localizacién Alelo* Europeos Latinos Africanos
America America-
nos nos

PRDM16 rs868688 1p36,32 T 0,52 0,43 0,39

BSND rs2149039  1p32,3 A 0,79 0,68 0,78

LINC00486 rs11680788 2p22,3 C 0,95 0,90 0,97

DLG1 rs6583203 329 C 0,34 0,33 0,38

SYCP2L rs4713039  6p24,2 A 0,81 0,81 0,94

FAM20C rs6583337  7p22,3 A 0,38 0,28 0,32

FERD3L rs7780001  7p21,1 A 0,86 0,78 0,78

NKAIN3 rs10156309 8q12,3 C 0,96 0,99 0,99

TUSC1 rs10124907 9p21,2 A 0,54 0,46 0,43

OSTF1 rs1332366  9¢21,13 A 0,14 0,08 0,21

ABCA1l rs2472448  9qg31,1 C 0,88 0,89 0,90

AKR1E2 rs17133587 10p15,1 A 0,21 0,26 0,06

SVIP rs11027293 11p14,3 G 0,02 0,04 0,01

CHRDL2 rs1893361 11134 A 0,18 0,17 0,22

DYRK4 rs2884670  12p13,32 A 0,32 0,37 0,59

ST8SIA2 rs1352323  15026,1 A 0,24 0,40 0,34

RBFOX1 rs12597084 16pl13,3 A 0,47 0,39 0,10

FTO rs7187423  16q9l2,2 A 0,05 0,04 0,21

PMP22 rs2061 17p12 A 0,07 0,10 0,21

LAMA3 rs7237244  18qll,2 C 0,98 0,89 0,99

ZNF776 rs12973620 19q13,43 C 0,18 0,25 0,12

RBX1 rs7287939  22qg13,2 C 0,07 0,06 0,02

*Referencia de alelo asignada al alelo codificado, en el mapa realizado en el
consenso de haplotipos.

1.6.1. POLIMORFISMOS

Las variaciones en la secuencia del ADN que se observan en mas del 1% de la
poblacion se denominan polimorfismos y, entre ellos, los que se producen por
un cambio en una Unica base se denominan polimorfismos de un Unico
nucledtido (SNP). Parece admitirse que la inmensa mayoria de las variaciones
genéticas que contribuyen a las enfermedades complejas desde un punto de
vista genético probablemente representen la contribucion de varios SNP. Dado
gue existen unos 4.200 millones de pares de bases (pb) en el DNA genémico

humano y que hay un SNP por cada 1000 pb, se calcula que existen al menos
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cuatro millones de SNP, que contribuyen a todas las caracteristicas
diferenciales individuales (estatura, peso, color de ojos, tipo de piel). Los SNP
pueden localizarse en las regiones codificadoras y modificar la estructura de la
proteina al cambiar un aminoacido. Estos polimorfismos pueden producirse
también en regiones promotoras alterando la expresion de las proteinas (167).
En algunos casos, los SNP se consideran silentes al no variar el aminoacido
codificado, pero incluso en esos casos podrian producir variaciones del
producto proteico por mecanismos aun no del todo conocidos. Para que un
SNP contribuya a una enfermedad, debe de cumplir una serie de requisitos:
debe de producir una alteracién en la funcién o en la expresion del producto
génico; debe de existir un estudio de ligamiento con una potencia adecuada
gue establezca la asociacién con la enfermedad; y el mecanismo debe de ser
plausible desde el punto de vista biolégico, a ser posible mediante una

demostracion en modelos experimentales animales (165).

1.6.2. ESTUDIOS EN GENOMA COMPLETO EN LA RINITIS ALERGICA

En los Ultimos afios, se ha dedicado una considerable atencién al estudio de

las bases genéticas de la rinitis alérgica, en especial en poblaciones orientales.

Se han realizado estudios de busqueda en genoma completo en relacion con la
transmision hereditaria de la rinitis alérgica. Asi, en 2001, Haagerup y cols
(168) realizaron una busqueda en genoma completo en 33 familias con
probando-familiar empleando 446 marcadores microsatélites. Los autores
encontraron una region candidato principal en 4924-q27 (LOD=2,83) y ocho
regiones candidatas secundarias en 2q12-q33, 313, 4p15-912, 5q13-q15,
6p24-p23, 12p13, 22q13, y Xp21 (LOD=1,04-1,63).

En otro estudio posterior, Noguchi y cols (132), en un estudio de busqueda de
ligamiento en genoma completo de 48 familias japonesas (188 miembros) con
RA por Dactilys glomerata, encontraron ligamiento de la misma con las
regiones cromosOmicas 1p36.2, 4q13.3, y 9934.3 y débil con 5933.1. Por su
parte, los mismos autores del primer estudio, realizaron un estudio de
ligamiento a escala fina en dos pasos con 11 regiones candidatas
seleccionadas en los cromosomas 3p, 39, 4p, 449, 59, 6p, 9p, 12q, 12qter, 18q y
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Xp (168). Analizaron 97 marcadores polimorficos en 424 individuos y evaluaron
los datos de 5 fenotipos: asma alérgica, dermatitis atopica, rinitis alérgica e IgE
total y especifica. Los autores encontraron genes de susceptibilidad en los
cromosomas 3q, 4p (MLS = 2.34), 4q y Xp como regiones candidato de los 5

fenotipos.

En el afio 2005, Dizier y cols (169) evaluaron 295 familias con al menos un
asmatico en el estudio francés EGEA, realizando un estudio en genoma
completo en el que buscaron regiones con ligamiento potencial con RA o con
asma o compartidos por ambas. En el estudio encontraron que el cromosoma
1p31 podia contener un determinante genético comun para el asma y la RA,
mientras que era mas probable que los cromosomas 2932, 3p24-pl4, 9p22 y

9g22-g34 alberguen factores genéticos especificos de la RA.

En 2006 Bu y cols (170) realizaron un analisis de ligamiento en genoma
completo en el que evaluaron 250 familias inicialmente empleadas en un
estudio de ligamiento de dermatitis atdpica. Los autores concluyeron que se
reafirmaba el ligamiento de las regiones cromosémicas 3ql3, 6p23-p24 y

90g34.3 con la rinoconjuntivitis alérgica, observado en investigaciones previas.

Brasch y cols (171), analizaron 28 marcadores microsatélites en un mapa
denso del cromosoma 3q en 236 familias alérgicas con parejas probando-
familiar, incluyendo 125 parejas con rinitis, concluyendo que el ligamiento de la
region 3g13.31 se asociaba con la rinoconjuntivitis alérgica con una intensidad

no antes descrita para ninguna enfermedad alérgica.

Ramassamy y cols realizaron un metanalisis de los estudios de las variantes de
asociaciones en genoma (completo GWAS) (42) buscando identificar las
asociaciones génicas con la RA y la sensibilizacion a gramineas. Paréa el
estudio de la RA utilizaron 4 grandes cohortes europeas de adultos con 3.933
casos Yy 8.965 controles, y para la sensibilizacién a gramineas con 2.315 casos
y 10.032 controles. Tres loci del GWAS alcanzaron significacion relevante para
cualquiera de los fenotipos: la variante rs7775228 de HLA, que regula el HLA-
DRB4, se asociaba intensamente con la sensibilizacion a gramineas vy
débilmente con la RA, las variantes en el locus C1lorf30 del cromosoma
11913.5 que se han asociado anteriormente con el eccema y la dermatitis
atopica, también se asociaron intensamente con los dos fenotipos de
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sensibilizacion a gramineas y RA en rs2155219. La tercera variante significativa
de genoma fue rs17513503 que se localiza cerca de la proteina
transmenbranaria 232 (TMEM232) y el miembro 46 de la familia 25 de
trasportadores de solutos (SLC25A46).También estudiaron las variantes dentro
de 164 genes, y encontraron variantes en 3 genes con resultados significativos:
en el cromosoma 5q22.1, el gen de la linfopoyetina del estroma timico (TSLP),
en el cromosoma 4pl4, el gen de receptores del tipo toll6 (TLR6) y en el
cromosoma 7pl4.3, el gen de dominio de oligomerizacion (NOD1/CARD4) );
los autores demostraron una asociacion significativa entre estos 3 genes y la

RAy la sensibilizaciéon a gramineas.

Tang y cols (172), en un estudio en poblaciéon china realizado con 363
pacientes con RA y 668 controles, se genotiparon diez SNP(rs11204971 y
rs3126085 en el gen de la filagrina FLG, rs10067777, rs7707890, rs13360927 y
rs13361382 en el cromosoma 5022.1,rs6010620 en el cromosoma 20q13.3,
rs7936562 y rs7124842 en el cromosomallql3.5 y rs4982958 en14qg11.2). De
estos diez SNP observaron que el alelo T de rs4982958 en 14ql11.2 se
asociaba significativamente con la RA, identificaron un nuevo locus de
susceptibilidad para la RA, que podria contener genes candidatos que

confieren susceptibilidad a la RA y afectan a los fenotipos de la enfermedad.

Xin y cols (149) realizaron un estudio en 414 pacientes chinos con RA y 293
controles, comparando 14 SNP localizados en los cromosomas 19 (19p13.2,
19p13.3), 4 (4924) y 6 (6p21.3); los autores encontraron una asociacion
significativa del SNP de MRPL4 y TNFA en el cromosoma 19p13.2 con el
desarrollo de RA.

1.6.3. ESTUDIOS DE POLIMORFISMOS DE UN UNICO NUCLEOTIDO EN LA
RINITIS ALERGICA.

En los Ultimos afios se han realizado la mayor parte de los estudios de SNP en
la RA. Curiosamente, la mayoria de estos estudios se han realizado en
poblaciones orientales, en especial japonesas, coreanas e taiwanesas. A

continuacion se resumen los principales estudios realizados, agrupados por

58



genes de funcién comun. Se dedicara particular énfasis a los polimorfismos que

se van a desarrollar en el presente trabajo.

Nakamura y cols (173) analizaron los genes CCR1, CCR2, CCR3, CCR5, y
CCXCR1 ubicados en el cromosoma 3p21.3 en una poblacion de pacientes
japoneses con polinosis por cedro japonés y controles y encontraron 8
polimorfismos: A111G, Argl27Cys y Arg252GIn en CCXCR1; T885C en CCR1;
Val64lle y T780C en CCR2; T51C en CCR3 y Arg223GIn en CCR5. Realizaron,
ademas, una prueba de desequilibrio de transmision en 60 nifios con polinosis
y sus padres y un estudio de asociacién con adultos no relacionados (151
pacientes y 157 controles) y encontraron una asociacién estadisticamente
significativa del SNP 64lle en CCR2 y 51C en CCR3 con la polinosis por cedro.
También encontraron que la frecuencia del haplotipo 641le/780C/51C fue mayor
en los pacientes con polinosis respecto a los controles.

Zhang y cols (174) evaluaron marcadores asociados con RA por Dactylis
glomerata en el cromosoma 4q mediante 17 marcadores microsatélites, v,
posteriormente, buscaron mutaciones en 11 genes. Estudiaron 44 SNP en 48
familias con RA y analizaron distintos haplotipos, asi como la expresion tisular
de genes. Encontraron un microsatélite asociado con la RA y que un bloque
haplotipico que contenia SDAD1, CXCL9, CSCL10 y CXCL11 (4921) se

transmitia de modo preferente a la descendencia.

Kim y cols (175) realizaron un estudio de casos y controles de los alelos -403A
y -28G de RANTES (179g.11) en 151 pacientes con rinitis alérgica y 278
individuos sanos no atépicos y concluyeron que las frecuencias de ambos
alelos de RANTES resultaron significativamente superiores en los pacientes

con RA que en los controles.
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Quizas sea con los genes de citocinas o de sus receptores con los que se han
realizado mas estudios genéticos en pacientes con RA. Asi, en una poblacion
adulta checa compuesta por 539 pacientes con RA 'y 312 controles sanos, en la
gue se evaluaron los polimorfismos -607 C/A, -137G/C y -133 C/G del gen IL-
18 (11922) no se observo asociacion con la RA salvo en el caso del
polimorfismo -607 de IL-18 con la RA por Alternaria (176).

En una poblacion adulta coreana, Chae y cols (177), estudiaron 7 exones y los
intrones limitrofes de la secuencia de IL-28RA, incluyendo la region promotora,
e identificaron 18 SNP y 2 sitios de variacion. Los autores eligieron 7 SNP (g.-
1193 A>C, g.-30 C>T, g.17654 C>T, g.27798 A>G, g.31265 C>T, g.31911 C>Ty
0.32349 G>A) para el genotipado en una muestra amplia y compararon las
frecuencias alélicas y genotipicas entre pacientes con rinitis alérgica y controles
sin ella. En el estudio encontraron que el polimorfismo 32349 G>A de IL-28RA
puede asociarse con la susceptibilidad a la RA, pero no con los niveles de IgE
total.

La via de interaccién IL-4 e IL-4R es una via importante en la patogenia de las
enfermedades atbpicas y en el asma. Para ambos genes se han descritos
polimorfismos asociados con el asma. En concreto, en el caso del gen de la IL-
4 se ha descrito una asociaciéon del polimorfismo -33C>T de la regién

promotora con el asma o la atopia Suzuki y cols (178).

Kabesch y cols (179), describen que, la cadena alfa del IL4AR forma parte del
complejo receptorial de la IL-4 e IL-13, dos citocinas muy importante en las
respuestas Th2. El gen IL4RA se localiza en el cromosoma 16p, una region que

se ha relacionado con el asma y la atopia en distintos estudios.

Se han identificado distintos polimorfismos en la region codificadora del gen.
Uno de ellos, 576Q>R, se ha relacionado con un incremento de los niveles de
CD23 en los linfocitos B en respuesta a la estimulacion con IL-4, Suzuki y cols
(180).

En el grupo espafiol, Isidoro-Garcia y cols (181) han evaluado el estudio del
polimorfismo -33C>T del gen IL4 y el polimorfismo 576Q>R del gen IL4RA en
una poblacion de asmaticos espafoles sin que encontramos diferencias
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estadisticamente significativas entre los pacientes con asma y los controles
respecto a la distribuciéon alélica y fenotipica de los dos polimorfismos por
separado. No obstante, el alelo T del SNP -33C>T IL4 fue més frecuente en los
pacientes con asma persistente. Mediante analisis multivariante pudieron
comprobar que los portadores del alelo T presentaban mayor riesgo de padecer
asma. Cuando analizaron conjuntamente ambos polimorfismo observaron que
los pacientes que presentaban a la vez el alelo T del polimorfismo -33C>TIL4 y
el alelo A del polimorfismo 576Q>RIL4RA presentaban un mayor riesgo de

asma, lo que era especialmente notable en el caso del asma persistente

En la RA, Kim y cols (182) evaltan el polimorfismo GIn551Arg de la cadena alfa
del ILAR y G2044A de la region codificante del gen de IL-13 y su asociaciéon
con la rinitis alérgica en una poblacién coreana. Los autores no observan
diferencias en las frecuencias genotipicas ni alélicas de IL-4RA entre controles
y pacientes. Sin embargo, la frecuencia de alelo 2044A del ex6n 4 de IL-13 fue
estadisticamente diferente entre controles y pacientes, por lo que los autores
concluyen que este Ultimo polimorfismo puede conferir susceptibilidad al

desarrollo de la RA.

Por otra parte, en el estudio anteriormente citado de Nakamura y cols (183), los
autores concluyen que los polimorfismos lle50Val y Glu375Ala del gen ILARA

parecen estar relacionados son la sensibilizacion al polen de cedro del Japon.

En una poblacion de 160 nifios coreanos con rinitis alérgica y 166 controles
sanos, Lee y cols (30) encontraron que la frecuencia del polimorfismo IL-18/-
607 fue significativamente superior en los pacientes con RA que en los

controles

Se han descrito también estudios de polimorfismos en genes de interleucinas
qgue no se relacionan con la RA o que resultan incluso protectores. Asi, en un
estudio realizado en 95 pacientes con polinosis por cedro del Japén y 95
sujetos normales no se encontraron diferencias en cuanto a la distribucion

variante Arg110GiIn de IL-13 entre ambas poblaciones, Cheng y cols (184).

Por su parte, Noguchi y cols (185) tampoco encontraron relacion de varios
polimorfismos de IL-12B (5931.1) con la RA en nifios japoneses. Respecto a

algun genotipo que se ha demostrado protector, Nieters y cols (186) evaluaron

61



15 polimorfismos en 13 genes en 322 pacientes con RA y 322 controles
concordantes. Encontraron una disminucion de la OR para desarrollar RA y
sensibilizacion a aeroalérgenos en los heterocigotos para el polimorfismo -174
G/C de IL-6. Los homocigotos para el alelo G de IL-2 -330 T/G presentaban

mayor riesgo de RA.

En pacientes asiaticos se asocid la IL-13 con el polimorfismo rs20541con

aumento de la susceptibilidad para desarrollar la RA (187).

En un metanalisis (188) en el que se evaluaron los factores de riesgo genético
de desarrollar RA, se observé que existia un aumento de riesgo de desarrollar
RA con el SNP rs20541 de IL13, en los pacientes asiaticos, aunque no asi en

los pacientes caucasicos.

En un estudio espafol se han encontrado relacién de la IL13 e IL4RA con el

desarrollo del asma en pacientes alérgicos al polen de olivo (189).

En pacientes chinos se ha encontrado que el polimorfismo C-590T del gen de
la IL4 con un aumento de la susceptibilidad a desarrollar RA persistente por
acaros, aunque no se observé una asociacion significativa con el resto de

polimorfismos analizados de los genes I1L13 e IL4ARA (190).

En un estudio japonés, Matsumoto y cols (191) estudiaron 3 genes (ARID4B,
SERPINE2, e IL17RB) en pacientes con RA estacional por cedro del Japén,
observando su comportamiento, estudiaron a 32 pacientes de estas
caracteristicas, frente a 25 controles, durante los meses de sintomas,
observaron un aumento significativo en la expresion génica de IL17RB en los
pacientes con RA estacional en los meses de polinizaciébn que no aparecian en
los controles, el patrén de expresion génica diferencial de IL17RB en pacientes
con RA estacional durante la exposicibn a los alérgenos puede estar
relacionado con el desarrollo de la RA.

En un estudio realizado en una poblacién pakistani, Micheal y cols (192),
investigaron varios polimorfismos del gen IL-4, concluyendo que los SNP C-
589T, rs2243250 y T+2979G, rs2227284 presentaban una asociaciéon
estadisticamente significativa con el desarrollo de RA y asma en esta

poblacion.
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Respecto a estos genes existen estudios contradictorios. Asi, Kim y cols (175)
analizaron las frecuencias genotipicas y alélicas de inserciones (I) y deleciones
(D) del gen ACE (17923) en 137 pacientes con RA, y del polimorfismo M235T
del gen del angiotensinbgeno en 186 pacientes con RA y de ambos en 219
controles sanos. Los autores no encontraron diferencias en el genotipo DD del
gen ACE entre controles y pacientes. Tampoco en el genotipo TT del gen de la

angiotensina.

Tampoco Ku y cols (193) encontraron diferencian en las frecuencias
genotipicas de los genotipos DD y no DD y Il y no Il al evaluar una poblacion

coreana compuesta por 75 nifios con rinitis alérgica y 66 nifios sanos.

Sin embargo, Lue y cols (194), en un estudio en el que evaltan 106 nifios con
RA sin asma y 105 nifios con RA y asma, concordantes en sexo y edad, y
utilizando 102 nifios sanos como controles, encontraron que las frecuencias del
genotipo DD fueron significativamente superiores en el grupo de nifios con RA
y asma concomitante que en el grupo de nifilos con RA pero sin asma. Los
autores concluyeron que este gen podria desempefiar un papel en el desarrollo

del fenotipo asmatico en pacientes con RA.

En un estudio realizado en una poblacion coreana, Chae y cols (195)
encontraron que el polimorfismo +2497T>G del gen eotaxina-3 (7q11.22) puede
asociarse con susceptibilidad a padecer rinitis alérgica en un poblacion

coreana.

