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INTRODUCCION

1.1. ATOPIA

1.1.1. DEFINICION, EPIDEMIOLOGIA, RECUERDO HISTORICO

El concepto de atopia hace referencia a la tendencia personal y/o familiar a
sensibilizarse y producir anticuerpos IgE en respuesta a dosis bajas de alérgenos
comunes, y que se expresa clinicamente como dermatitis atdpica, rinitis alérgica y/o
asma alérgica [1]. Es aconsejable utilizar el término atopia solo para describir los rasgos

clinicos y la tendencia ya descrita, y no para denominar enfermedades.

El término fue acuifado en 1923 por el médico Arthur Ferndndez Coca (1875-1959),
quien, asesorado por su profesor de griego, tomd la palabra atopos, que significa
comportamiento extraio en una enfermedad, para referirse a los padecimientos de
ciertos sujetos que presentaban asma y/o fiebre del heno y en los que existia un

condicionante hereditario.

La prevalencia de la atopia se incrementa con la edad y tiene un importante
componente hereditario; asi, el riesgo de desarrollar alergia mediada por Ia
inmunoglobulina E (IgE) es del 60-70 % para un nifio con ambos padres atdpicos y del

30-40 % si solo estd afectado uno de los progenitores.

Diferentes estudios demuestran que la atopia comienza en la vida fetal y se modula
posteriormente segun factores genéticos y ambientales [2]. En el higado fetal se inicia
la sintesis de IgE alrededor de la decimoprimera semana de gestacidn. Los niveles de
IgE son bajos en la sangre de corddn, pero su existencia demuestra la capacidad del
feto para producirla, ya que no cruza la placenta. La atopia estd presente en la mayoria
de niflos asmaticos de mas de tres afios de edad y la presencia de sensibilizacién a
alérgenos especificos es uno de los factores de riesgo mds importante para el

desarrollo de asma.
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1.1.2. DIAGNOSTICO DE ATOPIA

Para el diagndstico de atopia, como en toda patologia médica, se debe de realizar una
adecuada historia clinica, en la que queden reflejados los sintomas del paciente, asi
como sus antecedentes personales y familiares. Tras la sospecha de atopia se realizard
un diagnéstico mas dirigido mediante las pruebas intraepidérmicas o prick-tests y la

determinacién de IgE.

1.1.2.1. PRUEBAS CUTANEAS INTRAEPIDERMICAS O PRICK-TESTS

Las pruebas cutdneas como método diagndstico empezaron a emplearse en el siglo
XIX, en concreto por Blackley [3]. La técnica de las pruebas intraepidérmicas fue
descrita por vez primera en 1924 por Lewis y Grant, generalizdndose su uso como
prueba diagndstica tras las modificaciones introducidas por Pepys en los afnos setenta

[4].

Estas pruebas se fundamentan en reproducir la reaccion de hipersensibilidad tipo |
(mediada por IgE) al introducir en la epidermis un alérgeno [5]. Se trata de pruebas
rapidas, de bajo coste y con elevada sensibilidad, si bien la especificidad no es tan
buena [6]. Son practicamente indoloras para el paciente, y seguras por sus escasos
efectos adversos (aunque no exentas de riesgo). Ademas, se dispone de una valoracién
inmediata de las mismas y resultan muy utiles para confirmar la sospecha de atopia
[7]. No obstante, conviene indicar que su resultado debe valorarse junto con la historia

clinica de cada paciente.

1.1.2.2. DETERMINACION DE IgE TOTAL

En febrero de 1968, en el Centro de Referencia de Inmunoglobulinas de la OMS
(Lausana, Suiza), se reunieron los investigadores de dos grupos y acordaron que, con
los datos que disponian, podian declaran el aislamiento de wuna nueva
inmunoglobulina: la IgE. Se trata de una inmunoglobulina monomeérica con una masa

molecular de 190 kD.
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La IgE no atraviesa la barrera placentaria y su vida media plasmatica es de 2 o 3 dias.
Sus principales funciones derivan de su participacion en la reaccidn alérgica y en la
defensa contra parasitos, principalmente los helmintos intestinales [8]. En suero su
concentracion es muy baja y depende de la edad. Se incrementa durante la infancia y

alrededor de los 10 afios alcanza los valores de la edad adulta [9].

Asimismo, la IgE tiene una alta especificidad para unirse a alérgenos. Su vida media libre en
sangre es corta, pero es capaz de unirse, mediante receptores especificos, a los
mastocitos y baséfilos. Estos quedan sensibilizados, y cuando se una de nuevo la IgE a
su alérgeno especifico y se adhiera este conjunto a las células activadas se produce la
liberacién de mediadores inflamatorios. La unién a los mastocitos y basofilos prolonga
su vida media notablemente. Mediante fluoroenzimoinmunoensayo se puede
cuantificar la concentracion de IgE total presente en el suero, que normalmente es

expresada en kU/L.

1.1.3. POLISENSIBILIZACION/MONOSENSIBILIZACION

Se puede definir la polisensibilizacién como la presencia de sensibilizacién (confirmada
mediante pruebas cutdneas o determinacion de IgE especifica) frente a dos o mas
aeroalérgenos, en el caso de la alergia respiratoria [10]. Muchas veces se ha hablado
de polisensibilizacion refiriéndose a fuentes alergénicas. A diferencia, Ia
monosensibilizacién seria la existencia confirmada, mediante IgE especifica o prueba

cutanea, de sensibilizacién frente a un Unico alérgeno (o fuente alergénica).

La polisensibilizacién es muy prevalente en pacientes alérgicos; si bien, depende de la

poblacidn y la region geografica. Ademads, los pacientes tienen tendencia a
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sensibilizarse frente a nuevos alérgenos a lo largo del tiempo. Se ha descrito que los
sintomas clinicos son mds graves en pacientes polisensibilizados que en pacientes

monosensibilizados [11].

1.1.4. DERMATITIS ATOPICA

La dermatitis atopica se define como una enfermedad crdnica de la piel que cursa en
brotes y se caracteriza por la presencia de eccema. Aparece mayoritariamente en
nifios con predisposicidn genética o con antecedentes familiares o personales de asma

y/o rinitis alérgicas.

Su prevalencia en Espafia es entre un 6 y un 15 %. No existen diferencias significativas
en relacion con el sexo. Como todo proceso crénico tiene importantes repercusiones
econoémicas y sociales porque altera la calidad de vida de los nifios y de sus familias

[12].

En su etiopatogenia convergen la inflamacidn persistente de la dermis con infiltrado
linfocitario (inicialmente Th2 y posteriormente Th1l), la existencia de predisposicién
genética por mutaciones de genes que intervienen en el funcionamiento y la
estructura de la epidermis, y la disfuncién de la barrera cutdnea que permite la

entrada de alérgenos [13,14].

En 1977 Hanifin y Rajka establecieron los criterios diagndsticos de la dermatitis
atopica, diferenciando entre criterios mayores y menores. Para el diagndstico debian

estar presentes tres criterios mayores y tres o mas menores (Tabla 1).
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Tabla 1. Criterios diagndsticos de dermatitis atdpica (sensu Hanifin y Rajka).