Por su parte, Nakamura y cols (183) encontraron que los polimorfismos 202Arg
y 358Leu del gen EPO (17g23) se asociaban con la polinosis por cedro del
Japdén un una poblacién infantil japonesa. En otro estudio, estos mismos
autores (173), encontraron que el polimorfismo Pro358Leu de EPO se asocio
con polinosis por cedro del Japén en una poblacion japonesa adulta. Por su

parte, los polimorfismos 1le50 o Glu375 del gen IL4ARA (16p12) podrian
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asociarse con polinosis por cedro del Japon en caso de una exposicién elevada

al mismo.

En una poblacion china se estudiaron 5 polimorfismos del gen EPO (-1710T/C,
-1710T/C, 2649T/C, 3097A/G y 3979A/G), si bien los autores solamente
encontraron una susceptibilidad para el desarrollo de RA en el SNP 3979A/G
del gen EPO (196).

Existen estudios que analizan diversos polimorfismos en distintos genes. Asi,
se ha asociado un polimorfismo en el gen CD14, Kang y cols (197) con la
gravedad de la RA, o diversos polimorfismos de ADAM33 con la RA por cedro
del Japdn Cheng y cols (198), asi como también se han asociado con la rinitis
alérgica determinados polimorfismos y haplotipos de FOXJ1, Li y cols(199) o

del gen del gen FceRI, Guleny cols(200).

EL gen TIM-1 pertenece a la familia de glucoproteinas de superficie de los
linfocitos T, que tienen estructuras comunes: como un dominio de
inmunoglobulinas, un dominio de mucina, un péptido sefial, una region
transmenbranaria y una cola intracelular. Los genes TIM estan situados en el

cromosoma 5, y se han relacionado con enfermedades alérgicas.

Mou y cols (201), estudiaron a 185 pacientes chinos con RA sensibilizados a
acaros del polvo, comparados con 178 controles y analizaron los SNP en la
region promotora de TIM-1 (-416G>C y -145G>A), también evaluaron la
relacion entre los SNP y los niveles de IgE sérica en esta poblacion.
Observando que los SNP-416G>C y -145G>A, se asociaron a los pacientes
con RA por acaros y al nivel sérico de IgE especifica a acaros del polvo y no en
el resto, indicando que estos SNP presentan relacion con la susceptibilidad
para desarrollar RA.

En otro estudio realizado en poblacion china Wei y cols (149) estudiaron 14
SNP en los genes (ICAM-1, NF-kB, TNF-a y MRPL4) en 414 pacientes con RA
y en 293 controles, encontrando que en TNF-a SNPrs1799964 y MRPL4 SNP
rs11668618 se asociaban con un mayor riesgo de desarrollar RA comparado
con el grupo control, en esta poblacién china.

64



En un estudio de Andiappan y cols (166), los autores investigaron un total de
192 SNP de 21 genes candidatos (IL4, IL13, CD14, MS4A2, FCERB1, IL4R,
IL4ARA, ADAM33, GSTM1, IL10, CTLA4, SPINKS5, LTC4S, NPSR1 (GPR154),
NOD1,CARD4, SCGB1Al, CC16, GSTP1, STAT6, NOS1, CCL5, TBXA2R,
ADRB2 y TGFB1). Los autores llevaron a cabo un estudio de asociacién en dos
poblaciones diferentes: seleccionaron una poblacién sueca con 246 pacientes
con RA'y 431 controles y otra china con 456 casos con RA 'y 486 controles.
Posteriormente, analizaron todos los SNP para ver la asociacion con la RA 'y el
asma y su influencia en la sensibilizacién alérgica a los alérgenos comunes.
Observaron una gran variacion genética en la mayoria de los genes que se
asociaban al asma y no se asociaron con la RA en estas poblaciones, con lo
cual concluyeron que el asmay la RA podrian tener menos en comun de lo
anteriormente se sospechaba. Sin embargo, se observo que los SNP de los
genes NPSR1 (rs324981) y CTLA4 presentaban asociaciones comunes en los

pacientes que padecian de asma y RA en estas poblaciones.

En una poblacion de pacientes chinos con RA por sensibilizacion a acaros,
Yuan y cols (202) estudiaron 66 pacientes y 198 controles, observaron que las
variantes de larga duracion del intron 20 AAT estaban ligadas a la disminucion
en las vias respiratorias del NO (6xido nitrico), esta produccién es debida
probablemente a la relativamente pobre actividad de la NOS1(6xido nitrico
sintasa) detectada hasta ahora en pacientes con asma, estudiaron el riesgo de
desarrollar RA en esta poblacién. Concluyeron que el polimorfismo AAT en el
intron 20 del gen NOS1 se asociaba con un riesgo incrementado de desarrollar
RA.

En la poblacién de Jordania, Zihlif y cols (203) estudiaron 8 polimorfismos
(TIA/G, T2G/A, T+1G/AV4ACIG, S1G/A, S2C/G, F+1T/C,Q-1G/A) del gen
ADAM33, localizado en el cromosoma 20pl3, y que ha sido ampliamente
estudiado en el asma. Los autores observaron que los SNP de este gen ADAM
33, en esta poblacion se asociaban con incremento del riesgo de desarrollar
RA, igual que en la poblacién japonesa y china, donde se ha descrito el papel

de este gen en el desarrollo de asma y RA (204).

En otro estudio realizado en Irdn por Nasiri y cols (205), en el que evaluaron las
asociaciones de los polimorfismos de los genes que regulan el factor de
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necrosis tumoral (TNFa) y la familia de la interleucina IL-1, como citocinas
proinflamatorias y su papel en el desarrollo de la RA, los autores estudiaron 98
pacientes con RA, comparados con 140 controles. Evaluaron los SNPs del
gen TNF-a (rs1800629 y rs361525), IL1 (rs2234650 en IL1B (rsl6944 y
rs1143634) IL1a (rs2234650) y IL1RA (rs315952). Observaron que los
pacientes homocigotos para el alelo T de rs16944 en /L 18, mostraban un riesgo
8,1 veces mayor de tener RA que los que presentaron el alelo C. Los SNP del
TNF-a (rs1800629 y rs361525) mostraron una relacion significativa con el
desarrollo de la RA, concluyendo que estas variantes genéticas de TNF-a e

IL1, se asociaban con el riesgo de desarrollar la RA.

1.6.4. POLIMORFISMOS QUE SE VAN A EVALUAR EN EL PRESENTE
ESTUDIO

A continuacién se describen con mayor profundidad los polimorfismos que se

van a evaluar en el presente estudio.

Los leucotrienos son importantes mediadores implicados en la fisiopatologia del
asma y de la RA. Los farmacos capaces de modularlos se han utilizado para el
tratamiento del asma vy, recientemente, se ha aprobado su uso en el tratamiento
de la RA. La LTC4 sintasa es la enzima mas importante de la via de sintesis de
los leucotrienos y el polimorfismo A-444C del gen LTC4 se ha implicado en la
genética del asma. Asi, por ejemplo, en un estudio reciente realizado en
Australia Kedda y cols (206) analizaron el polimorfismo A-444C en una
poblacién de asmaticos y concluyeron que este polimorfismo presentaba una
asociacion débil con el fenotipo de asma, pero no se asociaba con la gravedad
de la enfermedad ni con la intolerancia al AAS.

En el grupo, Isidoro-Garcia y cols (207) han evaluado este polimorfismo en una
poblacion espafiola de 123 pacientes asmaticos y 103 controles sin asma sin
encontrar ninguna asociacion estadisticamente significativa con el fenotipo de
asma, si bien detectan una tendencia a una mayor presencia del alelo C en los

pacientes con asma, tendencia que era mas observable en los pacientes con
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asma grave. Al igual que los autores australianos, tampoco encuentran
asociacion con el asma inducida por AAS.

En la RA, son escasos los estudios realizados. Eskandari y cols (208) realizan
un estudio prospectivo, aleatorizado, de casos y controles, que incluia 85
pacientes con RA y 95 individuos sanos a los que se les evaluaba el
polimorfismo A-444C del gen de la LTC4S. Los autores encuentran que las
frecuencias genotipicas AC y CC fueron significativamente mas elevadas en el
grupo de pacientes con RA. El polimorfismo AC de dicho gen conllevaba un

aumento del riesgo de desarrollar RA.

Por otra parte, Zhang y cols (174) identifican 4 polimorfismos (c.-618-434T/C,
€.-618-275C/A, c.-618-136G/A, y 927C/T) en el gen CYSLTR1 Xg21.1; si bien
mediante la prueba del desequilibrio de transmisiéon encontraron que ninguno
de ellos se asocio con el desarrollo de asma ni rinitis. No obstante, los autores
concluyen que aunque estos polimorfismos puedan no estar involucrados en la
rinitis alérgica, pueden influr en las respuestas individuales a los

antileucotrienos en individuos con enfermedades atopicas.

Por otro lado, los leucotrienos cisteinilicos ejercen su accién a través de los
receptores CYSLTR1 y CYSTR2. La activacion de CYSLTR1 por el LTC-4
produce contraccion y proliferacion del masculo liso y edema y migracion de los
eosindfilos al pulmon. El gen CYSLTR1 se ha clonado y localizado en Xq13-21.
Recientemente se ha descrito un polimorfismo (927T>C) en este gen. En el
grupo espafol de Arriba y cols han evaluado este polimorfismo en una
poblaciébn de nifios con asma y atopia (209) encontrando una frecuencia
significativamente mayor del polimorfismo 927T>C en la poblacion de nifios
varones con dermatitis atOpica en comparacion con los nifios varones sin
dermatitis atOpica y los controles. Aunque este es un SNP silente, podria
afectar la transcripciébn o estar en ligamiento con otro polimorfismo aun no
identificado y asi predisponer a los nifios varones al asma y a la dermatitis

atopica.
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La prostaglandina D2 ha sido considerada un marcador de activacion de los
mastocitos en el asma. Ejerce su accion a través del receptor prostanoide D
(PTGDR). El gen que codifica este receptor se localiza en el cromosoma 14922
y, recientemente, se ha asociado con el asma y la atopia por su ubicacién y por
modelos de estudio muridos. También recientemente se ha descrito la
asociacion entre distintos polimorfismos de la region promotora de PTGDR vy el
asma (210).

En el grupo espafiol de Sanz y cols (211, 212) evaluaron los polimorfismos
549T>C, 441C>T y 197T>C de este gen en una poblacién de asmaticos
encontrando que el polimorfismo -197T>C se asociaba de modo
estadisticamente significativos con el asma. El andlisis multivariante corregido
por edad y sexo confirmé esta asociacién con un riesgo incrementado de asma.
En el analisis de diplotipos, se observé diferencia entre los pacientes y los
controles, en especial con el diplotipo CCT CCC (-549CC, -441CC y -197TC).
Al comparar este diplotipo con todos los otros diplotipos se observé una
asociacion con el asma. Este diplotipo también se asocié con el asma alérgica
(213). Curiosamente, todos los pacientes que presentaban este diplotipo tenian
asma y ninguno de los controles presentaba este diplotipo. Ademas, este
diplotipo resulta ser la combinacion de los dos haplotipos transcripcionales de
mayor eficiencia. No hemos encontrado estudios de este gen en la RA.
Pescador y cols (161), en un estudio realizado en 241 pacientes y 245
controles, observaron una asociacién estadisticamente significativa del
diplotipo CCCT/CCCC (-613CC, -549CC, -441CC y -197TC) del gen PTGDR
en pacientes con poliposis, poliposis con asma y con triada de la aspirina en

relacion a los controles.

Isidoro-Garcia y cols (212), realizaron un estudio en el que incluyeron 637
pacientes asmaticos cuyo objetivo fue desarrollar un enfoque integral, en el
cual se realiz6 el estudio genético, epigenético y el analisis de la expresién del
gen del receptor de prostaglandina D2 (PTGDR) en pacientes asmaticos.

Realizaron una caracterizacién de las variantes genéticas y establecieron las
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combinaciones del haplotipo y diplotipo. Realizaron ensayos de movilidad
electroforética (EMSA) con variantes diferentes del promotor, un andlisis
epigenético de PTGDR y se determinO la expresion génica por reaccion en
cadena de polimerasa en tiempo real. Los SNP, - 197T >C y -613C > T se
asociaron significativamente con el asma alérgica y con la alergia al polen y a
los acaros, respectivamente. Ademas, varias combinaciones del haplotipo y
diplotipo se asociaron con diferentes fenotipos de alergia y asma. La presencia
del SNP -613C > T determind las variaciones en los EMSA. Ademas, se
observaron diferencias consistentes en los patrones de metilacion y expresion
entre pacientes asmaticos y controles determinando que habia un aumento de

la expresion génica PTGDR en los pacientes asmaticos.

Lee y cols (214) realizaron un metanalisis sobre las asociaciones entre los
SNPs -549 C/T, -441 C/T y -197C/T en pacientes con asma. En este
metanadlisis se incluyeron un total de 13 estudios comparativos independientes
de 9 articulos 7.155 pacientes con asma y 7.285 sujetos control. Los autores
encontraron una asociacion entre el asma y el SNP PTGDR -549 C/T. En el
metanalisis se encontré una asociacion entre el asma y el alelo C de PTGDR-
549 en los europeos. Ademas cuando, estratificaron a los sujetos por edad, los
autores encontraron una asociacién significativa entre el alelo -549 C de
PTGDR y el asma en adultos, pero ninguna asociacion en nifios. No se
encontrd asociacion entre el asma y -441 C/T o -197 C/T PTGDR vy el
metandlisis estratificado por edad y etnia tampoco reveld ninguna asociacion
entre el asma y estos polimorfismos. Ademas, no se encontré asociacion entre
el asma y haplotipos los CCC y TCT de PTGDR y el metanalisis estratificado
por edad y etnia no revelé ninguna asociacion entre el asma y los haplotipos
CCC y TCT PTGDR. Este metanalisis demostré que el SNP -549 C/T de
PTGDR confiere susceptibilidad para el desarrollo de asma en el grupo de

estudio europeo y en los pacientes adultos.
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HIPOTESIS

HIPOTESIS

La RA es un problema global de salud que afecta entre el 5y el 50 % de la
poblaciéon y su prevalencia va en aumento. Es bien sabido que la RA tiene
una importante base genética a la que se afiaden los factores ambientales.
Se han realizado diversos estudios de asociacion de distintos genes con el

riesgo de desarrollar rinitis alérgica.

Por su parte, PTGDR, LTC4S y CYSLTR1 participan en la patogenia de la
rinitis alérgica mediante distintos mecanismos: en la sintesis de
leucotrienos, actuando como receptor de los leucotrienos cisteinilicos y

como receptor de la PGD2 respectivamente.

En el presente estudio nos hemos planteado evaluar los polimorfismos-
197T>C, -441C>T, -549T>C Y -613C>T del gen PTGDR; -444A/C del gen
LTC4S; 927C>T del gen CYSLTRL; en pacientes con rinitis alérgica por
hipersensibilidad a polenes.

La hipoétesis que planteamos es que los polimorfismos en estos genes: -
197T>C, -441C>T, -549T>C Y -613C>T del gen PTGDR; -444A/C del gen
LTC4S y 927C>T del gen CYSLTR1 pueden estar relacionados con el

desarrollo de la rinitis alérgica.
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OBJETIVOS

3. OBJETIVOS

1. Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos -
444A/C del gen LTCA4S; 927C>T del gen CYSLTR1,; -197T>C, -441C>T, -
549T>C y -613C>T del gen PTGDR; en una poblacion de pacientes con
rinitis alérgica respecto a una poblacion control no atopica

2. Valorar la relacion de los polimorfismos individualmente considerados

con los parametros clinico-biologicos.

3. Establecer las variantes génicas y las combinaciones haplotipicas (en
los polimorfismos que se localicen en el mismo gen 0 en su caso
cromosoma) de los distintos polimorfismos, tanto en el grupo control

como en los pacientes.

4. Analizar las posibles asociaciones de los haplotipos e interacciones

génicas la rinitis alérgica
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MATERIAL Y METODOS
4. MATERIAL Y METODOS

4.1. ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES

> DISENO DEL ESTUDIO
Se trata de un estudio observacional, transversal, de casos y controles.

> POBLACION ESTUDIADA

En el estudio participaron 359 pacientes.

Todos los individuos participantes en el estudio firmaron un consentimiento
informado. El estudio siguio6 las recomendaciones de los Comités de Etica de la

Investigacion Clinica locales.
» CASOS

Se han evaluadol95 pacientes que acudieron a consulta al Servicio de
Alergia del Hospital del Bierzo, que cumplian los siguientes criterios de
inclusion:

v Edad superior a 18 afios.

v Padeciesen una rinitis alérgica sin asma asociada.

v" De al menos dos arios de evolucion.

v Diagnosticados mediante historia clinica compatible y positividad para
alguno de los extractos de pdlenes incluidos en una bateria de
aeroalérgenos adaptada a la zona de residencia, no se seleccionaron los
pacientes con hipersensibilidad a alérgenos perennes: acaros, hongos y
epitelios.

v" Cuando fue necesario se excluyd la presencia de asma mediante la

realizacion de una prueba de provocacién bronquial inespecifica con

metacolina.

Se recogieron datos de filiacién, como el nombre, apellidos, nimero de historia
clinica, edad, sexo, fecha de nacimiento, asi como la fecha de consulta y el
facultativo que llevé a cabo la exploracion del individuo. Estos datos sélo se

emplearon en la identificacion inicial de cada individuo, pero no se reflejaron en
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ningun otro momento a lo largo del estudio o del andlisis, que se realiz6

aplicando un sistema de disociacién de datos. Los estudios de laboratorio se

realizaron desconociendo si la muestra procedia de un paciente o de un

individuo del grupo control.

V

CONTROLES

Se selecciono un grupo control de 164 individuos que acudieron a consulta

al Servicio de Alergia del Complejo Asistencial Universitario de Salamanca, que

cumplian los siguientes criterios:

v

v

En

Ausencia de enfermedades alérgicas.

Ausencia de sintomas y antecedentes de otras enfermedades

respiratorias.
Ausencia de antecedentes familiares de enfermedades atdpicas.

Pruebas cutaneas negativas frente a una bateria de aeroalérgenos

habituales locales.

VARIABLES
el estudio se han incluido las siguientes variables:
Edad y sexo.

Antecedentes familiares y personales de atopia o enfermedades

alérgicas.

Pruebas cutaneas de hipersensibilidad inmediata frente a una bateria de

aeroalérgenos comunes de la zona de residencia.

Niveles de inmunoglobulina E (IgE) total y de IgE especifica para alguno

de los antigenos probados, si fuere necesario.
Rinitis alérgica segun la ultima clasificacion del ARIA(17).
Los estudios necesarios para excluir un asma alérgica.

Polimorfismos: —444A/C del gen LTC4S; 927C/T del gen CYSLTR1,; -
197T>C, -441C>T, -549T>C y -613C>T del gen PTGDR.
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4.2. OBTENCION DE DATOS DE FILIACION Y CLINICOS

> Historia clinica

Los antecedentes familiares y personales, la edad y el sexo y cuantos otros

datos se recogieron de forma protocolizada a partir de las historias clinicas.

> Pruebas cutaneas de hipersensibilidad inmediata

Las pruebas intraepidérmicas (prick) se realizaron siguiendo las
recomendaciones para la normalizacion de alérgenos y pruebas cutaneas de la
EAACI (The European Academy of Allergy and Clinical Immunology) (215) con
una bateria estandarizada de los aeroalérgenos mas frecuentes en nuestro
entorno, queincluia Dermatophagoides pteronisynuss, Dermatophagoides
farinae, Lepigoglyphus destructor, mezcla de gramineas, mezcla de arboles,
Olea europaea, Platanus acerifolia, Abedul, Parietaria, Chenopodium,
Artemisia, Plantago, Alternaria, Cladosporium, Penicillium, Aspergillus,
Profilina, LTP y epitelios de perro y gato. Se empled una solucion de histamina
10 mg/ml como control positivo y una solucion salina como control negativo;
todos los extractos utilizados procedian de ALK-Abell6, (Madrid, Espafia).
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 (215). La puncién en la epidermis se
realizO mediante una lanceta de tipo Morrow-Brown, de ALK-Abell6 (Madrid,
Espafia) con una punta estandarizada de un milimetro (figura 9).
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Figura 9. Representacion del procedimiento de inyeccion de los extractos
antigénicos y los controles (ALK-Abell6, Madrid, Espafia).