CRITERIOS MAYORES

1. PRURITO

2. LESIONES DERMATOLOGICAS TiPICAS

3. CRONICIDAD DE LAS LESIONES

4. HISTORIA PERSONAL O FAMILIAR DE ATOPIA

CRITERIOS MENORES

1. XEROSIS

. ICTIOSIS/HIPERLINEAS PALMARES/QUERATOSIS PILAR

2
3. AUMENTO SERICO DE IgE
4. REACTIVIDAD CRUZADA INMEDIATA A LA PRUEBA CUTANEA (TIPO 1)

TEMPRANA EDAD DE COMIENZO

TENDENCIA A LAS INFECCIONES CUTANEAS

TENDENCIA A LA DERMATITIS INESPECIFICA DE PIES Y MANOS

ECCEMA DE PEZON

© o N| o &

. QUEILITIS

10. CONJUNTIVITIS RECURRENTE

11. PLIEGUE DE DENNIE-MORGAN

12. QUERATOCONO

13. CATARATAS SUBCAPSULARES ANTERIORES

14. HIPERPIGMENTACION PERIORBITARIA

15. PALIDEZ FACIAL/ERITEMA FACIAL

16. PITIARIS ALBA

17. PLIEGUE ANTERIOR DEL CUELLO

18. PRURITO SUDORAL

19. INTOLERANCIA A LA LANA Y SOLVENTES LIPiDICOS

20. ACENTUACION PERIFOLICULAR

21. INTOLERANCIA ALIMENTARIA

22. CURSO INFLUENCIADO POR FACTORES AMBIENTALES/EMOCIONALES

23.DERMOGRAFISMO BLANCO

El diagndstico es fundamentalmente clinico, ya que no existe ninguna prueba

diagndstica que certifique su presencia. Las manifestaciones clinicas tipicas de la

dermatitis atdpica varian segun la edad de afectacién y se reconocen tres etapas:

lactante, infantil y del adulto.
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Posteriormente se han propuesto otros criterios clinicos diagndsticos; una revisién en
2008 concluyd que los criterios mas ampliamente validados eran los del Grupo de
Trabajo del Reino Unido (1994) [15]. Los pacientes deben presentar el criterio mayor y

tres o mas criterios menores (Tabla 2).

Tabla 2. Criterios de dermatitis atépica (1994) [15].

CRITERIO MAYOR

PRURITO

CRITERIOS MENORES

HISTORIA DE COMPROMISO FLEXURAL

AFECTACION VISIBLE DE LOS PLIEGUES CUTANEOS (EN MENORES DE 4 ANOS: FRENTE, MEJILLAS Y
SUPERFICIES DE EXTENSION)

ASMA O RINOCONJUNTIVITIS ALERGICA (EN MENORES DE 4 ANOS, ANTECEDENTES FAMILIARES DE
ATOPIA)

PIEL SECA DURANTE EL ULTIMO ANO

INICIO ANTES DE LOS 2 ANOS DE EDAD

1.2. RINITIS ALERGICA

1.2.1. DEFINICION

La rinitis alérgica se define como un conjunto de sintomas mediados inmu-

nolégicamente, de tipo inflamatorio, provocados por la exposicion al alérgeno,
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consistentes en estornudos, obstruccidn/congestion nasal, prurito y rinorrea/descarga
posterior, que pueden revertir tras medicacién o espontdneamente. Es la definicion
consensuada por el documento Allergic Rhinitis and its Impact on Asthma (ARIA) en

2008 [16].

1.2.2. CLASIFICACION

La clasificacién clinica de la rinitis alérgica, avalada por un amplio consenso
internacional, es la propuesta por el citado documento ARIA. Segun la duracion de los
sintomas se clasifica en intermitente (los sintomas estan presentes < 4 dias a la
semana o durante < 4 semanas consecutivas) o persistente (los sintomas estan
presentes > 4 dias a la semana y > 4 semanas consecutivas); y segun la gravedad en
leve, moderada o grave. Se puede decir que una rinitis es leve cuando los sintomas no
afectan al suefio, ni al desarrollo de la actividades cotidianas, de ocio y/o deportivas, ni
a las tareas escolares o laborales, y no son molestos. Se considera una rinitis moderada
cuando estan presentes uno, dos o tres de los items antes expuestos, vy, finalmente,

una rinitis es grave cuando estan presentes los cuatro items [17].

1.2.3. PREVALENCIA

En los paises desarrollados su prevalencia estd en aumento, particularmente en las
areas urbanas. Es un problema de salud global que afecta a un 10-20 % de la
poblacién. Un estudio realizado en 2005 en nuestro pais demostré que el motivo de
consulta mas frecuente en las consultas de Alergologia era la rinitis (55,5 % del total)
[18]. Se asocia frecuentemente con otras patologias como el asma, en un 37 %, o la
conjuntivitis, en un 65 %. En el estudio epidemiolégico ISAAC (The International Study
of Asthma and Allergies in Childhood) se estimd que la prevalencia de rinoconjuntivitis

en los nifos espafoles de 6-7afos fue del 7,9 % y en los de 13-14 afos del 15 % [19].
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1.2.4. ETIOPATOGENIA

La rinitis alérgica es una patologia en la que estdn implicados factores
medioambientales, como pdlenes o contaminantes ambientales, entre otros, vy
factores genéticos. En el estudio realizado en 2005 por Navarro et al. los aeroalérgenos
implicados con mas frecuencia en Espafia fueron los pdlenes (51 %), seguidos en
importancia por los acaros del polvo (42 %), epitelios (20 %) y hongos (6 %). Se

encontré polisensibilizaciéon en un 31 % de los casos [18].

Como ya se ha sefialado previamente, la rinitis alérgica es una patologia mediada por
IgE. Inicialmente se produce una activacion de los linfocitos T, al reconocer fragmentos
de los alérgenos presentes en las células presentadoras de antigenos (APC). Los
linfocitos T proliferan y se diferencian hacia linfocitos T colaboradores (Th2), que
liberan IL4, IL5 e IL13 que estimulan a los linfocitos B para la produccion de IgE y a los
eosindfilos. La IgE sintetizada se une a receptores especificos de membrana de los
mastocitos y los sensibiliza. En un posterior contacto con el alérgeno implicado, los
mastocitos sensibilizados se activan y liberan mediadores pro-inflamatorios como la
histamina, responsable de los estornudos, el prurito y la congestidn nasal y la rinorrea

[20]. Ver figura 1.

Por la actividad de diferentes mediadores se produce la infiltracion de la mucosa nasal
por baséfilos, eosindfilos, neutréfilos y mastocitos [21,22]. Se mantiene la reaccidn
inflamatoria por este infiltrado celular y la posterior liberacién de mediadores,

responsables de la congestion nasal [23].
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Figura 1. Esquema de la patogenia de la rinitis alérgica. Tomado de Mullol i Miret y Valero
Santiago 2010 [24].

1.3. ASMA ALERGICA

1.3.1. DEFINICION

El asma es un sindrome que incluye diferentes fenotipos que comparten
manifestaciones clinicas similares, pero con probables etiologias diferentes, por lo que
es dificil alcanzar una definicidn precisa que no sea meramente descriptiva [25]. Segln
la Guia Espafiola para el Manejo del Asma (GEMA 4.0) se podria definir como una
enfermedad inflamatoria crénica de las vias respiratorias, en cuya patogenia
intervienen diversas células y mediadores de la inflamacién, condicionada en parte por
factores genéticos y que cursa con hiperrespuesta bronquial (HRB) y una obstruccién
variable del flujo aéreo, total o parcialmente reversible, ya sea por la accidon

medicamentosa o espontaneamente [7].
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Segun el Consenso Internacional ERS/ATS (de la Sociedad Europea de Neumologia y la
Sociedad Americana de Neumologia) el asma grave se define como: “asma que precisa
tratamiento basal con altas dosis de esteroides inhalados asociados a B2 agonistas
inhalados de accién larga y antileucotrienos o teofilinas en el afio previo, o corticoides
sistémicos durante > 50 % del afio anterior para prevenir un mal control, o que persiste

mal controlada a pesar de esta medicacién” [26].

Se debe tener en cuenta que el asma grave es una enfermedad heterogénea, que la
mayor parte de ensayos clinicos han sido realizados en poblaciones pequenas y que las

recomendaciones que facilitan presentan calidad de evidencia baja o muy baja [27].

1.3.2. EPIDEMIOLOGIA

El asma es un problema mundial, estimandose que existen alrededor de 300 millones

de individuos afectados [28].

Entre 1998 y 2001 se desarrolld un estudio de seguimiento en 27 centros de Europa
denominado Estudio de Salud Respiratoria de la Comunidad Europea-Il (ECRHS-II). En
las ciudades de Albacete, Barcelona, Galddcano, Huelva y Oviedo se localizaban los
centros participantes espafioles. El estudio concluyé un aumento de la prevalencia del
diagnéstico de asma y del tratamiento del asma, que no se acompafaba de un

aumento de sintomas [29].

La prevalencia del asma, y en general de las enfermedades alérgicas, esta aumentando

en todo el mundo; si bien, de manera mas acentuada en los paises occidentales.
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1.3.3. FACTORES IMPLICADOS EN EL ASMA

Se desconocen las causas concretas que desencadenan el asma. La interaccidn entre la
predisposicién genética del individuo y los factores ambientales produce la

susceptibilidad a presentar la enfermedad.

Se diferencian factores de riesgo para el desarrollo del asma, que se relacionan con la
aparicion de la enfermedad asmatica, y factores desencadenantes de sintomas de
asma, cuya exposicion origina la aparicion de sintomas en pacientes con esta

enfermedad crdnica.

Entre los factores implicados en la aparicion del asma se pueden destacar factores del
huésped (sexo, obesidad o componente genético), factores perinatales (prematuridad,
lactancia materna o exposicidon al tabaco durante la gestacion) y factores ambientales
(aeroalérgenos, infecciones respiratorias y tabaquismo). A continuacion se detallan

algunos de estos factores implicados.

1.3.3.1. SEXO

Durante la infancia el asma es mas frecuente en los nifios que en las nidas,
invirtiéndose esta relacidon a partir de la adolescencia [30]. Las mujeres adultas son
mas propensas que los hombres a presentar asma, segin el Resumen de Estadisticas
de Salud de los Estados Unidos (National Health Interview Survey, 2002 y 2012)
[31,32].

1.3.3.2. OBESIDAD

Segun el Resumen de Estadisticas antes mencionado, en 2002 el 7 % de los adultos de
mas de 18 afios habian sido informados en alguna ocasién por un médico u otro

profesional de la salud de que tenian asma, mientras que en 2012 este porcentaje se
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incremento al 8 %. En ese mismo informe se documenta que en 2002 el 35 % de los
adultos tenian sobrepeso y el 23 % eran obesos; mientras que en 2012 también el 35 %
tenian sobrepeso, pero el porcentaje de obesidad subid hasta el 28 % [31,32]. De lo
expuesto se puede deducir que existe un incremento, tanto del asma como de la
obesidad, lo que ha llevado a postular que ambas entidades pudieran estar

relacionadas y asociadas.

Diferentes investigaciones han identificado polimorfismos en regiones especificas de
los cromosomas 5q, 6p, 1113 y 12qg, cada uno de los cuales contiene genes que
codifican los receptores relevantes para el asma, la inflamacién y trastornos
metabdlicos. No obstante, son necesarias nuevas investigaciones para comprender en
su totalidad la relacién asma-obesidad [33]. La leptina es una hormona producida por
los adipocitos que se encuentra incrementada en los obesos; comparte homologia
estructural con citocinas como la IL6, y se ha demostrado que interviene en el
reclutamiento y activacion de monocitos y macréfagos y en la proliferacion de células T

[33].

La obesidad conduce a una serie de perturbaciones fisioldgicas que podrian causar
sintomas respiratorios, pero los estudios fisiolédgicos no soportan de manera uniforme
la conclusién de que la obesidad conduce a una hiperreactividad de las vias

respiratorias (AHR) [33].

1.3.3.3. COMPONENTE GENETICO

El asma tiene un componente hereditario complejo, y se acepta que multiples genes
pueden estar involucrados en la patogénesis del asma. Posteriormente nos

centraremos en el componente genético.
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1.3.3.4. PREMATURIDAD

Existen pruebas convincentes de que los partos pre-término incrementan el riesgo de
asma. En una reciente revision sistematica y meta-analisis, Been et al. (2014)
concluyeron que, considerando el incremento global de la supervivencia de los
prematuros pre-término, la investigacion se debe centrar en la compresion de los

mecanismos subyacentes y en orientar los resultados a la prevencion [34].

1.3.3.5. TABAQUISMO

Son bien conocidos los efectos nocivos de la exposicién al humo de tabaco, incluyendo
un mayor riesgo de desarrollar sintomas similares al asma en la primera infancia. En el
estudio de Salud Respiratoria de la Comunidad Europea (ECRHS-II) se encontrd una
relacién entre prevalencia de sintomas respiratorios y el tabaquismo; en la poblacién
gue suspendid el habito tabaquico esto tuvo un efecto beneficioso y en la que lo inicio,
o no lo abandond, un impacto negativo, sobre todo en relacidon con tos y sibilancias

[29].

El tabaquismo materno durante la gestacion influye en el desarrollo pulmonar, los
bebés de madres fumadoras son cuatro veces mas propensos a desarrollar
enfermedades con sibilancias en el primer afio de vida; aunque existe poca evidencia
de que el tabaquismo materno durante el embarazo tenga efecto sobre la
sensibilizacion alérgica [35]. La exposicidon al humo de tabaco incrementa el riesgo de

padecer enfermedades de las vias respiratorias inferiores en la infancia.

1.3.3.6. DIETA

Se ha estudiado ampliamente el papel de la dieta en el desarrollo del asma,

particularmente durante la lactancia. Los lactantes alimentados con lactancia artificial



417 INTRODUCCION

tienen una mayor incidencia de enfermedades con sibilancias en la primera infancia
gue los alimentados con lactancia materna. Gdalevich et al. (2001) destacan la ventaja
de la lactancia materna exclusiva durante los primeros meses de vida para disminuir la

tasa de asma, sobre todo si existe historia familiar de atopia [36].

En las ultimas décadas en los paises desarrollados existe un incremento en el consumo
de alimentos procesados y de acidos grasos poliinsaturados omega-6 (margarinas) y se
ha producido una disminucién en la ingesta de anti-oxidantes (fruta y verdura) y de
acidos grasos poliinsaturados omega-3 (pescado azul). Algunos estudios han revelado
gue este cambio en la dieta se asocia con incrementos en la presencia de asma vy

atopia [p.ej. 37].

1.3.3.7. INFECCIONES RESPIRATORIAS

Algunas infecciones respiratorias viricas durante la infancia se han asociado con el
inicio del asma. Varios estudios prospectivos de nifios ingresados con infeccién por
virus respiratorio sincitial (VRS) han demostrado que al menos el 40 % continuara con
sibilancias o asma en la infancia tardia [38]. Sin embargo, en otros estudios algunas
infecciones respiratorias en la primera etapa de la vida, como el sarampién e incluso el

VRS, parecen proteger contra el asma [39].

La hipétesis higienista propone que la exposicidn a infecciones en la etapa temprana
de la vida del nifio influye en el desarrollo de su sistema inmune y conduce a un menos
riesgo de asma y de otras enfermedades alérgicas [40]. Los nifios pequefios con
hermanos mayores, o los que asisten a guarderias, tienen mayor riesgo de infecciones,
pero gozan de proteccidn contra el desarrollo de enfermedades alérgicas [41]. Esta

hipétesis continuda investigdndose.

También se describen otro tipo de factores que se consideran desencadenantes. En

este caso podemos hablar de factores ambientales, entre los que resaltamos factores
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atmosféricos, domésticos (acaros del polvo, epitelios de perro o gato) y agentes
infecciosos (hongos); factores laborales, maderas y harinas, y factores sistémicos,

entre los que es oportuno mencionar a los farmacos y alimentos [7].