Se consideré positiva una reaccion frente al alérgeno si se producia una papula
de didmetro igual o superior a 3 mm respecto de esta misma medida realizada
en el control negativo, en caso de producirse papula en él. Se consider6 que el
paciente era atopico si presentaba al menos una prueba positiva frente a un
alérgeno de las pruebas cutdneas. Se considerd que el paciente presentaba
alergia frente a un determinado alérgeno si, ademas de una prueba positiva,

existian manifestaciones clinicas concordantes.

> Niveles de IgE total e IgE especifica

A todos los pacientes se les realizd una extraccion de suero, con el fin de
determinar los niveles de IgE mediante la prueba ImmunoCAP Total IgE y
siguiendo las recomendaciones del fabricante (Thermo Fisher Scientific,

Barcelona, Espafia) (216).

Dicha prueba consiste en un enzimoinmunoanalisis en el cual los anticuerpos
anti-IgE unidos covalentemente a los reactivos del ImmunoCAP, reaccionan
con la IgE total del suero del paciente. Tras afiadir anticuerpos anti-IgE (B-
galactosidasa-anti-IgE, anticuerpos monoclonales de ratén, 2 ug/ml) marcados
enzimaticamente se forma un inmunocomplejo de tipo sandwich. El exceso de
anticuerpo unido a la enzima se elimina en una serie de lavados anteriores a la
incubacion con la solucibn que contiene el sustrato de dicha enzima.
Trascurrido el tiempo establecido para la reaccién, ésta se detiene y
posteriormente se mide la fluorescencia del producto originado en la misma
(figura 10). Utilizando una curva patron se interpolan las unidades de respuesta
y se obtienen las concentraciones de IgE de las muestras de suero.

En funcién del resultado de las pruebas cutaneas se realiz6 una determinacion

de IgE especifica (Thermo Fisher Scientific, Barcelona, Espafia) (216).
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Figura 10. Enzimoinmunoanélisis para la determinacién de IgE total. Se
representan los pasos del ensayo ordenados de arriba abajo y de izquierda a
derecha. En azul los anticuerpos anti-lgE unidos covalentemente a los
reactivos en naranja y verde se muestra la IgE total del suero del paciente a
determinar y en azul con amarillo los anticuerpos anti-lgE marcados
enzimaticamente (Thermo Fisher Scientific, Phadia InmunoCAP, Barcelona,
Espaiia).

> Espirometria

Se realiz6 mediante un espirobmetro con neumotacoégrafo (Jaeger de Viasys,
Hoechberg, Alemania) siguiendo las recomendaciones de la SEPAR (84). Con
el fin de excluir el asma, se realizaron pruebas de broncodilatacion y de

provocacién bronquial inespecifica con metacolina cuando fue necesario.

Se realizé la prueba de metacolina en los pacientes con clinica sospechosa
para descartar asma; esta prueba solo resulté necesaria en 3 pacientes, que
tenian sintomas de rinitis alérgica (prurito nasal, estornudos, congestion nasal,
conjuntivitis y tos irritativa faringea),para descarta que tuviesen asma, ya que
los positivos, no se incluyeron en el estudio y los que no presentaban sintomas
de vias respiratorias inferiores, y la espirometria era normal, no precisaron la
realizacion de dicha prueba. Se utilizé la técnica dosimétrica (217), mediante un
dosimetro, qué consta de una valvula solenoide que se activa eléctricamente y
gue controla el paso de aire a través del nebulizador de Vilbiss, generando el
aerosol de forma intermitente. La prueba se interrumpe cuando el FEV1 cae un

20%respecto al FEV1 basal. Se preparan diluciones partiendo de un vial de
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metacolina de 100mg cada una en 3ml, utilizando el protocolo de 5 diluciones.
Previamente se realiza una inhalacion con suero salino isoténico, Yy
posteriormente ya se realizan las inhalaciones con las siguientes diluciones: A-
0,0625 mg/ml, B-0,25 mg/ml, C-1mg/ml, D-4mg/ml, K-16 mg/ml. Al finalizar la
prueba, si es necesario se administra un broncodilatador de accién corta el
salbutamol y se vuelve a repetir la espirometria. Se considerd positiva una
PC20 metacolina <16mg/ml. En los 3 pacientes que se incluyeron no hubo

caida del FEV1 del 20%, la prueba fue negativa.

4.3. ESTUDIO MOLECULAR

Se realizaron los siguientes pasos:

Inicialmente se procedio a la extraccion de ADN de sangre total, en un tubo
vacio con EDTA como anticoagulante, de marca Vacuette (GreinerBio-One,

kremsmuinster, Australia).

Se procedi6é a continuacion a la amplificacion de los fragmentos de ADN que
incluian las regiones promotoras del gen PTGDR vy las regiones intragénicas
del resto de los genes LTC4S y CYSLTR1 mediante técnica de PCR (reaccién
en cadena de la polimerasa), empleando los cebadores que flanqueaban las
regiones de interés. Se empleé una ADN polimerasa termoestable, que
minimiz6 el riesgo de contaminaciones y cuyo efecto de inicio a elevada
temperatura (hot start) impide su actuacion a bajas temperaturas, con lo que se

obtiene asi una mayor especificidad.

Los amplicones obtenidos se analizaron mediante electroforesis en gel de
agarosaNuSieve® de alta resolucion, con el porcentaje adecuado al tamafio de
los fragmentos. Los productos de PCR se visualizaron con bromuro de etidio y
RedSafe un colorante que permite visualizar los acidos nucleicos porque se
intercala entre la doble hebra y es visible a la luz UV. Una vez confirmada la
amplificacion del gen en cuestion se procedié al genotipado mediante
secuenciacion directa empleando el método ABI system, de los fragmentos de
PCR, previamente purificados mediante columnas (218).
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4.3.1. ANALISIS MOLECULAR

A todos los pacientes se les realizé una extraccion de una muestra de sangre
periférica, recogida en un tubo de vacio con EDTA como anticoagulante y
almacenada a -20° C hasta el momento de la extraccion del ADN.

Se han seguido dos protocolos diferentes de extraccion del ADN a partir de
sangre total: uno de ellos utilizando el kit comercial DNAPURE “SSS” (Genedan
S.L, Espafia); y otro utilizando el sistema automatico MagnaPure Compact
Nucleic Acid Isolation Kit I- LargeVolume (Roche Applied Science, Mannheim,
Alemania). EI MagnaPure Compact es un robot automatizado que permite la
extraccion de &cidos nucleicos a partir de sangre total y de una amplia variedad

de otros tipos de muestras.

Mediante este sistema se obtiene ADN genomico de gran calidad, adecuado
para su uso en reacciones de PCR. Se trata de un sistema de particulas
magnéticas contenidas en un cartucho que cuenta con una serie de pocillos en
los que se encuentran los reactivos necesarios para la extraccion. Se precisé
un rack de puntas de pipeta estériles con filtro, cuya funcién es aspirar la
muestra y pasarla por los distintos pocillos que contienen dichos reactivos. Las
alicuotas de algo mas de 1 mL de sangre, almacenadas a -20° C, se
descongelaron a temperatura ambiente. Se encendié el instrumento y se
selecciond el protocolo “DNA blood 10007, con el cual se trabaja con un
volumen inicial de sangre total de 1 mL y un volumen de elucion final de 200
uL. Se introdujeron en el carrusel los cartuchos de reactivos tras la lectura de
su codigo de barras. Se identificaron debidamente los criotubos a los que se
afadi6 1 mL de la muestra de sangre correspondiente y se colocaron en la
parte posterior del rack de muestras. Dicha identificacion se introducia también
en el ordenador del instrumento. Los tubos de elucion se colocaron en la parte
delantera del rack de muestras correctamente identificados, no sélo a través
del nimero de laboratorio de la muestra, sino también mediante la lectura de su
cddigo de barras en el ordenador del instrumento. Una vez identificados todos
los componentes, se introdujeron en el aparato y se inicid la extraccion

automatica, que dura unos treinta y cinco minutos aproximadamente.
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El protocolo emplea un tampon de lisis que contiene proteinasa K para destruir
proteinas y Tritbn X-100, detergente que facilita la disrupcién de las
membranas celulares e inhibidores de desoxirribonucleasas y ribonucleasas.
Dicha solucién se incuba con la muestra de sangre total y, tras una incubacién
posterior a temperatura elevada, se afiade una solucién con particulas
magnéticas e isopropanol, con el fin de aislar las moléculas de acidos nucleicos
en estas particulas. Tras una serie de lavados se procede a la separacion del
ADN de la particula magnética por calor y elucion con Tris-EDTA en el tubo de

elucion (figurall).
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Muestra Tampén de  ProteinasaK  Particulas  Capturade los Lavados Separacion Elucién

Lisis magnéticas complejos del del ADN del ADN
ADN

Figura 11. Secuencia de los pasos del procedimiento de extraccion del
MagnaPure Compact.

Una vez extraido el ADN de las muestras se evaluo el rendimiento de la
extraccion mediante la determinacion de la absorbancia a 260 nm y 280 nm en
el espectrofotémetro BioPhotometer (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania) con
el fin de analizar la cantidad y calidad de ADN extraido. Para ello se determino
la absorbancia de las muestras diluidas al 1/50 con agua destilada en un
volumen final de 100 pL. Las mediciones de la absorbancia a 260 nm vy el ratio
260/280 se realizaron por triplicado, con el fin de calcular los valores promedio
de las mismas. En cuanto a la calidad del ADN se consideraron validos
cocientes 260/280 entre 1,8y 2.
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Las muestras de ADN obtenidas a partir de sangre periférica siguiendo los
protocolos de extraccion fueron amplificadas en las regiones correspondientes
a los genes estudiados mediante PCR con cebadores que flanquean

especificamente dicha region (Tabla IX).

Tabla IX. Oligonucleétidos y secuencia de los genes analizados

Oligonucledtidos Secuencia

PTGDR-F 5’ CTCAGTTTCCTCGCCTATGC3

PTGDR-R 3’ CTTCCGCAGCCTTCACTCCS

LTCAS-F 5’ CTCCATTCTGAAGCCARAA3’

LTC4S-R 3’ AAGTGGTGAGGCGGTCTS'

CYSLTR1 CYSLTR1-F 5’ AAATCATGTTTTGGTCTTGC3'

CYSLTR1-R 3’ CAGTCCAAACCAATGAAAATS'

La amplificacion se llevdo a cabo en un volumen final de 25 pyL. En cada
reaccion se afadieron 12,5 pL 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 Taqg DNA polimerasa), 7,5 pL de agua libre de nucleasas, 20 ng de ADN
genomico y 1,25 pmol de cada oligonucleotido cebador (sentido y antisentido).
Como control negativo en cada serie se emple6 un tubo con todos los
componentes de la reaccion menos el ADN. Las reacciones de amplificacion se
llevaron a cabo en un termociclador de MWG-BIOTECH (Biothech, Ebersberg,
Alemania).

Los oligonucledtidos utilizados en la reaccion de PCR, se presentan en la tabla
IX siendo -F el cebador forward (sentido 5°—3") complementario de la hebra
3'—>5" de ADN y -R el cebador reverse (antisentido) complementario de la

hebra 5°—3". Todos ellos fueron disefiados a partir de la secuencia de los
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genes depositada en la base de datos GenBank
(http://Iwww2.ncbi.nim.nih.gov/cgi-bin/genbank) y se suministraron como un
liofilizado. Posteriormente fueron reconstituidos con agua destilada libre de
nucleasas (Promega, Madison, WI, EEUU) y almacenados en alicuotas a

-20°C.
v" PROGRAMA DE AMPLIFICACION

El programa de PCR para la amplificacion de la region de interés de cada gen
fue determinado mediante varios ensayos de puesta a punto del mismo y se

detalla a continuacion (Tabla X).

Tabla X. Programa de PCR empleado para la amplificacién. Aqui estan
representados la temperatura y el tiempo empleado en cada fase de la
amplificacion para cada gen: Desnaturalizacion, anillamiento y extension.

Desnaturalizacion Anillamiento Elongacion Extension

1°) 94°C-5min

2°) 94°C-30seg 61°C-30seg 72°C-303e/g
—
x 35ciclos

3°) 72°C-7min

1°) 94°C-5min

2°) 94°C-30seg 59.5°C-30seg 72°C-30seg
~— —

—
x 35 ciclos

3°) 72°C-7min

(O ESIMIEN 1°) 94°C-5min.

2°) 94°C-30seg 60°C-30segx 72°C-30seg
—
x 35 ciclos 3°) 72°C-7min
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Los productos de PCR fueron separados por su tamafio molecular mediante
electroforesis en geles horizontales de agarosa de alta resolucion al 2% y
tampon TAE al 0,5X. Para su preparacion se utilizd agarosa NuSieve® 3:1
Agarose (CambrexBioScience Rockland, Inc, EEUU) y tampon TAE Buffer al
10X (Promega, Madison, WI, EEUU), compuesto por 400 mM de Tris-acetato y
10 mM de EDTA a pH 8,2-8,4; que se diluy6 al 0,5X con agua destilada.

La agarosa se disolvio en el TAE 0,5X calentando la mezcla en un horno
microondas. Posteriormente se dejd enfriar hasta 50-60°C, se afiadieron 5 uL
de RedSafe al 2% por cada 100 mL de gel y se depositd en la cubeta de
electroforesis, colocando a continuacion el peine de pocillos. El RedSafe actia
intercalandose entre las bases nitrogenadas del ADN y emite fluorescencia al
ser iluminado con luz ultravioleta (254 nm), de manera que a través de este
compuesto se visualizan el o los fragmentos de ADN presentes en la muestra,
incluyendo el exceso de los cebadores de la PCR en caso de haberlos.
Transcurridos aproximadamente 40 minutos, dependiendo de las condiciones
ambientales del laboratorio, se solidificd el gel y la cubeta se sumergié en TAE
0,5X.

Se procedioé a cargar un volumen de 5 YL de cada uno de los productos de
PCR previamente mezclados con 1 uL de tampén de carga DNA Loading Buffer
Red (Bioline) que migra en un gel de agarosa al 2% con los fragmentos de 300
pb, con el fin de monitorizar la migracion del ADN (figura 12). En todos los
geles se carg6é un marcador de peso molecular, concretamente el DNA
Molecular Weight Marker VIII (Roche Applied Science, Mannheim, Alemania),
cuyo patrén se muestra en la figura 12. Esto permitié contrastar en paralelo el
tamanio del producto de PCR obtenido y estimar su calidad.
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MATERIAL Y METODOS

Figura 12. Tampones de carga DNA Loading Buffer (izquierda) y patron de
bandas del Marker VII (derecha) en geles de agarosa al 2%.

Tras aplicar al gel una corriente eléctrica de 120 Voltios durante 30 minutos, el

gel fue analizado en un transiluminador de luz ultravioleta con el sistema

fotografico VisiDoc-1t™ Imaging System (Uplant, CA, EEUU).

1. GEN PTGDR

Se analiz6 un fragmento de 642 pares de bases (pb) de la region promotora de

PTGDR en un total de 195 pacientes, con el fin de determinar 4 polimorfismos

ya descritos en la bibliografia dentro de esta regién -613 C>T(rs34236606), -
549T>C (rs8004654), -441C>T (rs803010) y -197T>C (rs11157907) (figura 13).
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C-441T1 T-197C
T-549C

71T

PTGDR

Figura 13. Esquema de la regién promotora de PTGDR. Se representan los
polimorfismos, el punto de inicio de la transcripcién y la localizacion de los
cebadores para la amplificacion de esta region.

Los genotipos se determinaron mediante PCR (oligonucle6tidos subrayados) y

posteriormente se realiz6 la secuenciacion (figura 14).

CTCAGTTTCCTCGCCTATGCaatggagatgaccgtgaatgccccaaattgegctgatcet
agtagagaagaggagctaaggctcaggggctttccagacgtgagttatctttacctttc
cttgactagctaattcaagacaactaggtagaagccctttctcagecctcecceccectecttege
tcatctttcgagttcttggccaccccagttcaaacaccagcaccactgcecectectetcea
ggtggctgctgcttaatttcccctccactttagtagttcecttetettgectegectagaag
gactggtgttgggtgcttggaattctggctattttcctcectgececgttccgactecggeac
cagagtctgtctctactgagaacgcagcgcgtcagggccgagctcttcactggectget
ccgcgctcttcaatgccagcgecaggegcetcaccctgcagagegteccgectctcaaag
aggggtgtgacccgcgagtttagataggaggttcctgeccgtggggaacaccccgceccgec
ctcggagctttttctgtggecgcagettcteccgeccgagecgegegeggagetgecgggg
gctccttagcacccgggcecgecggggecctcgeccCTTCCGCAGCCTTCACTCC

Figura 14. Secuencia correspondiente a la region promotora del gen PTGDR
amplificada por PCR y analizada por secuenciacién automatica. Se sefialan en
mayuscula la secuencia de los oligonucleétidos empleados en la reaccion de
amplificacion y en amarillo las posiciones de los polimorfismos analizados el
orden es -613C>T, -549T>C, -441C>T, -197T>C y -95G>T.

Para la reaccion de la PCR, se utilizé en el programa del termociclador una

temperatura de anillamiento de 61°Cx35 ciclos.
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Posteriormente se preparé un gel de agarosa para analizar los productos
resultantes de la amplificacién, separando los acidos nucleicos segun su carga.
En un transiluminador se determin6 la amplificacion y el tamafio de las bandas
correspondientes a los productos amplificados, asi como la ausencia de
bandas inespecificas y de contaminaciones en el control negativo de la
amplificacion. Las muestras quedaron almacenadas segun la fecha del

experimento concordante con este dato en el cuaderno de trabajo (figura 15).

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 C-

R e e L ——

Figura 15. Electroforesis de los fragmentos amplificados por PCR del
promotor de PTGDR. Se visualizaron las bandas correspondientes al amplicén
de 642 pb entre los fragmentos del patrén de bandas (MK VIII) de 692 y 509
pb, excepto en la muestra 4 en la cual no hay amplificacion y en el pocillo del
control negativo (C-). En todas ellas, incluido el (C-) se observo el exceso de
cebadores de un tamafio de 20pb.

Tras visualizar en el gel el correcto resultado de la reaccion de PCR se
procedio a la purificacion de las reacciones de PCR segun se describe en el
apartado 4.3.1.4. Posteriormente las muestras comprobadas y purificadas se
enviaron al servicio de secuenciacion de la Universidad de Salamanca segun

se describe en el apartado 4.3.1.5.

2. GEN LTC4S

Se analiz6 el polimorfismo —444A/C, localizado en la regién promotora del gen
LTC4S en un total de 195 pacientes.

Los genotipos se determinaron mediante PCR y posteriormente se realizd la
secuenciacion (figura 16).
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CTCCATTCTGAAGCCAAAggcactgggaagggcttccgcagaggagggtttggcagggg

ttgccaggaacagcctggatggggacagggaacagataaggtgggtggaggagttagece
gggagcctggggctggctccagcatgatgtgggggtctgcaaggcecctggagaaagtgg
ggtggtgcagcagggggcacacccacagctggagctgacccagatggacagecttgggcet
ctgccacgcgggactaggcaaggaaggggcacgaacaagcaggAAGTGGTGAGGCGGTC
T

Figura 16.Secuencia de la region amplificada en el gen LTC4S donde se indica
en negrita los oligonucleétidos empleados en la reaccién de PCR y en amarillo
se sefala la posicién del polimorfismos analizado

Se realiz6 la PCR, se utilizé en el programa del termociclador una temperatura
de anillamiento de 59.5°Cx35 ciclos. Se prepar6 un gel de agarosa para
analizarlos productos resultantes de la amplificacién segun se ha descrito en el

apartado anterior.

Tras visualizar en el gel el correcto resultado de la reaccion de PCR se
procedio a la purificacion de las reacciones de PCR segun se describe en el
apartado 4.3.1.4. Posteriormente las muestras comprobadas y purificadas se
enviaron al servicio de secuenciacion de la Universidad de Salamanca segun

se describe en el apartado 4.3.1.5.

8. GEN CYSLTR1

Se analizo el polimorfismo 927C/T, localizado en la region codificante del gen
CYSLTR1 en un total de 195 pacientes, para ver si mostraban asociacion con

la patologia de nuestros pacientes de RA.