1.3.4. PATOGENIA

La principal caracteristica patolégica del asma es la obstruccién al flujo aéreo que se
produce tanto por la inflamacion de la pared de los bronquios como por la contraccién
del musculo liso debida a la hiperreactividad bronquial. También es necesario
considerar la remodelacion de las paredes de las vias respiratorias, frecuente en
pacientes asmaticos y que tiene como consecuencia una obstruccion mas o menos
irreversible del flujo aéreo. Ademas, contribuyen también las secreciones de moco y

detritus celulares que ocupan el espacio aéreo.

1.3.4.1. INFLAMACION DE LAS VIAS RESPIRATORIAS

A pesar de la heterogeneidad del asma, la inflamacidn de las vias respiratorias es una
caracteristica patoldgica comun; si bien, no se ha establecido una relacién consistente
entre la gravedad del asma y la intensidad de la inflamacién [42]. En la mayoria de los
pacientes asmaticos el patrén inflamatorio caracteristico incluye un aumento del
numero de linfocitos T colaboradores (helper) de tipo 2 (Th2), eosindfilos activados,
mastocitos y células citoliticas espontaneas (natural killer, NK) que liberan mediadores

gue ocasionan los sintomas de la enfermedad.

Los linfocitos T se encuentran elevados en las vias respiratorias y existe un predominio
de Th2 que liberan citocinas especificas como IL4, 5, 9, y 13, que son responsables de
la activacidn de los eosindfilos y de los linfocitos B que produciran IgE. Los linfocitos T
reguladores estan disminuidos y las células NK elevadas y suele existir un desequilibrio

en la relaciéon entre Th1/Th2 [43].
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Los eosindfilos estdan también aumentados y existe relacion entre su numero vy la
gravedad del asma. Permanecen activados y liberan enzimas inflamatorias que
lesionan las células epiteliales del arbol bronquial y mediadores que amplifican la

respuesta inflamatoria. Estd inhibida su apoptosis [44].

Los mastocitos estan incrementados en el epitelio bronquial e infiltran el musculo liso
de la pared. Su activacién se produce, principalmente, a través de receptores de alta
afinidad para la IgE por estimulos osmaticos, alérgenos y/o conexiones neuronales,
provocando la liberacidon de histamina, leucotrienos y prostaglandina D2 con efecto

broncoconstrictor y proinflamatorio [45].

En algunos pacientes con asma grave y en asmaticos fumadores, se ha objetivado un
aumento de neutréfilos en las vias respiratorias pero su papel fisiopatoldgico no estd

bien establecido [46].

Las células dendriticas son células presentadoras de antigenos, que capturan de la luz
del tracto respiratorio o del interior, y activan la produccién de linfocitos Th2 que

inician y amplifican la respuesta inflamatoria [47].

Las células estructurales de la via respiratoria también participan de manera directa y
activa en el proceso inflamatorio. Las células del epitelio bronquial, en respuesta a
cambios en su microambiente, secretan citocinas como IL25, I1L33 y/o linfopoyetina
timica estromal (TSLP) que activan a los linfocitos innatos tipo 2 (ILC2) [48], que
intervienen en la respuesta inmune, secretando IL5 e IL13, de forma que inician y
mantienen la actividad inflamatoria pulmonar [49]. Por la accién de determinadas
citocinas pro-inflamatorias, se activa la enzima oxido nitrico sintetasa inducible,
presente en las células epiteliales del tracto respiratorio, produciendo éxido nitrico

(NO), un potente vasodilatador [50] y que puede ser utilizado como marcador de la
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inflamacién. Desde los vasos de la via aérea, las células endoteliales participan en el
reclutamiento de células inflamatorias mediante la expresion de moléculas de

adhesion.

1.3.4.2. REMODELACION DE LAS VIAS RESPIRATORIAS

Los pacientes asmaticos presentan cambios estructurales en las vias respiratorias,
entre los que cabe destacar los siguientes: hiperplasia e hipertrofia de la musculatura
lisa bronquial, engrosamiento de la capa reticular de la membrana basal, dilatacién y
proliferacion de los vasos, fibrosis subepitelial e hipersecrecién de moco por la
hiperplasia de las glandulas mucosas. Todo lo enumerado se puede asociar con una
progresiva pérdida de la funcion pulmonar [51]. Estos cambios son secundarios a la
respuesta reparadora a la inflamacion crénica o pueden aparecer independientemente

del proceso inflamatorio [52].

La hiperplasia e hipertrofia de las células de la musculatura lisa bronquial provoca un
incremento en la rigidez de la pared; estas células también expresan mediadores pro-
inflamatorios [53]. Los miofibroblastos y los fibroblastos producen proteoglicanos y
coldgenos tras la estimulaciéon de mediadores inflamatorios, lo que favorece la rigidez

de las vias respiratorias.

1.3.4.3. HIPERRESPUESTA BRONQUIAL (HRB)

Otra caracteristica de la fisiopatologia del asma es la hiperrespuesta bronquial (HRB).
Se produce un estrechamiento de las vias respiratorias por la accién de diferentes
estimulos que son inocuos en personas no asmaticas. La HRB se relaciona con la
inflamacién y la remodelacién de las vias respiratorias y es parcialmente reversible con
tratamiento. El grado de HRB se correlaciona parcialmente con la gravedad clinica del

asma y con marcadores de la inflamacién [54].
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1.4. FENOTIPOS Y ENDOTIPOS

El fenotipo es “la manifestacién visible del genotipo en un determinado ambiente”,
segun el Diccionario de la lengua espafiola (DRAE). Por tanto, es el conjunto de
caracteristicas observables en un organismo que constituyen el resultado de la
interaccion entre la carga genética y el medio ambiente. El fenotipo no puede ser
definido por una unica caracteristica bioldgica, fisiolégica o clinica, sino por la
integracién de las mismas [55]. En este sentido, con su variabilidad de presentaciones,

el asma puede ser considerada una enfermedad fenotipicamente heterogénea [56].

Se han pretendido crear subgrupos en los pacientes asmaticos y clasificarlos segun sus
caracteristicas diferenciales, con el objetivo de incrementar los conocimientos de la
enfermedad y predecir la respuesta al tratamiento. Esta categorizacion de los
fenotipos de asma se desarrolla mas a fondo con la publicacion de Wenzel et al. (2006)
[57]. En la GEMA 4.0 [7] los fenotipos de asma se agrupan en tres categorias: por
criterios clinicos o fisioldgicos, relacionados con desencadenantes, e inflamatorios
(Tabla 3). Hay que tener en cuenta la existencia de solapamiento entre las diferentes

categorias y ademas, un paciente puede pasar de un fenotipo a otro.

El fenotipo “asma alérgica” es el que nos ocupa en este estudio, ya que todos los
pacientes incluidos presentaban pruebas cutaneas positivas. La revision se centrara en
el mismo. Es el mas frecuente, pues aproximadamente tienen una base alérgica el 75
% de los casos de asma [58]. Puede presentarse a cualquier edad, aunque suele
iniciarse antes de los 30 afios, es mas frecuente en varones y generalmente existen
antecedentes familiares o personales de atopia; ademads, aunque existen formas
graves, suele tener una mejor evolucién. Parece relacionarse con una mejor funcién
pulmonar global; si bien, suele presentar un nimero mayor de exacerbaciones que

otros fenotipos.
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Tabla 3. Categorias de fenotipos asmaticos. Tomado de la GEMA 4.0 [7].