Los genotipos se determinaron mediante PCR (oligonucleotidos en negrita) y

posteriormente se realizé la secuenciacion (figura 17).
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AAATCATGTTTTGGTCTTGCattatgtgtcattgtttgttggctttatcatcccttttyg
ttattataattgtctgttacacaatgatcattttgaccttactaaaaaaatcaatgaaa
aaaaatctgtcaagtcataaaaaggctataggaatgatcatggtcgtgaccgctgectt
tttagtcagtttcatgccatatcatattcaacgtaccattcaccttcattttttacaca
atgaaactaaaccctgtgattctgtccttagaatgcagaagtccgtggtcataaccttyg
tctctggctgcatccaattgttgctttgaccctctectatatttettttectgggggtaa
ctttaggaaaaggctgtctacattcagaaagcattctttgtccagcgtgacttatgtac
ccagaaagaaggcctctttgccagaaaaaggagaagaaatatgtaaagtatagtttaaa
cccatttcCAGTCCAAACCAATGAAAAT

Figura 17.Secuencia de la region amplificada en el gen CYSLTR1 donde se
indica en negrita los oligonucleétidos empleados en la reaccion de PCR y en
amarillo se sefiala la posicion del polimorfismos analizado.

Se realiz6 la PCR, para la que se utilizé en el programa del termociclador una
temperatura de anillamiento de 60°Cx35 ciclos. Se preparé un gel de agarosa
para analizar los productos resultantes de la amplificacion segun se ha descrito

en apartados anteriores.

Tras visualizar en el gel el correcto resultado de la reaccion de PCR se
procedié a la purificacién de las reacciones de PCR segun se describe en el
apartado 4.3.1.4. Posteriormente las muestras comprobadas y purificadas se
enviaron al servicio de secuenciacion de la Universidad de Salamanca segun

se describe en el apartado 4.3.1.5.

e EXOSAP-IT
El kit ExXoSAP-IT es un sistema de purificacién de ADN innovador y rapido.
Contiene, en un tampoén especial, dos enzimas con actividades hidroliticas
completarias; la Exonucleasa | y la Fosfatasa Alcalina de camaron
(Pandalusborealis) que actian en la mezcla de PCR procesando los
fragmentos de ADN de cadena sencilla de pequefio tamafio como los
oligonucleodtidos y los desoxiribonucleétidos trifosfato (ANTP) sobrantes en la
reaccion hasta nucledsidos y fosfato libre (figura 18). Posteriormente, las
enzimas se inactivan mediante calor (80° C), quedando el fragmento de interés
libre de interferencias para evitar fondo en la posterior reaccién de

secuenciacion.
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Mezcla de PCR Post-Amplificacion

NUV UV OUN OGN GNON OGN

/\
/ ~_ S — A N Cebadores
\ \ AN / / N
_ ) L EXCESO
Ry o \
~ ", " dNTPs

kit ExoSAP-IT D

SOOI/ Amplicon
+

Nucledsidos

+

Fosfato inorganico

Figura 18.Principio de purificacion del kitExoSAP-IT.

La purificacion se llevo a cabo en un volumen final de 5 pL. En cada reaccion
se afadié 1 pL de ExoSAP-IT (USB, Cleveland, Ohio, USA) y 4 uL de la
reaccion de PCR obtenida. Las reacciones de hidrdlisis e inactivacion se
llevaron a cabo en un termociclador de MWG-BIOTECH (Biothech,Ebersberg,
Alemania) (figura 19).

Inactivacion enzimatica

80°C

15min.

Figura 19. Programa de purificacibn de EX0SAP-IT. Aqui estan
representados la temperatura y el tiempo empleado en la purificacién y en la
inactivacion enzimatica.
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La secuenciacion automatica de los fragmentos de ADN amplificados por PCR
a partir del ADN genomico, se llevé a cabo en un secuenciador automéatico ABI
PRISM 377 DNA Sequencer (Lifetechnologies, NY, EEUU) usando el cebador
especifico correspondiente, asi como terminadores marcados con cromoéforos
fluorescentes y la enzima Taqg polimerasa (Perkin Elmer, Massachusetts,

EEUU), segun las instrucciones recomendadas por el fabricante.

Las muestras para secuenciacion se prepararon en un volumen final de 8 pL,
anadiendo 3 pL de cebador de interés a una concentracion de 1 yM y 5 L de

muestra de PCR purificada.

El analisis de las secuencias obtenidas se ha llevado a cabo a través de
diferentes programas informaticos. La lectura y tratamiento de las secuencias
automaticas se realiz6 mediante los programas ChromasPro 1.32
(TechnelysiumPtv. Ltd, Tewantin, Australia) y Chromas 2.3 (TechnelysiumPty.
Ltd, Tewantin, Australia) (figura 20).
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Figura 20. Andlisis de las secuencias obtenidas en el programa
ChromasPro 1.32. Cromatograma resultado de la secuenciacion que muestra

el polimorfismo -197T>C del gen PTGDR.
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La homologia con la secuencia depositada en la base de datos GenBank
(http://wvww2.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/genbank) se analiz6 con el programa
BLAST de los servidores www?2.ebi.ac.uk/fasta3 y
www.genome.ad.jp/SIT/SIT.html.

El alineamiento de las secuencias de ADN se llevé a cabo en el programa
AlingX (VectorNTI Advance 10, Invitrogen CA, EEUU) (figura 21).

1 100

Cons. (1) T G
A (1) Y K
B (1) T G
C (1) T G
D (1) T G
E (1) K
F (1) T G
G (1) Y G
H (1) Y K
I (1) G
J (1) Y K
K (1) T G
L (1) T G
M (1) T G
N (1) T G
0 (1) Y G

Figura 21. Ejemplo del alineamiento de las secuencias obtenidas en el
programa AlingX. El alineamiento se realizé a partir de 15 secuencias (A-O) y
la secuencia consenso (Cons.). Se representa una region con que comprende
las posiciones -197T>C (T/Y/C) y -95G>T (G/K) coloreadas dentro del amplicon
de 642 pb del promotor de PTGDR, donde se detectan las variantes respecto a

la secuencia consenso.

v CONTROL DE CALIDAD DEL LABORATORIO

Durante la realizacion de este estudio se siguieron las recomendaciones de
control de calidad de la European Genetics Quality Network (219) en todos los

procedimientos analiticos del mismo.

Los procedimientos de la fase preanalitica garantizaron la identificacion
inequivoca de las muestras y su correcto almacenamiento. En el momento de
su recepcion en el laboratorio cada muestra lleg6 junto con la hoja de recogida
de datos clinicos, ambas identificadas con una etiqueta portadora del mismo

cadigo de barras. El registro se realizd0 mediante una identificacion secundaria
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a través de un codigo de laboratorio alfanumérico, adjudicado a la muestra 'y a
la hoja de datos, a partir del cual se introdujo la informacion relativa al paciente
en una base de datos general almacenada en un ordenador del Servicio de
Inmunoalergia con acceso restringido; excluyendo los datos personales
identificativos. Las hojas de recogida de datos quedaron archivadas a partir de
ese momento y las muestras de sangre fueron alicuotadas en criotubos (1mL
de sangre por criotubo) debidamente identificados con el numero de
laboratorio, y almacenadas a -20° C. Se dispensaron tres alicuotas por
muestra, una para la extraccion del ADN y al menos dos para archivo de

seguridad; identificadas como una serie (Al, A2, A3).

La extraccion del ADN se realizé minimizando el riesgo de contaminacion de
las muestras en todo momento. Se dispuso de un laboratorio destinado
exclusivamente a la extracciéon del ADN, utilizando en toda circunstancia
material estéril y puntas con filtro, ademéas de hacer una revision de dichas
identificaciones en varios puntos del proceso tanto con el sistema automatico

como con el protocolo manual de extraccion.

Se habilitd un area aislada para realizar las PCR en cabina de flujo laminar
esterilizada periddicamente con luz UV y se emplearon pipetas dedicadas
exclusivamente a esa funcion y puntas de pipeta con filtro de un solo uso para

evitar posibles contaminaciones.

En el estudio se utilizaron controles negativos y marcadores de peso molecular
apropiados. Las muestras procedentes de sujetos control y de pacientes se
trataron conjuntamente desconociendo su condicién en todo el proceso de
genotipado. La interpretacion de los resultados obtenidos mediante
secuenciacion se realiz6 en todos los casos por duplicado. Las secuencias
fueron almacenadas en una carpeta en el ordenador de Inmunoalergia con

acceso restringido.
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4.4. ESTUDIO ESTADISTICO DE ASOCIACION GENICA

4.4.1. ANALISIS DESCRIPTIVO

El analisis descriptivo de la poblacion estudiada se llevo a cabo utilizando el
paquete estadistico SPSS 18.0 (IBM, Chicago, lllinois, EEUU). El andlisis de
variables cuantitativas se realiz6 a través de medidas de tendencia central
como la media o mediana, segun las caracteristicas de la variable y las
medidas de dispersion cémo la desviacion estandar. Por su parte, las variables
cualitativas fueron descritas en forma de proporciones en los diferentes grupos.

4.4.2. ANALISIS BIVARIANTE Y MULTIVARIANTE

Se llevdé a cabo un andlisis estadistico comparando la distribucion de los
diferentes polimorfismos entre el grupo de controles y los distintos grupos de
pacientes en funcion de sus caracteristicas clinicas, con el fin de determinar
una posible asociacién entre ellos. Las diferencias se establecieron a partir de
un nivel de significacion de p-Fisher < 0,05. Las asociaciones significativas se
confirmaron a través de una regresién logistica binaria ajustando por edad y
sexo, con el fin de descartar la posible influencia de estas variables en la
asociacion; todo ello utilizando el paquete estadistico SPSS 18.0 (IBM,
Chicago, lllinois, EEUU). Para estimar el riesgo derivado de las diferencias
significativas se calcul6 la Odds Ratio (OR) con intervalo de confianza al 95%.
Ademas se calculd el poder estadistico de la asociacion encontrada en relacion
al tamafo muestral, utilizando la plataforma on-line

http://statpages.org/proppowr.html basada en Statistical Methods for Rates and

Proportions por Joseph L. Fleiss.
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4.4.3. COMPARACION DE FRECUENCIAS ALELICAS Y GENOTIPICAS

Con el objetivo de estudiar posibles diferencias en la distribucion de las
frecuencias alélicas y genotipicas entre los controles y los distintos grupos de
pacientes, se realizé la comparacion de dichas frecuencias mediante un test de
contingencia tipo ¢? utilizando la plataforma estadistica on-line SHEsis (220)

(http://analysis.bio-x.cn/myAnalysis.php). Se determind la situacion de equilibrio

poblacional mediante una prueba c? para el célculo del equilibrio de Hardy-
Weimberg.

4.4.4. ANALISIS DE HAPLOTIPOS

En este estudio se ha determinado la asociacion de los haplotipos de los
polimorfismos -197T>C, -441C>T, -549T>C y -613C>T del gen PTGDR;
respecto de las diferentes caracteristicas clinicas de los pacientes. Para ello se

han utilizado las siguientes herramientas estadisticas:

-Plataforma estadistica on-line SHEsis (http://analysis.bio-

x.cn/myAnalysis.php): En la comparacién entre controles y pacientes de las

frecuencias de los diferentes haplotipos (221).

-SPSS 18.0 (IBM, Chicago, lllinois, EEUU): En el estudio de la posible
influencia de la presencia de un diplotipo determinado en la patologia y para
determinar el modelo de herencia, dominante o recesiva, de la presencia de un

determinado haplotipo respecto de una caracteristica clinico-bioldgica.
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RESULTADOS

5. RESULTADOS

Se procedi6 al analisis de los resultados en un total de 359 individuos, de los

cuales 195 fueron casos y 164 fueron controles.

5.1. ESTUDIO ESTADISTICO DESCRIPTIVO

5.1.1. DESCRIPCION DE LA POBLACION CONTROL

La poblacion control se compuso de 164 individuos, caracterizados por parte
del equipo de facultativos del Servicio de Inmunoalergia del Complejo
Asistencial Universitario de Salamanca de acuerdo con los criterios
previamente descritos en el apartado 4.1 de la seccién de material y métodos.
Ninguno de ellos presentaba sintomas de enfermedades alérgicas o
respiratorias, ni tampoco antecedentes familiares de las mismas.

La media de edad de la de la poblacion control fue de 44 afos. La distribucion
por sexos fue de un 35 % para el sexo masculino frente a un 65 % para el sexo
femenino.

Los niveles medios de la IgE total fueron de 75 kU/L; todos los controles
tuvieron una IgE sérica total < 100 kU/L (Tabla Xl) al ser este un criterio de

seleccion.

Tabla XI. Analisis descriptivo de los casos y controles incluidos en el estudio.

ANALISIS CONTROLES

DESCRIPTIVO N=164

SEXO VARONES 46 % VARONES 35 %
MUJERES 54 % MUJERES 65 %

EDAD Media: 33,26 Media: 44,01

Desviacion tipica: 12,17 Desviacion tipica: 18,10

IgE total Media: 141 kU/L <0,001* Media: 75 kU/L

(*p=significacion estadistica)
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5.1.2. DESCRIPCION DE LOS PACIENTES CON RINITIS ALERGICA

En este trabajo se han estudiado un total de 195 pacientes con diagnéstico
clinico de rinitis alérgica por sensibilizacion a polenes, todos ellos mayores de
18 afios, y con un minimo de dos afios de evolucion de sintomas de rinitis
alérgica, que fueron evaluados en el Servicio de Alergia del Hospital del Bierzo,
siguiendo los criterios previamente descritos en el apartado 4.1 de la seccion
de material y métodos.

La media de edad de la de la poblacién con RA fue de 33 afos. La distribuciéon
por sexos fue de un 45 % para el sexo masculino frente a un 55 % para el sexo

femenino. Los niveles medios de la IgE total fueron de 141 kU/L (tabla XI).

ANTECEDENTES FAMILIARES
Se recogieron los antecedentes familiares (AF) de atopia de los 195 pacientes;
un 77,9 % (152 pacientes) no presentaba antecedentes familiares de atopia. Lo

mas frecuente fueron los maternos (11,30 %) (figura 22).
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Figura 22. Antecedentes familiares (AF) de atopia.
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> ANTECEDENTES PERSONALES DERMATITIS ATOPICA

De los 195 pacientes 176 (90,3 %) no presentaban antecedentes personales de

dermatitis atopica, mientras que 19 (9,7 %) pacientes si los referian.

> GRAVEDAD DE LA RINITIS ALERGICA
La gravedad de la RA se valoré segun las categorias establecidas por el
documento ARIA (figura 23). Un 17 % presentaba RA intermitente leve, un 17
% padecia RA intermitente moderada-grave, un 24,5 % RA persistente leve y

un 41, 5 % RA persistente moderada-grave.

m RA INTERMITENTE LEVE

® RA INTERMITENTE
MODERA/GRAVE

= RA PERSISTENTE LEVE

m RA PERSISTENTE
MODERADA/GRAVE

Figura 23.Gravedad de la RA en los pacientes.

> PRUEBAS CUTANEAS

La positividad en las distintas pruebas cutaneas intraepidérmicas frente a los
aeroalérgenos de la bateria utilizada en el estudio se refleja en la figura 24. Se
consideraron positivos si se producia una papula de diametro igual o superior a
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3 mm, descartando siempre el dermografismo. Los tres alérgenos mas

importantes fueron los pélenes de gramineas, Plantago, abedul y olivo.
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ENEGATIVOS  mPOSITIVOS

Figura 24. Pruebas cutaneas en el grupo completo de pacientes. Se
representan el numero de pacientes con pruebas cutdneas positivas y
negativas para cada uno de los aeroalérgenos.

ANALISIS DE LAS SENSIBILIZACIONES

Se analizaron los pacientes monosensibilizados y polisensibilizados de acuerdo
a las pruebas cutaneas. Se consideraron monosensibilizados cuando existia
positividad a un unico alérgeno en las pruebas cutaneas; el resultado fue de 87
(45 %) pacientes monosensibilizados (tabla Xll), de los cuales 78 fueron
monosensibles al polen de las gramineas, 5 al polen del olivo, 3 al del abedul y
1 al de artemisia. Al resto de los 108 pacientes (55 %), que presentaron mas de

una prueba cutanea positiva se les considero polisensibilizados.
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Dentro de los pacientes polisensibilizados el resultado obtenido fue el siguiente:
52 pacientes (26,7 %) estaban sensibilizados a 2 pélenes, 28 pacientes (14,4
%), a 3 polenes, 17 pacientes (8,7 %) a 4 pédlenes, a 5 pdlenes fueron 4
pacientes (2,1 %) y a 6 polenes, 5 pacientes (2,6 %). En estos resultados

influye la posible reactividad cruzada (tabla XIlI).

Tabla XII. Distribucion de las monosensibilizaciones.
MONOSENSIBILIZADOS N= 87 % frente al total de

monosensibilizados

GRAMINEAS 78 89,6 % 40,3 %
OLIVO 5 5,8 % 2,6 %
ABEDUL 3 3,5% 1,6 %
ARTEMISIA 1 11% 0,5 %

* Respecto al 45 % de prevalencia de polisensibilizacion en la muestra de

pacientes

Tabla XIII. Distribucidon de los polisensibilizaciones.

POLISENSIBILIZADOS N=108 % frente al total
de

polisensibilizados

2 Pblenes 52 43,2 % 26,7 %
3 Pblenes 28 30 % 14,4 %
4 Pélenes 17 16 % 8,7 %
5 Pdlenes 4 4 % 2,1%
6 Pdlenes 5 5% 2,6 %
7 Pblenes 2 1,8 % 1,0 %

* Respecto al 55 % de prevalencia de polisensibilizacion en la muestra de

pacientes
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Se realizo el analisis de los monosensibilizados frente polisensibilizados en
relacibn a las pruebas cutdneas positivas obteniéndose diferencias
estadisticamente significativas en las pruebas cutaneas positivas a olivo-
p=<0,001, no hubo significacion estadistica frente a gramineas (tabla XIV).

Tabla XIV. Analisis de monosensibilizados frente a polisensibilizados con

pruebas cutaneas positivas a gramineas y olivo.

Pruebas Monosensi- Polisensi-

cutaneas bilizados bilizados

positivas n=87 % n=108 %
eAVINENS n=78 (43%) n=103 (56 %)
n total =181

OLIVO n=5 (11%) n=39 (89%) <0,001*

0,16

n total=44
(*p<0,001)

Se analizaron también los pacientes monosensibilizados frente a los
polisensibilizados frente a la IgE especifica de gramineas y olivo (tabla XV)

Tabla XV. Andlisis de monosensibilizados frente a polisensibilizados con

IgE especifica a gramineas y olivo.

IgE Monosensi- Polisensi-

especifica bilizados bilizados

Media Media

CRUWVIN=ReE 19,67KU/L 23,56 27,97kU/L 31,74 0,41
OLIVO 1,34ku/L 1,01 6,75kU/L 10,99 0,11

(DT=Desviacion tipica)

> IgE ESPECIFICA

En los pacientes que presentaban pruebas cutaneas positivas se determinaron
los niveles de IgE especifica para cada polen mediante InmunoCap (Tabla
XVI).
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Tabla XVI. Valores de IgE especifica (kU/L) para los distintos pélenes.

GRAMINEAS 181 0,17 101 24,42 11,20 28,83 37,71
PLANTAGO 50 0,17 32,71 4,41 1,75 6,82 3,52
ABEDUL 45 0,31 101 11,24 4,91 17,61 12,85
OLIVO 44 0,17 42,41 6,13 2,29 10,48 4,23
ARTEMISIA 23 0,41 17,81 3,57 1,61 4,99 2,53
PLATANUS 13 0,44 9,21 3,15 3,14 2,42 3,14
CHENOPO- 7 0,93 571 3,01 2,34 1,83 3,34
DIUM

PROFILINA 32 0,17 4,34 0,84 0,34 1,08 0,92
LTP 13 0,17 33 5,02 3,34 9,64 8,01

(*DT = Desviacion tipica)

En los pacientes que presentaban pruebas cutdneas positivas se agruparon los
valores en clases de IgE especifica para cada polen de acuerdo a las clases
del InmunoCap (Tabla XVII). Las clases fueron las especificadas por el
fabricante: clase 0 (<0.35 kU/L), clase 1 (0,35-0,7 kU/L), clase 2 (0,7-3,5 kU/L),
clase 3 (3,5-17,5 kU/L), clase 4 (17,5-50 kU/L), clase 5 (50-100 kU/L), clase 6
(>100 kU/L).
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Tabla XVII. Clases de IgE especifica para los distintos aeroalérgenos.