CLINICOS O FISIOLOGICOS RELACIONADOS CON INFLAMATORIOS
DESENCADENANTES

ASMA GRAVE ASMA ALERGICA ASMA EOSINOFiLICA

ASMA CON EXACERBACIONES GRAVES | ASMA INDUCIDA POR AINE ASMA NEUTROFILICA
ASMA INDUCIDA POR ]

ASMA REFRACTARIA AL TRATAMIENTO ] ASMA PAUCIGRANULOCITICA
MENSTRUACION

ASMA DE INICIO PRECOZ ASMA INDUCIDA POR EJERCICIO

ASMA DE INICIO TARDIO

ASMA CON LIMITACION FUJA AL FLUJO
AEREO

ASMA 'Y OBESIDAD

La identificacién de un biomarcador (genético, sanguineo o de otro tipo) permitiria
identificar el fenotipo. Si existe un mecanismo etiopatogénico comun se puede pasar
del término fenotipo al de endotipo. Este vocablo fue introducido por Anderson en
2008 para definir subtipos distintos de asma [59]. En este sentido, seria un mismo
mecanismo molecular el que definiria funcionalmente y patolégicamente a un subtipo

de enfermedad [60].

En la clasificacion del asma las caracteristicas fenotipicas representan observaciones
en la esfera clinica, mientras que las diferencias en los distintos mecanismos capaces

de producir la enfermedad nos permiten hablar de endotipos.

En el asma grave también se han identificado fenotipos (Tabla 4), con la finalidad de
mejorar el tratamiento de estos pacientes e intentar controlar la enfermedad [61]. Se

puede hablar de al menos cuatro fenotipos/endotipos, definidos atendiendo a la
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patobiologia, la sintomatologia clinica, la historia natural y la respuesta terapéutica.
Estos serian: asma alérgica grave, asma eosinofilica grave de comienzo tardio, asma no
atopica grave del adulto asociada con obesidad y asma neutrofilica de inicio en la edad

adulta.

El asma alérgica grave supone casi el 50 % del asma grave. Los pacientes presentan
antecedentes personales de atopia y la clinica se inicia en la infancia. Los mas graves
son los que presentan mayor numero de pruebas cutaneas positivas o cifras mas
elevadas de IgE total en sangre. En su patobiologia destacan la activacidn de linfocitos
Th2, la produccion de IL4, IL5 e IL13. Parece que la FEyo puede ser un buen marcador

[61].

El asma eosinofilica grave de comienzo tardio corresponde a alrededor del 25 % de los
casos de asma grave. Se caracteriza por la persistencia de eosindfilos en el esputo
inducido, a pesar del tratamiento con corticoides inhalados. Los sintomas se suelen
iniciar después de los 20 afios y los pacientes suelen estar diagnosticados de
rinosinusitis crénica y poliposis nasal. Presentan frecuentes exacerbaciones. Pueden
presentar niveles elevados de IgE y FEno. Determinadas alteraciones en el metabolismo
del acido araquiddnico y activacién de Th2 son caracteristicas de su patobiologia. No

suelen existir antecedentes familiares ni personales de atopia [61].

El asma no atdpica grave del adulto asociada con obesidad predomina en mujeres
con IMC elevado. Suele iniciarse en la quinta década de la vida y con exacerbaciones

frecuentes. No se conocen bien ni su etiopatogenia ni sus bases genéticas [61].

Por ultimo, en el asma neutrofilica de inicio en la edad adulta suelen existir
antecedentes de limitacidn crénica al flujo aéreo y de tabaquismo. En las vias

respiratorias predominan los neutréfilos. Su historia natural no se conoce bien [61].
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Tabla 4. Fenotipos de asma grave. Elaboracién propia; datos obtenidos de Cisneros Serrano et

al. 2015 [61].

ASMA ASMA NO ATOPICA ASMA
FENOTIPOS DE ASMA ALERGICA EOSINOFILICA GRAVE DE ADULTO NEUTROFILICA DE
ASMA GRAVE GRAVE GRAVE DE INCIO ASOCIADA A INCIO EN LA EDAD
TARDIO OBESIDAD ADULTA
% ASMA GRAVE 40-50 % 25% — —

HISTORIA NATURAL

Inicio en la infancia

Menos de 20 de
edad

Quinta década de
vidao
posteriormente.
Mas frecuente en
mujeres

Desconocida

ANTECEDENTES Antecedentes de Rinoconjuntivitis Tabaquismo.
PERSONALES Y atobia cronica y poliposis IMC elevado Limitacién cronica al
FAMILIARES P nasal flujo aéreo

Activacion Th2. ':J::i;?oiﬁgn??del Incremento de
PATOBIOLOGIA Produccion de IL4, L. : i Dudosa o

L5 e IL13. 1 IgE acido araquiddnico. neutréfilos

’ Activacién Th2.

BIOMARCADORES | FEyo T IgE, FEno Dudosos Dudosos

1.5. GENETICA Y EPIGENETICA

Como se ha comentado previamente, la alergia es una enfermedad compleja que
depende tanto de factores genéticos como ambientales. La bldsqueda de los factores
de tipo genético se ha centrado en cuatro areas: la expresidn de la hiperreactividad de
las vias respiratorias, la generacion de mediadores inflamatorios (citocinas,
guimiocinas, factores de crecimiento), la produccién de anticuerpos IgE especificos de
alérgenos y la determinacidn de la relacion entre linfocitos Thl y Th2 en la respuesta

inmune (relevante para la hipdtesis higienista del asma) [40].



INTRODUCCION

Mediante estudios familiares y de casos y controles se han identificado regiones
cromosdmicas que estan relacionadas con la susceptibilidad al asma. En el brazo largo
de cromosoma 5 estdn préximos los genes que regulan la hiperreactividad de las vias
respiratorias a los que regulan los niveles de IgE en suero [62]. Un meta-analisis de
estudios de asociacidn en genoma completo (GWAS) definid la importancia potencial
de genes tales como /L1RL1, IL18R1 y SMAD3, involucrados en vias que inician el

proceso inflamatorio asmatico en respuesta al dafio de las células epiteliales [63].

Se han encontrado asociaciones de variantes en genes que regulan la inmunidad
innata con el asma y se ha sugerido que pueden desempeifiar un papel, junto con
exposiciones virales en la vida temprana, en el desarrollo de asma [64]. Mediante los
estudios de asociacion gendmica se han determinado varios genes implicados en el
asma; entre ellos cabe destacar los siguientes: CHI3L1 (1932.1), DPP10 (2914.1), PHF11
(13q14.2), PTGDR (14922.1), SMAD3 (15922.33) y IL2RB (22q12.3) [63,65].

1.5.1. EPIGENETICA

Segln el DRAE la epigenética es lo relativo a la epigénesis, que se define como la
“doctrina segun la cual los rasgos que caracterizan a un ser vivo se configuran en el
curso del desarrollo, sin estar preformados en el huevo fecundado”. El término
epigenética fue acufiado en la década de los 50 por Waddington. Inicialmente se
limitaba a la diferenciacién de células pluripotenciales a células bien diferenciadas,
pero actualmente hace referencia a los mecanismos de regulaciéon genética que no

implican alteracién de la secuencia de ADN y son hereditarios.

Se ha demostrado que diversos mecanismos epigenéticos son capaces de regular

genes implicados en la respuesta inmune y en la inflamacién. El proceso de regulaciéon


http://www.omim.org/geneMap/13/145?start=-3&limit=10&highlight=145
http://www.omim.org/geneMap/14/197?start=-3&limit=10&highlight=197
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epigenética puede ser consecuencia de la metilacion del ADN, de modificaciones
postraduccionales de las histonas y/o por la accion de microARN (miARN) y su

asociacién con la exposicion ambiental [66,67].

Las marcas epigenéticas no solo se transfieren a células hijas con la replicacién celular,
pudiendo ser heredadas de generacién en generacion y tienen la capacidad de silenciar
un gen vy, por consiguiente, modular el efecto de un polimorfismo. Los mecanismos
epigenéticos podrian desempefiar un importante papel en la heredabilidad y en la

patogénesis de la atopia y el asma [68].

1.5.1.1. METILACION DEL ADN

La metilacion del ADN se produce por accion de metiltransferasas que afiaden un
grupo metilo (CHs) a un residuo de citosina en un dinucledtido compuesto por citosina
y guanina (CpG). Las zonas enriquecidas en CpG se concentran en importantes sitios de
regulacion, como las regiones promotoras, y en los primeros exones de muchos genes

[68].