GRAMINEAS 14(8%)  34(19%) 44(25%)  44(25%) 27(15%)  7(4%)
n=181

PLANTAGO 9 (18 %) 24 (48%) 10 (20 %) 5 (10 %)

n=50

ABEDUL 2(44%) 14(3L,1%) 20(444  6(133%) 1(22%)  1(22%)
n=45 %)

OLIVO 5(11,3 20 (45,4 12 (27,2 5 (11,4 %)

n=44 %) %) %)

ARTEMISIA 6 (26 %) 12 (52,2 4 (17,4 %) 1 (4,3%)

n=23 %)

PLATANUS 2 (15,4 5(38,4%) 6 (46,1 %)

n=13 %)

CHENOPODIUM 4(57,2%)  3(42,8%)

n=7

E:Rg:”-'NA 131%) 12(375%)  1(31%)

hl’?s 1(7,7 %) 3(28%)  1(7.7%)

Como se ha indicado en el apartado de material y métodos, no se
seleccionaron los pacientes con hipersensibilidad a alérgenos perennes:

acaros, hongos y epitelios.

IgE SERICA TOTAL
En el caso de la IgE total, dada su ausencia de normalidad estadistica, se
calculé el logaritmo en base 10 de la IgE total a fin de normalizar los valores
(tabla XIV).

Tabla XIV. Valores de IgE total e IgE total normalizada (logio IgE TOTAL).

N Minimo Méximo Media Desviacion Q3-Q1
tipica.
IgE total (kU/L) 195 2,47 1055 141,21 171,14 150,80
logl0 IgE Total 195 0,39 3,02 1,87 0,52 2,63
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Respecto a los niveles de IgE total, se obtuvieron unos niveles medios de

141,21 kU/L (figura 25) en los pacientes con RA, mientras que en los controles
este valor fue de 75 kU/L (ver tabla XI).
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Figura 25. IgE total de los 195 pacientes; se obtuvo una media de 141,21 KU/L.

Se realiz6 el logyp de la IgE total obteniéndose una media de logio 1,87 kUL,
con una desviacion tipica de 10g100,52 y RI de 2,63 (figura 26).
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Log en base 10 de la IgE Total

257 Media = 1,87

Desviacion tipica = 0,523
N=195
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Figura 26. IgE total, log,o con una media de 1,87 kU/L.

> DISTRIBUCION DE LOS NIVELES DE IgE SERICA TOTAL SEGUN LA
GRAVEDAD DE LA RINITIS ALERGICA

Se analiz6 la IgE total en relacion con la gravedad de la RA (tabla XV), sin que

se obtuviera significacion estadistica, si bien el valor de p estuvo muy préximo

a la significacién (p= 0,06).

Tabla XV. Gravedad de la RA y valores de IgE total*.

Gravedad RA N IgE Total
Intermitente 33 120,9kU/L
leve

Intermitente 81 128,06kU/L
moderada-grave

Persistente 48 152,2kU/L
leve

Persistente 33 177,5kU/L
moderada-grave

(*p=0,06)
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También se obtuvo significacion estadistica entre el andlisis de la IgE total y los

pacientes monosensibilizados y polisensibilizados (p=0.008)

> DISTRIBUCION DE LA GRAVEDAD DE LA RA EN LOS PACIENTES
MONOSENSIBILIZADOS Y POLISENSIBILIZADOS

Se analiz6 la gravedad de la RA en los pacientes monosensibilizados y en los

polisensibilizados, obteniéndose una diferencia estadisticamente significativa

(p=0,02) (tabla XVI).

Tabla XVI. Gravedad de la RA y grado de sensibilizacion.

Gravedad RA Monosensibilizados Polisensibilizados
Intermitente n=21 n=12
leve 63,6% 36,36%
(n=33)

Intermitente n=39 n=42
moderada-grave 48,1%% 51,9,9%
(n=81)

Persistente n=16 n=32
leve 33,3% 66,7%
(n=48)

Persistente n=11 n=22
moderada-grave 33,33% 66,66%
(n=33)

DISTRIBUCION DE LOS NIVELES DE IgE ESPECIFICA SEGUN LA
GRAVEDAD DE LA RA

Al correlacionar los niveles de IgE especifica de los diferentes p6lenes con la
gravedad de la RA, en el caso de las gramineas se objetivd una media de
30,72 kU/L, que fue més elevada en los pacientes con RA persistente
moderada-grave. Para la IgE especifica al plantago, la media mas elevada fue
de 6,60 kU/L, que se observé en los pacientes con RA intermitente leve. En lo
referente a la IgE especifica al abedul, la media mas elevada fue del7,57 kU/L,
gue correspondid a los pacientes con RA persistente leve; y para la IgE
especifica al olivo la media mas elevada fue de 13,47 kU/L en los pacientes

110



RESULTADOS
con RA persistente leve (tabla XVII). Solamente se obtuvieron resultados
estadisticamente significativos respecto a la IgE especifica frente a gramineas
p=<0.01y a la IgE especifica frente al Chenopodium p=0,002.

Tabla XVII. Gravedad de la Rinitis Alérgicay niveles de IgE especifica.

IgE especifica RA RA RA RA
(KU/L) Intermitente Intermitente  Persistente  Persistente
p Leve Mod-Grave Leve Mod-Grave
GRAMINEAS n=25 n=77 n=47 n=32
p=<0,01 Media: 8,53 Media: 27,03 Media: 24,18 Media: 30,72
OLIVO n=6 n=17 n=9 n=12
p=0,22 Media: 1,42 Media: 3,67 Media: 13,47 Media: 6,49
PLATANUS n=0 n=6 n=2 n=5
p=0,90 Media: 2,86 Media: 2,99 Media: 3,57
ABEDUL n=>5 n=16 n=14 n=8
p=0,48 Media;: 10,76 Media: 5,96 Media: 17,57 Media; 12,00
ARTEMISIA n=3 n=11 n=2 n=7
p=0,67 Media: 2,06 Media: 3,65 Media: 1,91 Media: 4,59
PLANTAGO n=6 n=18 n=16 n=10
p=0,85 Media: 6,60 Media: 3,18 Media: 5,12 Media: 4,18
CHENOPODIUM n=0 n=4 n=0 n=3
p=0,002 Media: 1,62 Media: 4,89
PROFILINA n=3 n=17 n=4 n=8
p=0,06 Media: 0,72 Media: 0,89 Media: 0,58 Media; 1,28
LTP n=3 n=7 n=1 n=2
p=0,38 Media: 14,98 Media: 2,95 Media: 0,34 Media: 0,34

5.2. ANALISIS GENOTIPICO

En los siguientes apartados se detalla la estadistica descriptiva univariante, el
andlisis de los 6 polimorfismos de los 3 genes analizados, el analisis
multivariante y el estudio de haplotipos en cada uno de los grupos que se han
incluido en el estudio, entre los pacientes con RA y los controles.

Se han calculado las frecuencias alélicas y genotipicas para la poblacion

control y para el grupo de pacientes con RA (tabla XVIII).
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Tabla XVIII. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en los
pacientes con rinitis alérgica (RA) y en los controles.

SNP

-613C>T

-549T>C

-441C>T

-197T7>C

-95G>T

-444A/C

CYSLTR1 927C/T

Frecuencias Alélicas

Controles

C:0,92
T:0,08

T:0,47
C:0,53

C:0,76
T:0,23

T:0,89
C:0,12

G:0,98
T:0,01

A: 0,75
C:0,24

3C:0,20
QC: 0,22
3 T:0,80
QT:0,77

Pacientes RA

C:0,91
T:0,09

T:0,47
C:0,52

(@)

10,72
T:0,28

—

: 0,85
C:0,14

G:0,97
T:0,02

A: 0,76
C:0,23

4c: 0,16
QC:0,21
4T1:0,84
QT:0,79

Frecuencias
Controles

CC: 0,84
CT:0,16
TT: 0,00
CC: 0,27
CT: 0,52
TT:0,21
CC: 0,58
CT: 0,39
TT: 0,04
CC: 0,04
CT: 0,15
TT: 0,80
GG: 0,97
GT: 0,03
TT: 0,00
AA: 0,59
AC: 0,32
CC: 0,08
QCC: 0,09
QCT: 0,26
QTT: 0,64

Genotipicas
Pacientes RA

CC: 0,84
CT:0,14
TT: 0,02
CC: 0,26
CT: 0,53
TT: 0,21
CC: 0,53
CT: 0,37
TT: 0,09
CC: 0,01
CT: 0,27+
TT:0,72
GG: 0,95
GT: 0,04
TT: 0,00
AA: 0,62
AC: 0,29
CC: 0,09
QCC: 0,08
QCT: 0,26
QTT: 0,66

* p de Fisher = 0,005

En lo referente al gen PTGDR solo se observaron diferencias estadisticamente

significativas en los pacientes frente a los controles en la distribucion de las

frecuencias genotipicas del SNP -197T/C, siendo el genotipo heterocigoto C/T

mas frecuente en los pacientes (27,2 %) que en los controles (15,2 %), con una

p de Fisher=0,005.

Para el resto de los polimorfismos analizados en el resto de los genes no se

observaron diferencias significativas en cuanto a la distribucion de las

frecuencias alélicas ni genotipicas de los pacientes frente a los controles (ver

tabla XVIII).
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5.2.1. ANTECEDENTES FAMILIARES

Se analizaron las frecuencias alélicas y genotipicas para la poblacién de
pacientes con antecedentes familiares alérgicos (43 casos) frente al grupo
control (tabla XIX).

Tabla XIX. Distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas en los
pacientes con antecedentes familiares de alergia (AF) respecto a los
controles.

Frecuencias
Controles

Alélicas
Pacientes AF

Frecuencias
Controles

Genotipicas
Pacientes AF

-613C>T 10,91 CC: 0,83 CC: 0,79
T: 0,08 T:0,11 CT:0,16 CT: 0,18
TT: 0,00 TT: 0,02
-549T>C T:0,47 T:0,43 CC: 0,26 CC: 0,32
C:0,53 C: 0,57 CT:0,51 CT: 0,49
TT:0,21 TT:0,18
-441C>T C:0,77 C:0,79 CC: 0,58 CC: 0,63
T:0,23 T:0,21 CT: 0,38 CT: 0,32
TT: 0,04 TT: 0,05
-197T7>C T:0,89 T:0,81 CC: 0,04 CC: 0,02
C:0,12 C:0,18 CT: 0,15 CT: 0,32*
TT:0,80 TT: 0,65
-95G>T G: 0,98 G: 0,99 GG: 0,97 GG: 0,98
T:0,01 T:0,01 GT: 0,03 GT: 0,02
-444A/C A: 0,75 A:0,79 AA: 0,59 AA: 0,65
C:0,24 C:0,21 AC: 0,33 AC: 0,28
CC: 0,08 CC: 0,07
CYSLTR1 927CIT dc: 0,20 dc: 0,16 QCC: 0,09 Q@CC: 0,04
?C: 0,22 @C: 0,10 QCT: 0,26 QCT: 0,12
4T:0,80 4T:0,84 QTT: 0,64 QTT: 0,83
QT: 0,78 QT: 0,90

* p de Fisher = 0,033

El genotipo C/T del polimorfismo -197T/C de PTGDR resulté significativamente
mas frecuente en los pacientes con antecedentes familiares de alergia (32,6 %)
gue en los controles (15,2 %), con una p de Fisher de 0,033.

De estos casos con antecedentes familiares de alergia, 22 pacientes
presentaban antecedentes familiares de primer grado exclusivamente
maternos; en estos pacientes se observaron diferencias estadisticamente
significativas en la distribuciéon de las frecuencias genotipicas en el SNP -613
C/T del gen PTGDR. EIl genotipo mutado -613TT resultdé mas frecuente en los
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pacientes (4,5%) que en los controles (0 %), con una p de Fisher de 0,024);
también se identificaron, en estos mismos casos, diferencias estadisticamente
significativas en la distribucion de las frecuencias genotipicas en el SNP -197,
siendo en este caso el genotipo heterocigoto C/T mas frecuente en los
pacientes (36,4 %) que en los controles (15,2 %) con una p de Fisher de 0,038.

Para el resto de la distribucion de los AF no se identificaron diferencias
estadisticamente significativas con respecto a los controles en ningunos de los

SNP analizados en los tres genes.

También se analizaron las frecuencias alélicas y genotipicas para la poblacion
de pacientes sin antecedentes familiares de alergia, en esta ocasion, 152
pacientes frente al grupo control (tabla XX).

Tabla XX. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en los
pacientes sin antecedentes familiares de alergia (AF) respecto a los
controles.

Frecuencias Alélicas Frecuencias  Genotipicas

-613C>T C:0,92 C:0,92 CC: 0,84 CC: 0,85
T: 0,08 T: 0,08 CT: 0,16 CT: 0,13
TT: 0,00 TT: 0,01
-549T>C T:0,47 T: 0,49 CC: 0,27 CC:0,24
C: 0,53 C:0,51 CT: 0,52 CT: 0,54
TT:0,21 TT:0,22
-441C>T  C:0,77 C: 0,70 CC: 0,58 CC: 0,51
T:0,23 T:0,30 CT: 0,38 CT: 0,39
TT: 0,04 TT: 0,10
-197T>C T:0,88 T: 0,86 CC: 0,04 CC: 0,01
C:0,12 C:0,13 CT: 0,15 CT:0,26*
TT: 0,80 TT: 0,74
-95G>T G: 0,99 G: 0,97 GG: 0,97 GG: 0,95
T: 0,01 T: 0,03 GT: 0,03 GT: 0,05
TT: 0,00 TT: 0,01
-444A/C A: 0,76 A: 0,76 AA: 0,59 AA: 0,61
C: 0,24 C:0,24 AC: 0,33 AC: 0,29
CC: 0,08 CC: 0,10
CYSLTR1 927CIT & C:0,20 dc: 0,16 QCC: 0,09 QCC: 0,09
QC: 0,22 QC: 0,24 QCT: 0,26 QCT: 0,30
3 T:0,80 3T:0,84 QTT: 0,64 QTT: 0,61

QT: 0,78 QT:0,76

* p de Fisher = 0,012
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En el caso del gen PTGDR, al comparar los pacientes sin antecedentes
familiares de alergia respecto a los controles, se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la distribucién de las frecuencias genotipicas
en el SNP -197, siendo el genotipo heterocigoto C/T mas frecuente en los
pacientes (25,7 %) que en los controles (15,2 %), con una p de Fisher de
0,012.

Para el resto de los SNP no se observaron diferencias significativas en las

frecuencias alélicas y genotipicas

5.2.2. ANTECEDENTES PERSONALES DE DERMATITIS ATOPICA
Se analizaron las frecuencias alélicas y genotipicas para la poblacién de

pacientes con antecedentes personales de dermatitis atépica (n= 19) frente al

grupo control (tabla XXI).
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Tabla XXI. Distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas en los
pacientes con antecedentes personales de dermatitis atdpica (DA).

Frecuencias Alélicas Frecuencias  Genotipicas

-613C>T C:0,92 (o} CC: 0,84 CC: 0,74
T: 0,08 T:0,13 CT: 0,16 CT: 0,26

-549T>C T:0,47 T: 0,42 CC: 0,27 CC: 0,32
C: 0,53 C: 0,58 CT: 0,52 CT: 0,53

TT:0,21 TT:0,16

-441C>T C: 0,77 C:0,71 CC: 0,58 CC: 0,47
T:0,23 T:0,29 CT: 0,38 CT: 0,47

TT: 0,04 TT: 0,05

-197T>C T:0,88 T:0,76 CC: 0,04 CC: 0,05
C:0,12 C:0,24* CT: 0,15 CT: 0,37

TT: 0,80 TT:0,58

-95G>T G: 0,99 G: 0,95 GG: 0,97 GG: 0,89
T: 0,01 T: 0,05 GT: 0,03 GT: 0,10

-444A/C A: 0,76 A: 0,74 AA: 0,59 AA: 0,53
C: 0,24 C: 0,26 AC: 0,33 AC: 0,42

CC: 0,08 CC: 0,05
CYSLTR1 927CIT 3 c:0,20 d\c: 0,00 QCC: 0,09 QCC: 0,15
QC: 0,22 QC: 0,27 QCT: 0,26 QCT: 0,23
3 T1:0,80 4T: 1,00 QTT: 0,64 QTT: 0,61

Q2T:0,78 QT:0,73

* p de Fisher = 0,041

En los pacientes que presentaban antecedentes personales de dermatitis
atopica se observaron, diferencias estadisticamente significativas en las
distribuciones de las frecuencias alélicas en el SNP -197 del gen PTGDR,
siendo el alelo mutado C més frecuente en los pacientes (23,7 %) que en los
controles (11,9 %), asociandose la presencia del alelo C con padecer la
enfermedad, con una OR de 2,29; IC 95 % (1,01- 5,21); p de Fisher =0,041.

Para el resto de los polimorfismos no se observaron diferencias significativas

en la distribucién de las frecuencias alélicas ni genotipicas.

También se analizaron las frecuencias alélicas y genotipicas para la poblacion
de pacientes sin antecedentes personales de dermatitis atopica 176 casos
frente al grupo control (tabla XXII).
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Tabla XXII. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en los
pacientes sin antecedentes personales de dermatitis atépica (DA).

Frecuencias Alélicas Frecuencias  Genotipicas

-613C>T 10,92 CC: 0,84 CC: 0,74

T:0,08 T: 0,08 CT: 0,16 CT: 0,26
TT: 0,00 TT: 0,02
-549T7>C T:0,47 T:0,48 CC: 0,27 CC: 0,26
C:0,53 C:0,52 CT: 0,52 CT: 0,53
TT:0,21 TT:0,22
-441C>T C:0,77 C:0,72 CC: 0,58 CC: 0,54
T:0,23 T:0,28 CT: 0,38 CT: 0,36
TT: 0,04 TT:0,10
-1977>C T:0,88 T:0,86 CC: 0,04 CC: 0,01
C:0,12 C:0,14 CT: 0,15 CT: 0,26*
TT:0,80 TT:0,73
-95G>T G: 0,99 G: 0,98 GG: 0,97 GG: 0,96
T:0,01 T:0,02 GT: 0,03 GT: 0,03
TT: 0,00 TT:0,01
-444A/C A: 0,76 A: 0,77 AA: 0,59 AA: 0,63
C:0,24 C:0,23 AC: 0,33 AC: 0,27
CC: 0,08 CC:0,10
CYSLTR1 927CIT & C:0,20 dc: 0,17 QCC: 0,09 QCC: 0,07
QC: 0,22 QC: 0,20 QCT: 0,26 QCT: 0,27
& T:0,80 4T:0,83 QTT: 0,64 QTT: 0,67
QT: 0,76 QT: 0,80

* p de Fisher = 0,005

En los pacientes que no presentaban antecedentes personales de dermatitis
atopica, frente a los controles, en el caso del gen PTGDR se observaron
diferencias estadisticamente significativas en la distribucién de las frecuencias
genotipicas en el SNP -197T/C; en este caso, el genotipo heterocigoto C/T fue
mas frecuente en los pacientes (26,1 %) que en los controles (15,2 %) con una
p de Fisher de 0,005.

Para el resto de los polimorfismos no se observaron diferencias significativas

en la distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas
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5.2.3. PACIENTES POLISENSIBILIZADOS Y MONOSENSIBILIZADOS

Se analizaron las frecuencias alélicas y genotipicas para la poblacién de
pacientes polisensibilizados (n=108) frente al grupo control (tabla XXIlI).

Tabla XXIII. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en los
pacientes polisensibilizados.

Frecuencias Alélicas Frecuencias Genotipicas
Controles Pacientes Controles Pacientes

Polisensibilizados Polisensibilizados

613C>T C: 0,92 CC: 0,84 CC: 0,83

T: 0,08 T: 0,09 CT: 0,16 CT: 0,15

TT:0,00 TT: 0,02

549T>C T:0,47 T:0,48 CC: 0,27 CC: 0,23
C:0,53 C: 0,52 CT: 0,52 CT: 0,58

TT: 0,21 TT:0,18

441C>T C:0,77 C:0,76 CC: 0,58 CC: 0,58
T:0,23 T:0,23 CT: 0,38 CT: 0,36

TT: 0,04 TT: 0,05

1977>C T:0,88 T:0,85 CC: 0,04 CC: 0,01
C:0,12 C:0,15 CT: 0,15 CT: 0,28*

TT: 0,80 TT:0,71

95G>T G: 0,98 G: 0,97 GG: 0,97 GG: 0,94
T:0,01 T:0,03 GT: 0,03 GT: 0,04

TT: 0,00 TT: 0,01

444A/C A: 0,75 A: 0,74 AA: 0,59 AA: 0,59
C:0,24 C:0,26 AC: 0,33 AC: 0,29

CC: 0,08 CC: 0,11
QSRR 927C/T 8 C:0,20 3C: 0,16 Q@CC: 0,09 QCC: 0,07
QC: 0,22 QC: 0,18 OCT: 0,26 QCT: 0,23
3 71:0,80 3T:0,84 QTT: 0,64 QTT: 0,70

QT: 0,77 QT: 0,81

* p de Fisher = 0,016

En lo referente al gen PTGDR se observaron diferencias estadisticamente
significativas en la distribucién de las frecuencias genotipicas del SNP -197T/C,
siendo el genotipo heterocigoto C/T fue méas frecuente en los pacientes (27,8
%) que en los controles (15,2%), con una p de Fisher de 0,016.

Para el resto de los polimorfismos no se observaron diferencias significativas

en la distribucion de las frecuencias alélicas ni genotipicas
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También se analizaron las frecuencias alélicas y genotipicas para la poblacion
de pacientes monosensibilizados (n=87 casos) frente al grupo control (tabla
XXIV).

Tabla XXIV. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en los
pacientes monosensibilizados.

Frecuencias Alélicas Frecuencias Genotipicas
Controles Pacientes Controles Pacientes

Monosensibi- Monosensibi-
lizados lizados

613C>T 10,92 CC:0,84 CC: 0,85
T: 0,08 T: 0,08 CT: 0,16 CT: 0,14
TT: 0,00 TT: 0,01
549T7>C T:0,47 T:0,47 CC: 0,27 CC: 0,30
C:0,53 C:0,53 CT: 0,52 CT: 0,46
TT:0,21 TT: 0,24
441C>T C:0,77 C: 0,67 CC: 0,58 CC: 0,47**
T:0,23 T:0,33* CT: 0,38 CT: 0,39
TT: 0,04 TT: 0,14**
197T7>C T:0,88 T:0,85 CC: 0,04 CC: 0,01
C:0,12 C:0,14 CT: 0,15 CT: 0,26
TT:0,80 TT:0,72
-95G>T G: 0,98 G: 0,98 GG: 0,98 GG: 0,96
T:0,01 T:0,02 GT: 0,03 GT: 0,03
444A/C A:0,75 A: 0,79 AA: 0,59 AA: 0,65
C:0,24 C:0,21 AC: 0,33 AC: 0,27
CC: 0,08 CC: 0,07
G EIRIEE 927C/T 3 c:0,20 dc: 0,16 QCC: 0,09 QCC: 0,09
@C: 0,22 QC:0,24 QCT: 0,26 QCT: 0,30
3 T1:0,80 4T1:0,84 QTT: 0,64 Q@TT: 0,61
QT: 0,77 QT:0,76

* p de Fisher = 0,014, ** p de Fisher = 0,017

En lo referente al gen PTGDR se observaron diferencias estadisticamente
significativas en la distribucién de las frecuencias alélicas del SNP -441C/T; en
este caso el alelo mutado T resultd méas frecuente en los pacientes (33,3 %)
gue en los controles (23,2 %) con una OR de 0,60; IC 95 % 0,4 — 0,9; p de
Fisher = 0,014.

En este mismo gen PTGDR también se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la distribucién de las frecuencias genotipicas

del SNP -441 entre los de pacientes monosensibilizados y los controles,
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siendo el genotipo mutado T/T mas frecuente en los pacientes (13,8 %) que en
los controles (4,3 %); el genotipo no mutado (“silvestre”) C/C fue mas frecuente
en los controles (57,9%) que en los pacientes (47,1%), una p de Fisher =
0,017.

Para el resto de los polimorfismos no se observaron diferencias significativas
en la distribucién de las frecuencias alélicas ni genotipicas

De los 87 pacientes monosensibles, 78 fueron monosensibles a gramineas. Se
analizaron las frecuencias alélicas y genotipicas para la poblacién de pacientes
monosensibilizados a gramineas (78 casos) frente al grupo control (tabla XXV).

Tabla XXV. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en los
pacientes monosensibilizados a gramineas.

Controles Pacientes Controles Pacientes

Alélicas M. Gramineas  Genotipicas M. Gramineas
Alélicas Genotipicas

C:0,92 CC: 0,84 CC: 0,86

-613C>T :0,92

T:0,08 T:0,08 CT: 0,16 CT: 0,13
TT: 0,00 TT:0,01
-549T7>C T:0,47 T:0,48 CC: 0,27 CC: 0,29
C:0,53 C:0,52 CT: 0,52 CT: 0,45
TT:0,21 TT:0,25
-441C>T C:0,77 C: 0,67 CC: 0,58 CC: 0,49
T:0,23 T:0,33* CT: 0,38 CT: 0,37
TT: 0,04 TT: 0,14*
-197T7>C T:0,88 T:0,85 CC: 0,04 CC: 0,01
C:0,12 C: 0,15 CT: 0,15 CT: 0,27
TT: 0,80 TT: 0,72
-95G>T G: 0,99 G: 0,98 GG: 0,97 GG: 0,96
T:0,01 T:0,02 GT: 0,03 GT: 0,04
-444A/C A: 0,77 A: 0,79 AA: 0,59 AA: 0,65
C:0,24 C: 0,20 AC: 0,33 AC: 0,28
CC: 0,08 CC: 0,06
CYSLTR1 927CIT 40,20 dc: 0,13 QCC: 0,09 QCC: 0,07
QC: 0,22 QC: 0,24 QCT: 0,26 QCT: 0,34
3 T:0,80 370,87 QTT: 0,64 QTT: 0,59

QT: 0,77 QT: 0,76

*p de Fisher=0,026; **p de Fisher=0,021

En lo referente al gen PTGDR se observaron diferencias estadisticamente
significativas en las distribuciones de las frecuencias alélicas del SNP -441C/T

entre los pacientes monosensibilizados a gramineas y los controles (p de
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Fisher=0,026), siendo el alelo mutado T mas frecuente en pacientes (33 %) que
en controles (23 %). También se identificaron diferencias estadisticamente
significativas en la distribucion de las frecuencias genotipicas en el SNP -
441CJIT, donde el genotipo mutado T/T més frecuente en pacientes (14,1 %)

gue en controles (4,3 %) con una p de Fisher de 0,021.

Tras el analisis realizado de los SNP en los otros genes no se observaron
diferencias significativas en las frecuencias alélicas ni genotipicas ente a los

controles y los pacientes monosensibilizados a gramineas.

Tampoco se observaron diferencias significativas en las frecuencias alélicas ni
genotipicas entre los controles y los pacientes monosensibilizados al olivo, o al

abedul, o a la artemisia en ninguno de los SNP de los tres genes analizados.

5.3. ANALISIS DE HAPLOTIPOS

Se han calculado las frecuencias de los haplotipos del gen PTGDR para la
poblacién de pacientes con RA en relacién al grupo control (tabla XXVI). Se ha
llevado a cabo un primer analisis comparando la distribuciéon global de
haplotipos entre los dos grupos y posteriormente un analisis de la frecuencia de
cada haplotipo frente al resto.

Tabla XXVI. Distribucion de haplotipos de PTGDR en los pacientes con
rinitis alérgica (RA).

Haplotipo  Controles Pacientes p-Fisher (o]} 1IC 95%
con RA

CCCCG

(0,83-2,19)

CCCCT 0,01 0,02 0,54 1,46 (0,43-4,95)
CCCTG 0,33 0,28 0,23 0,82 (0,59-1,14)
CTCTG 0,24 0,20 0,32 0,83 (0,58-1,20)
TCCTG 0,09 0,09 0,98 0,99 (0,58-1,69)
Global 0,50

Se indican los datos referentes a los haplotipos con una frecuencia >1%.

Tras el andlisis realizado de los haplotipos de PTGDR, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas en la distribucion global de
haplotipos entre los pacientes con rinitis alérgica y los controles. Tampoco se
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observaron diferencias significativas en la comparacion de ninguno de los

haplotipos por separado frente al resto (ver tabla XXVI).

5.3.1. ANTECEDENTES FAMILIARES

Se han calculado las frecuencias de los haplotipos del gen PTGDR para la
poblacién de 43 pacientes con antecedentes familiares de alergia en relacion al

grupo control (tabla XXVII).

Tabla XXVII. Distribucién de haplotipos de PTGDR en los pacientes con
antecedentes familiares de alergia (AF).

Haplotipo  Controles Pacientes p-Fisher (0]} IC 95%

con AF

CCCCG 0,10 0,17 0,05 1,92 (0,98-3,80)
CCCCT 0,01 0,00 0,49 0,01 (0,00-0,18)
CCCTG 0,33 0,28 0,38 0,79 (0,46-1,34)
CTCCT 0,00 0,01 0,08 192,02  (8,05-4580,45)
CTCTG 0,24 0,21 0,55 0,84 (0,47-1,60)
CTTTG 0,23 0,21 0,70 0,89 (0,50-1,60)
TCCTG 0,09 0,12 0,45 1,34 (0,62-2,91)
Global 0,17

Se indican los datos referentes a los haplotipos con una frecuencia >1%.

En el andlisis de la distribucion global de los haplotipos, no se observaron
diferencias significativas entre los controles y los pacientes con antecedentes
familiares de alergia. Tampoco se observé ninguna diferencia estadisticamente
significativa entre este grupo de pacientes y los controles para ninguno de los

haplotipos considerados de forma independiente frente al resto.

Se calcularon también las frecuencias haplotipicas del gen PTGDR para la
poblacién de 152 pacientes sin antecedentes familiares de alergia en relacion

al grupo control (tabla XXVIII).
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Tabla XXVIII. Distribucién de haplotipos en los pacientes sin antecedentes
familiares de alergia (AF).

Haplotipo  Controles Pacientes p-Fisher (o]} IC 95%
SIN AF

CCCCG 1,18 (0,70-1,99)

CCCCT 0,01 0,02 0,44 1,63 (0,46-5,70)
CCCTG 0,33 0,29 0,31 0,33 (0,59-1,18)
CCTTG 0,00 0,01 0,29 2,90 (0,38-21,90)
CTCTG 0,24 0,20 0,27 0,80 (0,54-1,19)
CTTTG 0,23 0,28 0,14 1,32 (0,91-1,92)
TCCTG 0,09 0,08 0,69 0,89 (0,50-1,59)
Global 0,48

Se indican los datos referentes a los haplotipos con una frecuencia >1%.

En los pacientes sin antecedentes familiares alérgicos, frente a los controles,
no se identificaron diferencias estadisticamente significativas en la distribucion
global de haplotipos ni en ninguno de los haplotipos considerados de forma

aislada frente al resto.

5.3.2. ANTECEDENTES PERSONALES DE DERMATITIS ATOPICA

Se han calculado las frecuencias de la distribucién global de haplotipos y de
cada uno de los haplotipos del gen PTGDR frente al resto para la poblacion de
19 pacientes con antecedentes personales de dermatitis atépica en relacion al
grupo control (tabla XXIX).

Tabla XXIX. Distribucion de haplotipos de PTGDR en los pacientes con
antecedentes personales de dermatitis atopica (DA).

Haplotipo  Controles Pacientes p-Fisher  OR IC 95%

con DA

2,06 (0,83-5,10)

CCCCT 0,01 0,05 0,09 4,00 (0,70-22,67)
CCCTG 0,33 0,21 0,14 0,54 (0,24-1,23)
CTCTG 0,24 0,13 0,13 0,48 (0,18-1,27)
CTTTG 0,23 0,29 0,41 1,37 (0,65-2,91)
TCCTG 0,09 0,13 0,40 1,55 (0,56-4,31)
Global 0,09

Se indican los datos referentes a los haplotipos con una frecuencia >1%.
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En los pacientes con antecedentes personales de dermatitis atopica frente a los
controles no se identificaron diferencias estadisticamente significativas en la
distribucién global de haplotipos ni en ninguno de los haplotipos considerados

de forma aislada frente al resto.

Se calcularon también las frecuencias de los haplotipos del gen PTGDR para la
poblacion de 176 pacientes sin antecedentes personales de dermatitis atépica

en relacion al grupo control (tabla XXX).

Tabla XXX. Distribucién de haplotipos de PTGDR en los pacientes sin
antecedentes personales de dermatitis atépica (DA).

IC 95%

Pacientes (0]

sin DA

Haplotipo  Controles p-Fisher

1,26 (0,76-2,09)

CCCCT 0,01 0,02 0,78 1,20 (0,33-4,35)
CCCTG 0,33 0,29 0,33 0,84 (0,60-1,19)
CCTTG 0,00 0,01 0,34 2,57 (0,34-19,26)
CTCTG 0,24 0,21 0,45 0,87 (0,60-1,26)
CTTTG 0,22 0,26 0,31 1,20 (0,84-1,73)
TCCTG 0,09 0,08 0,79 0,93 (0,53-1,61)
Global 0,73

Se indican los datos referentes a los haplotipos con una frecuencia >1%.

En los pacientes sin antecedentes personales de dermatitis atopica frente a los
controles no se identificaron diferencias estadisticamente significativas en la
distribucién global de haplotipos ni en ninguno de los haplotipos considerados

de forma aislada.

5.3.3. PRUEBAS CUTANEAS
Se han evaluado las frecuencias de los haplotipos del gen PTGDR para la

poblacién de 181 pacientes con pruebas cutdneas positivas a gramineas en

relacion al grupo control (tabla XXXI).
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Tabla XXXI Distribucion de haplotipos de PTGDR en los pacientes con
pruebas cutaneas positivas a gramineas.

Pacientes OR IC 95%

Gramineas
0,13

Haplotipo  Controles p-Fisher

CCCCG 0,10 0,22 1,36 (0,83-2,22)

CCCCT 0,01 0,02 0,47 1,56 (0,46-5,31)
CCCTG 0,33 0,28 0,17 0,79 (0,57-1,11)
CCTTG 0,00 0,01 0,35 2,51 (0,34-18,77)
CTCTG 0,24 0,21 0,44 0,87 (0,60-1,25)
CTTTG 0,23 0,26 0,34 1,19 (0,83-1,71)
TCCTG 0,09 0,09 0,91 0,97 (0,56-1,67)
Global 0,52

Se indican los datos referentes a los haplotipos con una frecuencia >1%.

En los pacientes con pruebas cutaneas positivas a gramineas, comparados
frente a los controles, no se identificaron diferencias estadisticamente
significativas en la distribucion global de haplotipos ni en ninguno de los

haplotipos considerados de forma aislada.

Se han calculado las frecuencias de los haplotipos del gen PTGDR para la
poblacion de 44 pacientes con pruebas cutaneas positivas a olivo, en relacion

al grupo control (tabla XXXII).

Tabla XXXII. Distribucion de haplotipos de PTGDR en los pacientes con
pruebas cutaneas positivas a olivo.

Haplotipo  Controles Pacientes p-Fisher OR IC 95%

Olivo

CCCCG (0,77-3,16)

CCCCT 0,01 0,00 0,27 - -
CCCTG 0,33 0,30 0,58 0,86 (0,51-1,45)
CTCTG 0,24 0,20 0,49 0,81 (0,45-1,46)
CTTTG 0,23 0,26 0,52 1,19 (0,70-2,07)
TCCTG 0,09 0,04 0,18 1,49 (1,65-1,44)
CTTTT 0,00 0,04 0,0003 - -
Global 0,006

Se indican los datos referentes a los haplotipos con una frecuencia >1%.
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Se detect6 una asociacion estadisticamente significativa en la distribucion
global de haplotipos entre los controles y los pacientes con pruebas cutaneas
positivas a olivo (p=0,006).

También se detectd una asociacion estadisticamente significativa en la
distribucién de las frecuencias del haplotipo CTTTT entre los controles y los
pacientes con pruebas cutaneas positivas al polen del olivo, siendo este
haplotipo mas frecuente en los pacientes (4 %) que en los controles (0 %), con
una p de Fisher de < 0.001.

En cuanto a las frecuencias de los haplotipos del gen PTGDR para la poblacion
de 43 pacientes con pruebas cutdneas positivas a abedul respecto al grupo

control, se obtuvieron los resultados expresados en la tabla XXXIII.

Tabla XXXIII. Distribucion de haplotipos de PTGDR en los pacientes con
pruebas cutaneas positivas a abedul.

Haplotipo  Controles Pacientes p-Fisher  OR IC 95%
Abedul

CCCCG (0,98-3,80)

CCCCT 0,01 0,01 0,90 0,85 (0,13-5,47)
CCCTG 0,33 0,28 0,38 0,79 (0,46-1,34)
CTCTG 0,23 0,22 0,71 0,90 (0,50-1,60)
CTTTG 0,22 0,21 0,70 0,89 (0,50-1,60)
TCCTG 0,08 0,08 0,82 0,90 (0,38-2,16)
CTTTT 0,00 0,02 0,009*

Global 0,09

Se indican los datos referentes a los haplotipos con una frecuencia >1%.

No se detectaron diferencias estadisticamente significativas en la distribucion
global de haplotipos entre el grupo de pacientes positivas al abedul y el grupo

control.

Se detect6 una asociacion estadisticamente significativa en la distribucion del
haplotipo CTTTT frente al resto de haplotipos, siendo este haplotipo mayor en
los pacientes con pruebas cutaneas positivas al abedul (2 %) que en los

controles (0 %) con una p de Fisher de 0,009.
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También se han calculado las frecuencias de los haplotipos del gen PTGDR
para la poblacion de 51 pacientes con pruebas cutdneas positivas a plantago,
en relacion al grupo control (tabla XXXIV).

Tabla XXXIV. Distribucion de haplotipos de PTGDR en los pacientes con
pruebas cutaneas positivas a plantago.

Haplotipo  Controles Pacientes p-Fisher OR IC 95%

Plantago

CCCCG (0,53-2,30)
CCCCT 0,01 0,03 0,30 2,19 (0,48-9,96)
CCCTG 0,33 0,26 0,23 0,73 (0,44-1,21)
CTCTG 0,24 0,25 0,62 1,14 (0,68-1,91)
CTTTG 0,23 0,26 0,46 1,21 (0,72-2,03)
TCCTG 0,09 0,08 0,52 0,75 (0,32-1,79)
Global 0,68

Se indican los datos referentes a los haplotipos con una frecuencia >1%.

En los pacientes con pruebas cutaneas positivas al Plantago, frente a los
controles, no se identificaron diferencias estadisticamente significativas en la
distribucion global de haplotipos ni en ninguno de los haplotipos considerados
de forma aislada.

Se han calculado las frecuencias de los haplotipos del gen PTGDR para la
poblacion de 13 pacientes con pruebas cutdneas positivas al platanero, en
relacién al grupo control (tabla XXXV).
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Tabla XXXV. Distribucién de haplotipos de PTGDR en los pacientes con

pruebas cutaneas positivas al Platanus.

Pacientes OR IC 95%

Platanus

Haplotipo  Controles p-Fisher

CCCCG 0,47 0,53 (0,09-3,00)

CCCCT 0,01 0,00 0,55

CCCTG 0,33 0,44 0,22 1,65 (0,73-3,70)

CTCCG 0,00 0,10 1,96x10 26,14 (2,93-233,38)
X

CTCTG 0,24 0,13 0,21 0,48 (0,15-1,55)

CTTTG 0,23 0,19 0,68 0,81 (0,29-2,22)

TCCTG 0,09 0,00 0,20 0,00 (0,00-0,00)

TCCCG 0,00 0,04 0,0007***

TTTTG 0,00 0,04 0,0007***

Global 2,56x107"

Se indican los datos referentes a los haplotipos con una frecuencia >1%.