La naturaleza palindrémica de un sitio CpG es importante, ya que asegura la
replicacién del patron de metilacidon con cada division celular [66]. Las regiones de la
cromatina relacionadas con el ADN hipometilado permiten la expresién de genes,

mientras que en la cromatina inactiva el ADN se encuentra hipermetilado [69].

En la expresidn y regulacidn de genes candidatos para el asma, la metilacién del ADN
desempefia un importante papel [68]. Pero el mecanismo por el cual se asocia la
metilacién del ADN con el silenciamiento de genes aun no se comprende en su
totalidad. La metilacién del ADN afecta a importantes factores de transcripcidn, tanto
de los linfocitos T como de los B, por lo que se podria modificar el desarrollo de Ila

respuesta inmune [68].
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En 2008 Kwon et al. concluyeron que la estimulacion de los linfocitos CD4 causa
incremento en el grado de no metilacién y que en los sensibilizados este grado de no

metilacién se correlaciona con la concentracién de 1L4 [70].

En 2011 nuestro grupo identificd por primera vez la presencia de un patréon de
metilacién diferencial en los linfocitos B de pacientes con asma alérgica frente a los

gue presentaban asma y triada de la aspirina o controles [71].

Por su parte, Breton et al. (2011) relacionaron la metilacién del ADN y el asma;
sugirieron que la metilaciéon del ADN tenia un papel en la regulacién de la produccion

de oxido nitrico [72].

1.5.1.2. HISTONAS

La heterocromatina inactiva esta densamente “empaquetada”, mientras que la
eucromatina activa estd menos condensada, lo que permite, a la postre, su expresion.
El primer nivel de compactacién de la cromatina es el nucleosoma, que consiste en el
enrollamiento del ADN alrededor de un octdmero de histonas (H2A, H2B, H3 y H4).
Diferentes investigaciones han demostrado que existe una intensa relacién entre las
modificaciones covalentes de las histonas y la expresion de los genes. La acetilacién o
la fosforilacion de las histonas se suelen asociar con un estado activo [73]. La
metilacién del ADN y las modificaciones de las histonas en las regiones de control de
locus de los linfocitos T colaboradores (Th2) regularia la evolucidén hacia un fenotipo
alérgico (Figura 2). Cuando se modifica el control epigenético normal por la exposicion

ambiental puede verse afectado el equilibrio Th1/Th2 [66].
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Figura 2. Eucromatina y heterocromatina. Islas CpG no metiladas (circulos en blanco),
modificaciones permisivas de las histonas (estrellas verdes) y estructura de la cromatina no
empaquetada, es decir, eucromatina que promueve la transcripcion de genes. Mientras que la
metilacidn del ADN (circulos rojos), modificaciones represivas de las histonas (estrellas rojas) y
la estructura condensada, esto es, la heterocromatina que impide la transcripcion [66].

1.5.1.3. MICROARN (miARN)

En estudios recientes se han identificado miARN implicados en enfermedades alérgicas
como el asma, rinitis alérgica y dermatitis atdpica [74]. Los miARN son moléculas de
ARN no codificantes, de unos 19-25 nucledtidos, que intervienen en la regulacion de la
expresion génica. Se han encontrado miARN que juegan un papel importante en la
regulacidn de los mecanismos en la inflamacion alérgica, como el miR-21 y el miR-146
en la activacion de las células T, el miR-21 y el miR-223 en la regulacién del desarrollo
de los eosindfilos o el miR-375 en la modulacidn de la IL-13 [74]. Se podria concluir que
los miARN, como reguladores de la inflamacién alérgica, pueden constituir en un
futuro préximo buenos biomarcadores de la enfermedad alérgica; asi como, dianas

terapéuticas.
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El asma y la atopia presentan rasgos genéticos complejos y el fenotipo es el resultado
de la interaccion de multiples genes, cada uno con su propio patron mendeliano de
herencia. Si la madre presenta asma, la posibilidad de que sus hijos la padezcan puede
ser hasta cinco veces mayor que si el que la presenta es el padre. Esta discrepancia en
el riesgo parental podria explicarse en parte por la impronta de los padres, que es un
proceso por cual algunos genes son silenciados epigenéticamente durante la

gametogénesis. Solo se expresa un alelo [66].

1.6. PTGDR

1.6.1. PROSTAGLANDINA D2 Y RECEPTOR PTGDR

La prostaglandina D2 (PGD2) pertenece a un grupo de mediadores lipidicos derivados
del 4cido araquiddnico con funciones paracrina y autocrina [75]. En el sistema nervioso
central (SNC) interviene en procesos relacionados con el olfato, el suefio, la
temperatura corporal y la liberacién de hormonas. A nivel periférico incrementa la
permeabilidad vascular y provoca vasodilatacién y broncoconstriccion [76]. También
favorece el reclutamiento y activacidon de linfocitos Th2 y eosindéfilos y modula la
produccion de citocinas por los linfocitos Th2 [77]. Ademas, es el principal prostanoide
liberado tras la activacion de los mastocitos en la respuesta inmune [78] y es
considerado un importante mediador inflamatorio en las enfermedades alérgicas
como la dermatitis atdpica, la rinitis alérgica y el asma [77]. Por todo ello, la PGD2 y sus
metabolitos se han propuesto como marcadores de la activacidon de los mastocitos en
los procesos alérgicos [79,80]. Las células dendriticas y los linfocitos Th2 también
producen PGD2, aunque en cantidades muy inferiores a las producidas por los

mastocitos [77].
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A partir de estimulos patolégicos o fisioldgicos la fosfolipasa A2 inicia la sintesis de
PGD2, catalizando la hidrdlisis del acido araquidénico de los fosfolipidos de la
membrana plasmatica [81]. Sobre el acido araquiddnico actuan las cicloxigenasas 1y 2
(COX-1 y COX-2) produciendo PGG2 vy, a partir de ésta, PGH2. Diferentes estimulos
inflamatorios inducen la expresion de COX-2, y distintas sintetasas actuan sobre la
PGH2, generando prostanoides, tromboxanos y prostaglandinas, entre ellas la PGD2
(Figura 3). La sintetasa de PGD2 es una proteina citosélica presente en mastocitos,

basdfilos, células dendriticas y algunos linfocitos Th2.

Las funciones bioldgicas de la PGD2 estan mediadas por receptores especificos, entre
los que destacan el receptor prostanoide D (PTGDR, receptor de PGD2, DP o DP1) y el
receptor DP2 o CRTH2 (molécula quimioatrayente homologa al receptor expresado en
células Th2). Ambos son receptores transmembranarios de siete dominios acoplados a

la proteina G [82].

El CRTH2 es un receptor quimiotactico que provoca disminucién del AMPc
(adenosinmonofosfato ciclico) intracelular. Estd presente en la superficie de
eosindfilos, basdfilos y linfocitos Th2 y su efecto bioldgico es la quimiotaxis y activacién

de estas células [77,82].
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Figura 3. Sintesis de la PGD2. Tomada de Pettipher et al. 2007 [77].

La actividad del receptor DP1 o PTGDR estd mediada principalmente por proteinas Gs
qgue estimulan la adenilatociclasa localizada en la membrana celular, cuya activacién
induce una elevacion intracelular de AMPc. Se expresa en el musculo liso bronquial, en
los vasos sanguineos, en las células dendriticas, en las plaquetas o en los linfocitos B

[83]; asi como, en el SNC [77,82].