Se detectd una asociacion estadisticamente significativa en la distribucion
global de haplotipos entre los controles y los pacientes con pruebas cutaneas

positivas al platanero con una p de Fisher < 0.001.

También se detectd6 una diferencia estadisticamente significativa en la
distribucion de las frecuencias del haplotipo CTCCG entre los controles y los
pacientes con pruebas cutédneas positivas a platanero con una p de Fisher <
0.001, siendo este haplotipo mayor en los pacientes (10 %) que en los
controles (0).

Ademas se detectaron diferencias estadisticamente significativas en la
distribucion de las frecuencias del haplotipo TCCCG entre los controles y los
pacientes con pruebas cutaneas positivas al platanero, siendo este haplotipo
mayor en los pacientes (4 %) que en los controles (0 %) con una p de Fisher <
0.001.

Igualmente se detectd una asociacion estadisticamente significativa en la
distribucion de las frecuencias del haplotipo TTTTG entre los controles y los
pacientes con pruebas cutaneas positivas al platanero, siendo este haplotipo
mas frecuente en los pacientes (4 %) que en los controles (0 %), una p de
Fisher < 0.001.
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Se calcularon asimismo las frecuencias de los haplotipos del gen PTGDR para
la poblacién de 23 pacientes con pruebas cutaneas positivas a la artemisia, en

relacién al grupo control (tabla XXXVI).

Tabla XXXVI. Distribucion de haplotipos de PTGDR en los pacientes con
pruebas cutaneas positivas a la artemisia.

Haplotipo  Controles Pacientes p-Fisher  OR IC 95%
Artemisia

0,12

CCCCG 0,10 0,83 1,11 (0,41-3,04)

CCCCT 0,01 0,00 0,42
CCCTG 0,33 0,20 0,07 0,50 (0,23-1,07)
CTCTG 0,24 0,33 0,21 1,53 (0,78-3,00)
CTTTG 0,23 0,26 0,63 1,19 (0,58-2,42)
TCCTG 0,09 0,11 0,67 1,25 (0,45-3,43)
Global 0,49

Se indican los datos referentes a los haplotipos con una frecuencia >1%.

En los pacientes con pruebas cutaneas positivas a artemisia, frente a los
controles, no se identificaron diferencias estadisticamente significativas en la

distribucion global de haplotipos ni en ninguno de los haplotipos frente al resto.

Para el resto de los poélenes, no se presentan los datos debido al escaso

tamafio muestral

5.3.4. POLISENSIBILIZADOS Y MONOSENSIBILIZADOS
Se han calculado las frecuencias de los haplotipos del gen PTGDR para la

poblacion de 108 pacientes polisensibilizados en relacion al grupo control (tabla
XXXVII).
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Tabla XXXVII. Distribucién de haplotipos de PTGDR en los pacientes
polisensibilizados.

Pacientes OR IC 95%

Polisensibilizados

Haplotipo  Controles p-Fisher

CCcCcCG 0,10 0,13 0,31 1,33 (0,76-2,32)
CCCCT 0,01 0,02 0,53 1,55 (0,40-6,01)
CCCTG 0,33 0,28 0,26 0,08 (0,55-1,18)
CTCTG 0,24 0,24 0,99 1,00 (0,66-1,51)
CTTTG 0,23 0,22 0,90 0,97 (0,64-1,48)
TCCTG 0,09 0,11 0,71 1,12 (0,60-2,09)
CTTTT 0,00 0,01 0,53

Global 0,47

Se indican los datos referentes a los haplotipos con una frecuencia >1%.

En los pacientes polisensibilizados, frente a los controles, no se identificaron
diferencias estadisticamente significativas en la distribucion global ni en
ninguno de los haplotipos considerados individualmente.

Se estudiaron las frecuencias de los haplotipos del gen PTGDR para la
poblacion de 87 pacientes monosensibilizados, en relacion al grupo control
(tabla XXXVIII).

Tabla XXXVIII. Distribucion de haplotipos de PTGDR en los pacientes
monosensibilizados.

Haplotipo Controles Pacientes p-Fisher OR 1C 95%
Monosensibilizados

CCCCG 1,33 (0,74-2,40)
CCCCT 0,01 0,02 0,85 1,16  (0,25-5,47)

CCCTG 0,33 0,29 0,35 0,82  (0,55-1,24)
CCTTG 0,00 0,02 0,10 4,80 (0,63-36,81)
CTCTG 0,24 0,16 0,03* 0,60 (0,37-0,98)
CTTTG 0,23 0,31 0,04** 155  (1,01-2,35)
TCCTG 0,09 0,08 0,71 0,88  (0,44-1,74)
Global 0,09

Se indican los datos referentes a los haplotipos con una frecuencia >1%.

No se detectaron diferencias estadisticamente significativas en la distribucién

global de haplotipos entre el grupo de pacientes y el grupo control.

Se detectd una asociacion estadisticamente significativa en la distribucion de
las frecuencias del haplotipo CTCTG entre los controles y los pacientes
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monosensibilizados con una p de Fisher=0,03 siendo este haplotipo menor en
los pacientes (16 %) que en los controles (24 %) OR: 0,60; IC 95% 0,37-0,98.

También se detectd una asociacion estadisticamente significativa en la
distribucion de las frecuencias del haplotipo CTTTG entre los controles y los
pacientes monosensibilizados, siendo este haplotipo mayor en los pacientes
(31 %) que en los controles (23 %), p de Fisher=0,04;0R: 1,55; IC 95% 1,01-
2,35.

De los 87 pacientes monosensibilizados, 78 lo fueron a gramineas y en estos
pacientes también se calcularon las frecuencias haplotipicas en relacion al

grupo control (tabla XXXIX).

Tabla XXXIX. Distribucion de haplotipos de PTGDR en los pacientes
monosensibilizados a gramineas.

Haplotipo  Controles Pacientes p-Fisher OR 1C 95%

M. Gramineas

CCCCG 0,10 0,13 0,33 1,35 (0,74-2,48)
CCCCT 0,01 0,02 0,74 1,30 (0,27-6,12)
CCCTG 0,33 0,27 0,24 0,77  (0,50-1,19)
CCTTG 0,00 0,02 0,07 5,45 (0,71-41,68)
CTCTG 0,24 0,18 0,13 0,68  (0,42-1,20)
CTTTG 0,23 0,30 0,08 1,48  (0,96-2,29)
TCCTG 0,09 0,07 0,62 0,84  (0,41-1,71)
Global 0,14

Se indican los datos referentes a los haplotipos con una frecuencia >1%.

En estos pacientes monosensibles a gramineas frente a los controles no se
identificaron diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los

haplotipos.
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DISCUSION

6. DISCUSION

Este estudio se ha analizado una poblacién (n=195) con clinica de rinitis
alérgica, perteneciente al area sanitaria del Bierzo, que esta situada al noroeste
de la Comunidad de Castilla y Ledn y comprende las comarcas del Bierzo y
Laciana, en la provincia de Leodn, y que da cobertura a una poblacién de més
de 146.000 usuarios.

Los resultados generales, en cuanto a las caracteristicas poblacionales, son los
esperables en una muestra de este tipo. Asi, encontramos un porcentaje
significativamente superior de mujeres respecto a varones; estos datos
coinciden con los resultados del estudio Alergologica 2005 (96), en el cual el
sexo femenino predomind en la muestra de pacientes con rinoconjuntivitis
alérgica.

La edad media de nuestros pacientes fue de 33,26; esta edad fue menor que la
del grupo control; de nuevo, en comparacion con Alergolégica 2005 (96), la
media de edad fue muy parecida (29,94 afios en Alergol La edad superior de
los controles se debe a que estos se seleccionaron principalmente de los
pacientes que acudieron a realizarse un estudio de alergia a medicamentos,
por ser estos pacientes los que mejor podian cumplir los requisitos exigidos al
grupo control. En cualquier caso, la edad superior aporta la ventaja de que ha
podido transcurrir mas tiempo para que se manifestase una enfermedad
atopica, lo que mejora la calidad de la muestra de controles. Logicamente los
niveles medios de IgE sérica total fueron mas elevados en los casos que en los
controles, al ser estos no atépicos.

En cuanto a la gravedad de la RA, segun la clasificacién del ARIA (18) la mayor
prevalencia en nuestros pacientes fue de rinitis alérgica persistente moderada-
grave, posiblemente porque los pacientes con rinitis alérgica leve no se deriven
tanto al hospital y se controlen preferentemente en atencién primaria. De todos
modos, comparando nuestros datos con los de la prevalencia RA moderada-
grave observada en el estudio Ibérico, realizado en Espafia y Portugal y con
una muestra de 2.115 pacientes (222), se observan cifras similares (36% en el

estudio Ibérico frente a un 41,5% en nuestra poblacion). No obstante, lo
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porcentajes para otros tipos de rinitis no fueron similares, observandose en
nuestra muestra un mayor porcentaje de pacientes con rinitis intermitente
moderada-grave, que tal vez pudiera relacionarse con las caracteristicas de

nuestra region.

En cuanto a las sensibilizaciones a los distintos polenes, si bien en Espafia, el
polen de gramineas es el mas relevante en las zonas central y norte y el polen
de olivo lo es en la mitad sur (223), en la zona del Bierzo, situada en la zona
noroccidental, a caballo entre Castilla y Leén y Galicia, la vegetacién de la
comarca es muy diversa, como corresponde a su posicion de transiciéon entre el
area eurosiberiana que domina en las tierras de mayor altitud y el area de
clima mediterraneo de la cuenca del rio Sil de la cercana zona de Orense
(224), encontrandonos en esta zona, polenes gramineas y también polenes de
arboles como el abedul, el platanero y el olivo, o de malezas como Plantago y
Chenopodium y la artemisia. En el estudio Alergologica 2005 (96) los
porcentajes de sensibilizaciones a pdlenes mas frecuentemente recogidos en
pacientes con rinitis alérgica de Castilla y Ledn fueron gramineas, olivo,
Platanus, Cupressus y Chenopodium. En cuanto a las pruebas cutdneas
positivas a pdélenes recogidos en este estudio en pacientes con RA se detecté a
nivel nacional una frecuencia del polen de platanus de 7,7 %; artemisia 6,8 %;
plantago 7,2 %; y abedul 0,7 %. El abedul tiene una escasa representacion en
Espafa, limitada a algunas zonas del Norte de Espafa y es més frecuente en
el Norte de Europa (225). En el Bierzo, por ser una zona norte, se encuentran,
los bosques autdctonos que son principalmente bosques de Quercus pirenaica,
acompafiados, en ocasiones, por Prunus avium, Frangula alnus y, en los
suelos mas humedos, por Betula alba y Salix sp; los bosques de Castanea
sativa son también frecuentes, ademas de los encinares (Quercus ilex) y
alcornocales (Quercus suber), generalmente ubicados en las laderas abruptas
y en las zonas de mayor influencia de clima mediterrdnea, mientras que en los
valles de montafia de mayor influencia atlantica dominan los bosques de
abedul (Betula alba), roble (Quercus robur), acebo (llex aquifolium). Ademas de
la amplia variedad orogréafica de arboles también hay una amplia vegetacion de
gramineas, malezas (siendo muy frecuente el Plantago) y compuestas como la

Artemisia.
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En nuestra muestra de pacientes las sensibilizaciones mas prevalentes en las

pruebas cutaneas fueron a las gramineas, Plantago, abedul y olivo.

»> MONOSENSIBILIZACION Y POLISENSIBILIZACION

En nuestro estudio encontramos un mayor numero de pacientes
polisensibilizados (n=108) gque monosensibilizados (n=87). En un estudio de
Migueres y cols (226) se observo que, con el paso de los afios, los pacientes
gue acudian a los ensayos clinicos presentaban un mayor numero de
sensibilizaciones, presentando, en la mayoria de los estudios, un predominio
de polisensibilizacién del 50 al 80%.

No podemos saber si alguna de las polisensibilizaciones pueden ser por una
reactividad cruzada, como en algunos estudios (227), o no, al no haber
realizado diagnostico molecular. En términos moleculares, la polisensibilizacion
clinica puede dividirse en sensibilizacion cruzada (también conocida como
reactividad cruzada, en la que la misma molécula de IgE se une a varios
alérgenos con caracteristicas estructurales comunes) y cosensibilizacion (la
presencia simultdnea de diferentes enlaces de IgE a alérgenos que no

necesariamente puede tener caracteristicas estructurales comunes).

En nuestro estudio, en ambos grupos, tanto en los pacientes
monosensibilizados como en los polisensibilizados, se observdé una
significacion estadistica en el analisis de la prevalencia de la gravedad de la
RA. Asi, la mayor parte de los pacientes monosensibilizados (63,6%)
presentaba RA intermitente leve, mientras que, por el contrario, la mayor parte
de los polisensibilizados (66,6%) padecia RA persistente moderada-grave. Al
comparar por los distintos poélenes los pacientes monosensibilizados frente a
los polisensibilizados, encontramos resultados significativos para el polen de
olivo, que fue més prevalente en los polisensibilizados.

También analizamos la gravedad de la RA y los niveles de IgE especifica a los
distintos pdélenes y obtuvimos significacion estadistica en el andlisis de IgE
especifica en el caso de las gramineas y del Chenopodium. Respecto a los
pacientes con IgE especifica a gramineas, la mayor parte presentaba RA

intermitente moderada-grave y la media mas elevada de IgE especifica frente a
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se observo en los que tenian RA persistente moderada-grave. Estos mismos
datos fueron coincidentes con los de los pacientes sensibilizados al
Chenopodium en los que la mayor parte padecia RA intermitente moderada-
grave y en los que la media de los niveles de IgE especifica fue mas elevada
en los que presentaban RA persistente moderada-grave. Comparando nuestros
resultados con los obtenidos en el estudio Ibérico (222) en el que se estudiaron
pacientes con pruebas cutaneas positivas y se recogi6 la gravedad de la RA,
en el grupo de los pacientes de la zona Norte sensibilizados a las gramineas, el
40 % padecia RA intermitente leve. En otro analisis de este mismo estudio
(228) donde se evaluaba la asociacion entre rinitis, asma y la sensibilizacion
cutdnea a aeroalergenos, los alérgenos mas prevalentes fueron gramineas y
olivo (coincidiendo con nuestro estudio), observando que a mayor tiempo de
evolucién y mayor niamero de sensibilizaciones, mayor gravedad de la rinitis y

mayor posibilidad de desarrollo de asma.

» NIVELES DE IGE

Se ha demostrado en varios estudios el aumento de IgE total en enfermedades
alérgicas, rinitis y asma alérgico (229) encontrado diferencias en los niveles de
la IgE total segun la gravedad del asma a mayor IgE sérica los paciente tenian
asma mas grave. Asi, se observé en nuestros pacientes que los niveles de IgE
sérica total fueron mas elevados en los pacientes con RA persistente

moderada-grave, con valores muy préximos a la significacion.

Davila y cols (230) evaluaron la asociacion de los niveles séricos de IgE total
con la gravedad del asma alérgica en adultos, con asma alérgica persistente, y
observaron que los niveles séricos se iban elevando a medida que se
incrementaba la gravedad del asma, aunque sin significacion estadistica. No
obstante, encontraron un porcentaje significativamente superior de pacientes

con asma grave con niveles superiores a 400 kU/L de IgE total.

También se ha observado una relacién con los niveles de IgE en otros trabajos
donde también se ha utilizado la IgE total entre otras pruebas como marcador

de gravedad de la rinitis alérgica en pacientes menores de 15 afios (231).
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Por su parte, en el estudio de Pastorello y cols (232), los autores relacionaron
los niveles de IgE especifica con aumento de enfermedades alérgicas. Los
investigadores evaluaron pacientes atdpicos con pruebas cutaneas positivas
que podrian presentar sintomas o ser asintomaticos, observando que la IgE
especifica se encontraba mas elevada en los pacientes atopicos con sintomas.
Este dato estd en concordancia con el hecho de que nuestros pacientes que
padecian formas de RA mas graves presentaban niveles mas elevados de IgE
sérica y también con el hecho de que la media de IgE especifica fuera mas
elevada en los pacientes sensibilizados a las gramineas y al Chenopodium.

También se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre los
pacientes monosensibilizados y polisensibilizados y la IgE total, estando la IgE
sérica total mas elevada en los pacientes polisensibilizados que en los
monosensibilizados; estos resultados son coincidentes con los de otros
estudios mencionados anteriormente (230), donde los pacientes con
polisensibilizaciones(mas de 2 sensibilizaciones) presentaban nivel de IgE
sérica mas elevados con significacién estadistica en adultos con asma alérgica

persistente.

6.1. ESTUDIO GENETICO

En este trabajo se han estudiado 7 polimorfismos, 4 de ellos localizados en la
region promotora del gen PTGDR: -613 C>T (rs34236606), -549 T>C
(rs8004654), -441 C>T (rs803010) y -197 T>C (rs11157907), descritos
anteriormente en la literatura por su asociacion con la patologia asmatica y la
alergia (212-214); ademas, a partir del andlisis de las secuencias, hemos
analizado una quinta variante génica, localizada a 95 pares de bases del inicio
de la transcripcion, correspondiente al polimorfismo -95G>T (rs41311438). Otro
polimorfismo estaba localizado en la region promotora del gen LTC4S: A-444
A/C, que también se ha implicado en la genética del asma (206). Finalmente
otro polimorfismo estaba localizado en la region codificante del gen CYSLTRL.:
927 C/T (rs320995), descrito en la predisposicion genética en el desarrollo del
asma y la dermatitis atopica (209). Ademas, estos genes se eligieron por su

participacion en la etiopatogenia de las enfermedades alérgicas, como se
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comentd en la introduccion y se comentard& de modo mas sucinto a
continuacion.
Los 359 individuos que han participado en este estudio, de los cuales 195
fueron pacientes con rinitis alérgica y 164 fueron controles. Las variables
analizadas, han originado un conjunto de datos; cuyo analisis sera comentado

a continuacion para cada gen.

6.1.1. ASOCIACION GENICA DEL GEN PTGDR CON LA RINITIS ALERGICA
Como se ha especificado, el receptor de la prostaglandina D2 (PGD2), PTGDR,
codificado por el gen homénimo, PTGDR, es responsable de algunas de las
funciones efectoras de este mediador inflamatorio en el proceso fisiopatoldgico
del asma y otras afecciones relacionadas, como la rinitis alérgica y la dermatitis
atopica. Su activaciéon contribuye a la vasodilatacion pulmonar, la
broncoconstriccion, el reclutamiento de eosinofilos, linfocitos T y basofilos, y la
potenciacion de la sintesis de la propia PGD2 (233). En la mucosa nasal la
PGD2 produce vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular
produciéndose la sintesis de novo de otros mediadores, que actdan sobre los
vasos sanguineos y las glandulas induciendo congestién nasal y secrecion de
moco; se ha observado un aumento de los niveles de PGD2 durante la fase
tardia nasal de las provocaciones nasales (234).

Hemos encontrados varias asociaciones significativas de los polimorfismos
localizados en la regidon promotora de este gen con distintas variables clinicas,
pudiendo estar implicados estos SNP en la funcion de PTGDR y esta, a su

vez, en el desarrollo de la rinitis alérgica.

6.1.2. POLIMORFISMO PTGDR-613C>T

El cambio de citosina por timina correspondiente al polimorfismo -613 de
PTGDR (rs34236606), fue descrito por primera vez en una poblacion infantil
con asma (211) y posteriormente se ha confirmado su asociacion con el asma
(212, 214) y la poliposis nasal (161).

En nuestro grupo de pacientes con rinitis alérgica y antecedentes familiares de
primer grado maternos se detectaron diferencias estadisticamente significativas
en la distribucién de las frecuencias genotipicas de este SNP. El genotipo

homocigoto mutado (TT) fue mas frecuente en los pacientes que en los
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controles, esto implica que ser portador de este SNP puede suponer un
incremento del riesgo de padecer rinitis alérgica.

En el trabajo llevado a cabo por Isidoro-Garcia y cols. en 2011, se analizé la
asociacion de este SNP con el asma y la alergia (212); no so observé ninguna
asociacion significativa de este SNP con el asma, pero si con la historia familiar
de atopia y con la presencia de pruebas cutaneas positivas frente a acaros y
polenes, tanto para la distribucidbn genotipica como alélica de este
polimorfismo. En estos pacientes se observo un aumento del alelo mutado T y
de los genotipo portadores de este alelo CT y TT. Estos resultados concuerdan
con los observados en el presente estudio y podrian indicar que la presencia
del genotipo homocigoto mutado TT podria conllevar un cambio en la actividad
promotora del gen que implicase una mayor actividad del mismo y esto, a su
vez, podria estar relacionado con una mayor prevalencia de la enfermedad en
este grupo de pacientes que comparte el fenotipo de atopia. De hecho, se ha
descrito que la variante -613C<T es capaz de cambiar la afinidad de los
factores de transcripcion a esta regién promotora y que esta posicién coincide
con una isla CpG que presenta distinto nivel de metilacion entre la poblacién

control y los pacientes con asma alérgica (15).

6.1.3. POLIMORFISMO PTGDR -549T>C

Este polimorfismo, localizado a 549 pb del inicio de la transcripcién de PTGDR
(rs8004654), supone el cambio de una timina por una citosina en ese punto de
la region promotora. En estudios previos se ha estudiado la asociacion de este
polimorfismo con el asma y la atopia (212, 214) sin obtener significacion
estadistica en la distribucion de las frecuencias alélicas ni genotipicas en este
SNP (10). Tampoco se obtuvo significacion con la poliposis nasal con asma
bronquial, ni en intolerantes a AINE, ni en pacientes con triada del ASA (161).
En el estudio de Oguma y cols (235) donde los autores estudiaron la funcion de
PTGDR en pacientes asmaticos, si bien sin especificar sensibilizaciones, se
Los investigadores encontraron una significacion estadistica también en el caso
del genotipo TT que fue mas frecuente en los controles que en los pacientes y
también encontraron diferencias significativas en la actividad del promotor en el

analisis de haplotipos. Ademas, los autores realizaron un estudio funcional de
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la actividad promotora de los haplotipos TCT, TTT, CCC Y CCT encontrando
gue el haplotipo CCC era el que presenta una mayor actividad promotora y la
presencia de al menos una copia de este haplotipo aumentaba
significativamente el riesgo de desarrollar asma. Por su parte el haplotipo TCT
era el que presentaba la menor actividad promotora y la presencia de al menos
una copia de este haplotipo estaba significativamente asociada a un menor

riesgo de desarrollar asma.

En nuestro grupo de pacientes con rinitis alérgica tanto en las frecuencias
alélicas C y T como las frecuencias genotipicas CC, CT y TT no se observd
ninguna significacion en ninguna de las variables analizadas para este
polimorfismo, concordando asi estos resultados con los obtenidos previamente

en otras poblaciones espafiolas con asma alérgica antedichas.

6.1.4. POLIMORFISMO PTGDR -441C>T

El polimorfismo PTGDR -441C>T (rs803010), supone el cambio de citosina por
timina en dicha posicién de la region promotora de PTGDR.

En este estudio se observaron diferencias estadisticamente significativas en la
distribucion de las frecuencias alélicas entre los pacientes monosensibilizados
y el grupo control, siendo el alelo mutado T mas frecuente en los pacientes que
en los controles.

Igualmente se observaron diferencias estadisticamente significativas en la
distribucion de las frecuencias genotipicas entre los pacientes
monosensibilizados y los controles: el genotipo mutado (TT) resulto mas
frecuente en los pacientes que en los controles.

También se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
pacientes monosensibilizados a gramineas, siendo, nuevamente, el alelo
mutado T mas frecuente en pacientes que en controles. Ademas se identificd
en estos mismos casos, diferencias estadisticamente significativas en la
distribucion de las frecuencias genotipicas en el genotipo homocigoto mutado
(TT) que fue mas frecuente en los pacientes que en los controles. Estos
resultados podrian indicar que la presencia del alelo mutado T y/o del genotipo
mutado TT podrian dar lugar a un cambio en la actividad promotora del gen

gue implicase una mayor actividad del mismo y esto, a su vez, podria estar
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relacionado con una mayor prevalencia de la enfermedad en este grupo de
pacientes que comparte el fenotipo de atopia.

En trabajos anteriores, se ha descrito una asociacion significativa de los
genotipos portadores de una o mas copias del alelo T de este polimorfismo
PTGDR -441 con un mayor riesgo de padecer asma (235). En este estudio se
comparé una poblacién asmatica alérgica con dos grupos, uno de ellos
caucasico y el otro afroamericano, evaluando las diferencias genéticas en las
diferentes etnias y confirmandose que tanto la presencia del alelo mutado (T)
como del genotipo homocigoto mutado (TT) era significativamente mayor en los
pacientes con asma alérgica. En este trabajo se describid, ademas, como la
presencia de este SNP daba lugar a cambios en los patrones de unién de
factores transcripcionales a esta region promotora (235, 236). Estos resultados
concuerdan con los nuestros y parecen indicar que la presencia del alelo
mutado y/o del genotipo mutado puede influir en un mayor riesgo de desarrollar
la RA y tal vez pudiera tener relacion con el desarrollo de monosensibilizacion

(en este caso a las gramineas) en estos pacientes.

6.1.5. POLIMORFISMO PTGDR -197T>C

El polimorfismo PTGDR -197 (rs11157907) produce el cambio de timina por
citosina en dicha posicion de la regiébn promotora de PTGDR.En este
polimorfismo se observaron diferencias estadisticamente significativas en la
distribucion de las frecuencias genotipicas, siendo el genotipo heterocigoto
(CT) més frecuente en los pacientes con rinitis alérgica, con antecedentes
familiares alérgicos (y dentro de estos los exclusivamente maternos), también
en los pacientes con RA sin antecedentes familiares alérgicos, en los pacientes
gue tenian antecedentes personales de dermatitis atépica e igualmente en los
pacientes con pruebas cutaneas positivas a gramineas, a olivo, a abedul y en
los pacientes polisensibilizados, todos estos grupos comparados con el grupo
control. En gran parte estos resultados pueden estar relacionados entre si, pero
parecen indicar que la presencia de este polimorfismo podria estar aumentando
el riesgo de presentar rinitis alérgica, y quizds mas en algunos subgrupos

concretos.
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En otros trabajos realizados (212) también se encontré una amplia asociacion
de este SNP en la frecuencia del genotipo (CT) en pacientes con asma alérgica
y no alérgica, con antecedentes familiares de asma y con antecedentes
familiares de atopia. En este estudio, sin embargo, sus autores no encontraron
una asociacion estadisticamente significativa con las variables sensibilizacion a
poélenes, ni a acaros, indicando estos resultados que la asociacién de este SNP

parece tener mas que ver con el asma.

6.1.6. POLIMORFISMO PTGDR -95G>T

En este estudio se analizd por primera vez en pacientes de origen caucasico
con rinitis alérgica, un polimorfismo caracterizado por el cambio de la guanina
de la posicion -95 de la regién promotora del gen PTGDR por una timina. Tanto
en las frecuencias alélicas G y T como en las frecuencias genotipicas GG, GT y
GT no se ha podido demostrar asociacion estadisticamente significativa en
nuestros pacientes. Esta variante del gen promotor de PTGDR si que ha sido
estudiada en pacientes con asma (237). En este estudio los autores realizaron
comparaciones con las distintas etnias de pacientes americanos de origen
portorriquefio, mejicano y afroamericano, siendo esta variante del promotor de
PTGDR estudiada junto con otras once; de los 12 SNP que se identificaron,
seis se describieron como nuevos polimorfismaos, entre ellos el de la posicion -
95 de la regién promotora de este gen. Sin embargo, ninguna de estas nuevas
variantes fue incluida en el estudio de asociacién con el asma, dada su baja
frecuencia, menor del 5 % en el conjunto de las tres poblaciones estudiadas en

dicho trabajo.

6.2. ASOCIACION GENICA DEL GEN LTC4S CON LA RINITIS ALERGICA

Los leucotrienos son importantes mediadores implicados en la fisiopatologia del
asma y la RA. La LTC4 sintasa es la enzima mas importante de la via de los
leucotrienos y el polimorfismo -444 A/C del gen LTC4 se ha implicado en el

desarrollo de asma.
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6.2.1. POLIMORFISMO LTC4S -444A/C
Este polimorfismo del gen LTC4S, se produce por un cambio de adenina por
citosina en la region promotora de dicho gen.
Isidoro-Garcia y cols (238), encontraron significacion estadistica al comparar la
distribucion genotipica del polimorfismo -444A/C entre en una poblacion
espafiola de pacientes asmaticos y de controles.
Sanak y cols (239) estudiaron este gen en pacientes con asma inducida por
aspirina, y observaron un incremento estadisticamente significativo del alelo C
en los pacientes respecto a los controles. Estos resultados pueden sugerir que
la presencia de alelo C podria provocar modificacion transcripcional que dé
lugar a un mayor riesgo de desarrollar asma.
En un estudio realizado por Eskandari y cols (208) en pacientes con RA se
observé una asociacion entre este SNP y la RA al observar que las
frecuencias genotipicas (AC y CC) fueron significativamente mas frecuentes en
los pacientes con RA.
En este estudio no encontramos diferencias estadisticamente significativas
consistentes para las frecuencias alélicas ni genotipicas de este polimorfismo

entre los controles y los distintos grupos de pacientes.

6.3. ASOCIACION GENICA DEL GEN CYSLTR1 CON LA RINITIS
ALERGICA

Los leucotrienos cisteinilicos ejercen su accién a través de los receptores
CYSLTR1 y CYSLTRZ2; la activacion de CYSLTR1 por el LTC4 produce
contraccion y proliferacion del musculo liso y edema y migracion de los
eosinofilos al pulmén, y se ha observado expresion de estos receptores en las

células epiteliales de la mucosa nasal en pacientes con rinitis (240).

6.3.1. POLIMORFISMO CYSLTR1 927C>T

En este estudio se analizé este polimorfismo, caracterizado por el cambio de la
citosina de la posicién 927 de la region codificante del gen CYSLTR1 por una
timina. Al estar localizado en el cromosoma X el analisis de este polimorfismo
se realizd por separado en la poblacion masculina y en la femenina. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en ninguna las variables
analizadas: ni en los antecedentes familiares, ni en los antecedentes de atopia,
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ni en ninguna de las pruebas cutdneas positivas a ningun alérgeno. Tanto en
las frecuencias alélicas C y T como las frecuencias genotipicas CC, CTy TT no
se pudo demostrar asociacion estadisticamente significativa en nuestros
pacientes.

El grupo espafiol de Arriba y cols (241) demostraron que habia una asociacion
significativa entre los varones portadores del alelo C con el desarrollo de asma
persistente en poblacién infantil. Sin embargo, Zhang y cols (174) estudiaron
este polimorfismo y otros 3 mas (c.-618-434T/C, c.-618-275C/A, c.-618-
136G/A) del gen CYSLTR1 y no encontraron ninguna asociacion con el asma

ni con la rinitis. No hemos encontrado estudios en rinitis alérgica.

6.4. ESTUDIO DE LOS HAPLOTIPOS

Todos los trabajos realizados anteriormente de los haplotipos del gen PTGDR
se han estudiado en pacientes con asma (211-213, 236); en estos pacientes se
encontraron asociaciones estadisticamente significativas con los haplotipos
TCCTG, CTCT TCCT en relacion a la sensibilizacion a acaros del polvo.

En otros estudios realizados en pacientes con poliposis nasal (161) en los que
aproximadamente un tercio de los pacientes presentaban pruebas cutaneas
positivas, se encontré una asociacién con el diplotipo CCCT/CCCC, pero no
encontraron asociaciones significativas con los haplotipos, con lo cual no
disponemos de estudios comparativos en pacientes con RA para poder
comparar nuestros resultados.

En nuestro estudio de los haplotipos del gen PTGDR se detectd una asociacion
estadisticamente significativa en la distribucion de las frecuencias del haplotipo
TTTTG, que se observé con mayor frecuencia en los pacientes que en los
controles en los siguientes grupos clinicos: pacientes con pruebas cutaneas
positivas al platanero y en los pacientes monosensibilizados a olivo. No
obstante, estos resultados deben de ser considerados con mucha cautela,
dado el limitado tamafio muestral

Igualmente, el haplotipo CTTTT se ha observado con mayor frecuencia en los
pacientes con RA que en los controles e igualmente en los pacientes con
pruebas cutaneas positivas al olivo y en los pacientes con pruebas cutaneas
positivas al abedul. En estos casos rigen las mimas circunstancias

anteriormente sefaladas.
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Por su parte, el haplotipo CTTTG fue méas frecuente en los pacientes
monosensibilizados que en el grupo control, también con un tamafio muestral
limitado.
Este grupo de haplotipos, no obstante, tienen en comun el hecho de compartir
la T en los SNP -549, -441 y -197, por lo que esta combinacion podria esta
relacionada con un mayor riesgo de padecer rinitis alérgica en pacientes
monosensibilizados y con pruebas cutaneas positivas a los arboles del olivo y
abedul.
En el caso del haplotipo CTCCG, que resulto significativamente méas frecuente
en los pacientes con pruebas cutaneas positivas al platanero que en el grupo
control. Ademas, se detectd una asociacion estadisticamente significativa en la
distribucion del haplotipo TCCCG, que fue mas frecuente que en el grupo
control. Aunque en este grupo de pacientes los haplotipos comparten la C en
las posiciones -441y -197 y la G en la posicion -95, el tamafio muestral impide
sacar conclusion alguna.
Por el contrario, los siguientes haplotipos se han observado mas en controles
gue en pacientes, por lo que podrian sugerir un efecto protector de los mismos:
- El haplotipo CCCTG fue significativamente menos frecuente en los pacientes
con pruebas cutaneas positivas al Chenopodium.
- El haplotipo CTCTG fue menos frecuente entre los pacientes
monosensibilizados.
Estos dos grupos comparten en los haplotipos la C en -613 y -441, pudiendo
tener esta combinacion un efecto protector y evitar en los pacientes el riesgo de
desarrollar rinitis alérgica, si bien también en esta ocasion rigen las
circunstancias anteriormente mencionadas.
En un estudio de haplotipos de PTGDR realizado en pacientes asmaticos con
sensibilizacion a acaros y polenes (213) se detectdé una mayor frecuencia de
los haplotipos TCCTG (-613/-549/-441/-197/-95) y TCCT (-613/-441/-197).
Posiblemente, en estos haplotipos de PTGDR la presencia de T en -613 podria
suponer aumento del riesgo de asma en pacientes alérgicos y la T en -549, -

441 podria suponer aumento del riesgo de rinitis alérgica.
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LIMITACIONES DEL ESTUDIO
Entre las limitaciones del presente estudio cabe sefialar que el numero de
casos validos se redujo bastante al subagrupar algunas variables clinicas: este
hecho fue, como se ha insistido, mas notable en los estudios de haplotipos, por
lo que los resultados obtenidos en este apartado deberian tomarse con
precaucion y confirmarse en poblaciones de mayor tamafio.
Otra limitacion puede haber sido el nimero de pacientes con rinitis alérgica
(n=195); en principio se podria pensar que es una n pequefia, respecto a otros
trabajos, pero en este caso se ha seguido unos criterios muy estrictos en la
seleccién de los pacientes, excluyendo rigurosamente que tuviesen asmay que
presentasen sensibilizacién a alérgenos perennes (acaros, hongos y epitelios).
Debido a estos motivos el tamafio muestral se redujo, pero se prefirié realizar
una seleccibn més estricta de pacientes con rinitis alérgica exclusivamente por
poélenes.
Otro posible factor limitante es que no se ha realizado un diagndstico
molecular, por lo que la reactividad cruzada puede haber influido en el nimero
de sensibilizaciones. No obstante, se evalud la sensibilizacién a profilina, que
aparecio en un 16 % de la muestra, por lo que es posible que no hubiera
demasiada reactividad cruzada, aunque otras fuentes no estan descartadas.
De todos modos, para evitar este problema, la comparacién se realizdé entre
pacientes monosensibilizados a un polen frente a pacientes polisensibilizados
minimizando asi el problema.
Por ultimo, aunque para la mayor parte de los genes implicados no se hayan
encontrado asociaciones estadisticamente significativas, creemos que es
importante presentar los resultados negativos, para evitar asi el sesgo de

publicacién.
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CONCLUSIONES
7. CONCLUSIONES

1. En los pacientes con RA la deteccion de valores elevados de IgE parece
asociarse a una mayor gravedad de la RA y a un mayor riesgo de presentar
polisensibilizacion.

2. El polimorfismo -197T>C del gen PTGDR se asocié con la RA por
hipersensibilidad a pdlenes. Dicha asociacion ha sido identificada previamente
en poblacion de pacientes con asma y especialmente en aquellos con asma
alérgica, resaltando la importancia de este gen en estudios genéticos de

asociacion con sensibilizacion alérgica.

3. En nuestra poblacion de pacientes con RA el polimorfismo -197T>C del gen
PTGDR se asocié con la polisensibilizacion, mientras que el polimorfismo -441
se asocié con la monosensibilizacion. Este resultado parece indicar que las
distintas variantes génicas de la region promotora de PTGDR podrian

relacionarse con distintos tipos de sensibilizaciones.

4. Las combinaciones haplotipicas del gen PTGDR que comparten la T en las
posiciones -549, -441 y -197 podrian estar relacionadas con un mayor riesgo
de padecer rinitis alérgica en pacientes monosensibilizados y con la presencia
de pruebas cutidneas positivas a los pélenes de olivo y abedul, si bien, debido
al reducido numero de casos presentes en nuestra poblacion, esta conclusion

deberia confirmarse en estudios con un mayor tamafio muestral.

5. Las asociaciones detectadas permiten identificar un aumento en el riesgo de
padecer rinitis alérgica con sensibilizacion a poélenes en los individuos
portadores de algunas variantes génicas en la region promotora del gen
PTGDR. Este riesgo podria ser debido a las modificaciones que las variantes
polimérficas inducen en la union de los factores de transcripcion determinantes
de la expresion del gen PTGDR, lo que refuerza la propuesta de esta region

promotora como posible diana terapéutica.
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6. No se han detectado asociaciones significativas en ninguno de los grupos
clinicos para los polimorfismos -444A/C del gen LTC4S ni 927C/T del gen
CYSLTR1, por lo que la presencia de dichas variantes no parece suponer un
factor de riesgo en el desarrollo de RA ni de ninguno de los subgrupos clinicos

analizados.
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8. APENDICE

» FORMULARIO DE RECOGIDA DE DATOS DE LOS PACIENTES

PACIENTE:
NO
-Antecedentes familiares atopicos
CONO O SI  [J1GRADO 0 PADRE [J MADRE
[L12GRADO LIPADRE [0 MADRE
-Antecedentes Personales de atopia: Dermatitis atopica
[NOo [
-Pruebas cuténeas con poélenes ambientales: positivas IgE especifica

GRAMINEAS CULTIVADAS
GRAMINEAS SALVAJES
OLEA EUROPEA
PLATANUS ACERIFOLIA
CUPRESUS ARIZONICA
BETULA VERRUCOSA
QUERQUS ILEX
ARTEMISIA VULGARIS
PLANTAGO OVALATA
CHENOPODIUM ALBUM
PARIETARIA JUDAICA
SALSOLA KALI
PROFILINA

LTP

-1gE total:

-Espirometria basal con broncodilatacion:

-Prueba de hiperreactividad bronquial ISl INO
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> BATERIA ESTA[\IDAR DE AEROALERGENOS EMPLEADA EN LAS
PRUEBAS CUTANEAS (ALK-ABELLO, MADRID, ESPANA)

ControlPositivo ____ HistaminalOmg/ml
Solucién salina

Dermatophagoides pteronisynuss
Dermatophagoides farinae
Lepidoglyphus destructor

Alternaria alternata

Cladosporium herbarum

Penicillium notatum

Aspergillus fumigatus

Gramineas salvajes
Gramineas cultivadas
Olea europea
Platanus acerifolia
Cupresus arizonica
Betula verrucosa
Querqus ilex
Artemisia vulgaris
Plantago ovalata
Chenopodium album
Parietaria judaica
Salsola kali

Perro
Gato
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