El receptor PTGDR esta codificado por el gen PTGDR, que se localiza en el brazo largo
del cromosoma 14 (14g22.1), una regién que se ha asociado con el asma [84]. Boie et
al. caracterizaron en 1995 el receptor PTGDR. Se compone de 359 residuos de
aminoacidos con una masa molecular de 40.276 kDa [76]. Cuando se compara la
secuencia de aminoacidos de este receptor con la del resto de receptores de
prostaglandinas, se encuentra una mayor similitud con EP2 y EP4, dos receptores de la

PGE2, y con IP, receptor de prostaglandina 12 [85].
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1.6.2. GEN PTGDR Y ENFERMEDADES ALERGICAS

Se ha relacionado el fenotipo asmatico con polimorfismos en la regiéon promotora del
gen PTGDR que influyen en la regulacion de la transcripcion y en este sentido, -613 C>T

y -197 T>C se encuentran en el sitio de unidn de diferentes factores de transcripcion.

Oguma et al. fueron, en 2004, los primeros en establecer relaciones entre los
polimorfismos del gen PTGDR y el asma [82]. Estos autores describieron que los
polimorfismos PTGDR -549 T>C, -441 C>T, y -197 T>C tienen factores de transcripcion
distintos, y concluyeron que la actividad promotora de este gen presentaba distinta
eficiencia en funciéon de la combinacion haplotipica, lo que implicaba un distinto riesgo

de desarrollar asma determinado por dicha combinacién [82].

En 2009 Sanz et al. analizaron por primera vez el polimorfismo -613 C>T de la region
promotora del gen PTGDR en nifios. Estos autores observaron asociaciones génicas de
los SNP -613 y -197 con el asma [86]. Teniendo como punto de partida el incremento
de la prevalencia de las enfermedades alérgicas en los paises desarrollados, en 2011
Isidoro et al. consideraron que podria tener importancia el componente epigenético,
es decir, que la combinacion de factores genéticos y epigenéticos modulase la
expresion del gen PTGDR. Se evidencié un patron de metilaciéon del ADN distinto entre
los controles y los pacientes; asi, los asmaticos alérgicos mostraban una hipometilacién

del promotor del gen PTGDR [83].

Posteriormente, en 2012, Lee et al. [87] realizaron un meta-analisis para determinar si
los polimorfismos del gen PTGDR -549 T>C, -441 C>T, y -197 T>C y los haplotipos CCCy
TCT conferian susceptibilidad a presentar asma. Estos autores analizaron un total de 13
estudios comparativos, separados en nueve articulos, que involucraban a 7.155
pacientes con asma y 7.285 controles. Existe cierta controversia en las asociaciones

génicas y el asma que puede ser consecuencia del tipo de poblacién incluida en los
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diferentes estudios pertenece a diversas etnias (europeos, asidticos y afro-
americanos), de muy diversas edades, y como se ha comentado los aspectos
relacionados con el fenotipo. Finalmente, los autores refieren que no han considerado

el poder estadistico ni FPRP en los estudios incluidos en meta-analisis.









HIPOTESIS

Tanto la rinitis como el asma alérgicas, son patologias multifactoriales en las que
tienen influencia tanto factores genéticos como ambientales, por lo que nuestra
hipdtesis principal se basa en que el anadlisis integrado de las variables clinico-
biolégicas en los pacientes alérgicos y su contexto epidemiolégico podrian
proporcionar importante informacidn sobre el desarrollo de la enfermedad alérgica.
Para ello, la aplicacién de modelos estadisticos multivariantes en el analisis de las
interrelaciones de dichas variables podria permitir una mejor caracterizacion

fenotipica de los pacientes con asma alérgica.

Ademas, en los ultimos afios se han identificado numerosos genes relacionados con el
asma. Nuestra hipotesis secundaria seria que la presencia de ciertos polimorfismos en
la region promotora del gen PTGDR podria estar relacionada con las caracteristicas
clinico-bioldgicas de los pacientes alérgicos. La integracion del estudio de asociacién
podria permitir la identificacién de biomarcadores asociados a fenotipos
determinados, existiendo la posibilidad de que el nivel de expresion del gen PTGDR

influya en los mecanismos fisiopatoldgicos que subyacen en el asma alérgica.












OBIJETIVOS

1. Analizar la posible influencia de las variables clinicas y biolégicas en la
enfermedad alérgica, tanto en la rinitis como en el asma alérgica con la
finalidad de identificar posibles biomarcadores que permitan caracterizar a la
poblacidn analizada y predecir el riesgo de desarrollar un determinado

fenotipo de asma.

2. Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos -1289
G>A, -1122 T>C, -881 C>T, -834 C>T, -613 C>T, -549 T>C, -441 C>T y -197 T>C,
del gen PTGDR en una poblacion de pacientes con patologia alérgica respecto

a una poblacién control estrictamente seleccionada.

3. Valorar la relacién de los polimorfismos individualmente considerados con los
parametros clinico-bioldgicos y establecer la posible implicacidon del nivel de

expresion del gen PTGDR en el asma alérgica.

4. Analizar mediante técnicas estadisticas multivariantes las posibles relaciones
existentes entre las diferentes variables clinico-biolégicas en la poblacion
alérgica y estudiar la posibilidad de delimitar fenotipos en los pacientes con

asma alérgica de nuestro estudio.












MATERIAL Y METODOS

4.1. ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES

En el presente estudio han participado 473 individuos que acudieron al Servicio de
Inmunoalergia del Complejo Asistencial Universitario de Salamanca. Fueron incluidos
en el mismo tras la firma de un consentimiento informado siguiendo las normas
legales para Estudios Clinicos en Espafia y las propias del Comité de Etica del Complejo

Asistencial Universitario de Salamanca.

Los Facultativos Especialistas en Alergologia de dicho servicio examinaron a todos los
individuos que participaron en el estudio, elaboraron sus historias clinicas, que
posteriormente han sido revisadas, y recogieron una serie de datos referentes a su
situacion clinica, analitica, pruebas diagndsticas y tratamiento —a través de un
formulario— (Apéndice I). Todos esos datos han sido incluidos en este estudio como
variables y, tanto los pacientes como los controles, lo han sido siguiendo unos estrictos

criterios de seleccion.

4.1.1. DATOS RECOGIDOS

Se recogieron datos de filiacidn como el nimero de historia clinica, apellidos, nombre,
sexo, edad o la fecha de nacimiento; asi como, la fecha de consulta en el Servicio de
Alergia y los datos del facultativo asignado al seguimiento del individuo, todo ello a
través de la correspondiente etiqueta identificativa. Estos datos solo se emplearon en
la identificacidn inicial de cada individuo, pero no se reflejan en ningln otro momento
a lo largo del estudio o el analisis, que se ha realizado aplicando un sistema de

disociacion de datos.
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Entre las variables clinicas consideradas se incluyen: la realizacidn de pruebas cutdneas
y sus resultados, ser fumador o no, la presencia de asma vy la clasificacidon de la misma
segun la gravedad (segun los criterios de la GEMA 2009)[88], la edad de aparicién del
asma, la presencia de asma en la infancia, la existencia de rinitis alérgica y su
clasificacion (segun el documento ARIA), la presencia de pruebas cutaneas positivas en
la infancia, la edad de aparicién de la rinitis, la existencia de dermatitis atdpica en la
infancia, la realizacién de espirometria y, cuando asi fue, se reflejaron los valores de
indice de masa corporal (IMC), la capacidad vital forzada (FVC) —en cifras absolutas y
porcentaje—, el volumen espiratorio forzado en el primer segundo (FEV1) —en cifras
absolutas y porcentaje—, el indice FEV1/FVC en porcentaje, el flujo espiratorio forzado
entre el 25 y el 75 % de la FVC (FEF25-75) —en cifras absolutas y porcentaje—, la
realizacién de prueba broncodilatadora y su resultado, la determinacion de la fraccién
de oxido nitrico exhalado (FEno) y su valor absoluto, la realizacién del test de
metacolina y su resultado, el recuento de eosindfilos en sangre periférica en valores

absolutos y porcentaje y los valores séricos de IgE total.

Ademas se recogio informacion sobre, los antecedentes familiares de primer grado de
atopia, de asma, de rinitis alérgica y de poliposis, los antecedentes de madre con
atopia, los antecedentes de madre con asma alérgica, la presencia de intolerancia
respiratoria a antiinflamatorios no esteroideos (AINE), la existencia de poliposis y su
grado, los antecedentes de inmunoterapia y, en caso positivo, el tipo de
inmunoterapia recibida, el escaldn terapéutico de tratamiento (segun la GEMA 2009),
la clasificaciéon segun el control del asma y, por ultimo, el registro de asistencia al
Servicio de Urgencias en el ultimo afo por la reagudizacién del asma y de ingresos

hospitalarios por esta patologia.

Tanto la anamnesis, la exploracion fisica como el registro de las diferentes pruebas
complementarias quedaron reflejadas en la historia clinica de cada individuo en el dia
de su realizacion; asi como, la fecha de extraccién de la muestra sanguinea para la

realizacion del estudio del ADN.
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4.1.2. VARIABLES

A continuacidn se presentan las diferentes variables recogidas en el estudio.

A través de la anamnesis se recogieron datos para las siguientes variables:

4.1.2.1. ANTECEDENTES FAMILIARES DE PRIMER GRADO
Se preguntd a los pacientes si entre sus padres, hermanos o hijos habia alguno con
atopia, asma alérgica, rinitis alérgica o poliposis. También si su madre tenia, o habia

tenido, asma y/o antecedentes de atopia.

4.1.2.2. FUMADOR
Se indagd sobre el consumo de tabaco, haciendo hincapié en si en aguel momento

eran consumidores activos.

4.1.2.3. INTOLERANCIA RESPIRATORIA A AINE
Se consultd a los pacientes si habian presentado intolerancia respiratoria tras el

consumo de antiinflamatorios no esteroideos.

4.1.2.4. POLIPOSIS

Se investigd si tenian antecedentes de poliposis nasal y en caso positivo qué grado
presentaban, comprobandose su existencia mediante rinoscopia anterior o evaluacion
previa por ORL. También se les pregunté por la existencia de antecedentes de cirugia

endoscoépica nasosinusal o de polipectomia nasal.

4.1.2.5. ANTECEDENTES DE ATOPIA EN LA INFANCIA

Se les pregunto por el diagndstico de asma o de dermatitis atdpica y/o la existencia de

pruebas cutaneas intraepidérmicas (prick-test) positivas en la infancia.
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En la historia clinica se registraron los sintomas que presentaban los pacientes y los
datos de su exploracidén fisica. Entre los sintomas guia de asma destacan la presencia
de sibilancias, disnea, tos y opresidon toracica, pero ninguno de ellos es especifico. Se
preguntd por la duracion, la intensidad, el momento de presentacion y los posibles
desencadenantes de los sintomas, o si aparecian mas durante la noche, si se utilizaban
medicamentos inhalados para su control y si esta sintomatologia condicionaba la

actividad diaria y el descanso nocturno.

Se constatd la edad de inicio de los sintomas, si habian sido o no progresivos, qué
diagndsticos asociados presentaban y el tratamiento para poder establecer el escalén
terapéutico. Si asociados a los sintomas de asma presentaban sintomas de rinitis
alérgica, se reflejé la edad de inicio de ésta y su clasificacion seguin ARIA. También se
preguntd si recibian inmunoterapia y, en caso positivo, el tipo de la misma. Se valord el
grado de control del asma con el tratamiento, si habian precisado asistir a Urgencias o
si habian tenido ingresos hospitalarios por crisis asmatica. Se registré también si los

sintomas que presentaba el paciente repercutian en su vida familiar, social y/o laboral.

Si tras la anamnesis y la exploraciéon fisica se sospechd el diagndstico de asma se
procedid a solicitar pruebas diagndsticas que pudieran demostrar de forma objetiva
esta patologia. Se realizaron pruebas cutaneas intraepidérmicas, espirometria forzada,
prueba broncodilatadora, fraccidon exhalada de éxido nitrico (FEno) Yy, en algunos casos,
test de metacolina. También se realizé una toma de muestra sanguinea para
determinar eosindéfilos en sangre periférica y niveles de IgE total; asi como, para el

estudio del ADN.

® PRUEBAS CUTANEAS INTRAEPIDERMICAS
A todos los pacientes se les realizaron pruebas cutaneas de puncién intraepidérmica,
ya que es el método diagndstico de eleccién para determinar los aeroalérgenos

implicados en la patologia alérgica. Estas pruebas fueron llevadas a cabo siguiendo las
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recomendaciones para la normalizacién de alérgenos y pruebas cutaneas de la EAACI

(The European Academy of Allergy and Clinical Immunology) [89].

Dichas pruebas se basan en reproducir la reaccidon de hipersensibilidad inmediata de
tipo I, mediada por IgE, al introducir un extracto de alérgeno en la epidermis con una
lanceta adecuada (Figura 4); lo que desencadena la liberaciéon de histamina de los
mastocitos cutdneos, provocando, a su vez, una papula y eritema en la zona de

puncion [6].

LANCETA

GOTAALERGENO

Figura 4. Fundamento de las pruebas intraepidérmicas. Tomado de Alamar Martinez et al. [6].

Se empled una bateria con los aeroalérgenos mas frecuentes en nuestro entorno (ALK-

Abell6, Madrid; Bial-Aristegui, Bilbao; CBF-Leti, Barcelona). Son los siguientes:

Acaros: Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae, Acarus siro,

Lepidoglyphus destructor, Tyrophagus putrescentiae.

Hongos: Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus, Cladosporium herbarum,

Penicillium notatum.

Pélenes: - Gramineas: Cynodon dactylon, Phleum pratense.
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- Malezas: Artemisia vulgaris, Chaenopodium album, Parietaria judaica,

Plantago lanceolata.

- Arboles: Cupressus arizonica, Olea europaea, Platanus acerifolia, Quercus

ilex.

Epitelios: caballo, conejo, gato, hamster, perro.

Los extractos utilizados estan estandarizados mediante cuantificaciéon biolégica; se
presentan diluidos en glicerina al 50 % y con fenol al 0,51 %. La glicerina aumenta la
estabilidad y viscosidad del preparado, formando gotas que se mantienen en la piel sin
esparcirse y permitiendo una técnica de puncién correcta. El volumen de extracto por
vial es de 2 ml y su caducidad es de 36 meses desde la fecha de fabricacién. Se deben
conservar entre 2 y 8 °C (en nevera). Se suministran en envases con cuentagotas, y

tanto los viales como los goteros estan completamente libres de latex.

Antes de iniciar la prueba se explicd al paciente el procedimiento, indicandole que
evitara el rascado de la zona hasta valorar los resultados y, por supuesto, se solicitd su
consentimiento. Ademas, se comprobd la no presencia de sintomas agudos de asma.
Como control positivo se empled una solucion de histamina 10 mg/ml (ALK-Abelld,

Madrid) y como negativo una solucién salina al 0,9 % (Braun, Barcelona).

Se considerd la prueba positiva si se objetivaba la presencia de eritema y/o papula en
el lugar de la prueba con un diametro 3 mm mayor que el control negativo. Para su
realizacién se tuvieron en cuenta todos aquellos factores que pudieran influir en el
resultado, como la toma de antihistamiminos (deben suspenderse de 3 a 10 dias antes
de la prueba), el estado de la piel (la existencia de dermatitis atépica o eccema vy el
dermografismo falsean los resultados), la técnica de puncién, la capacidad de
respuesta de cada individuo o la medicion del eritema y/o péapula por la variabilidad

intra e interobservador.
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® ESPIROMETRIA

Se realizd una espirometria forzada a los pacientes por ser una técnica que mide flujos
y volimenes pulmonares generados en una maniobra de espiracion maxima forzada,
siendo estos utiles para el diagndstico y la clasificacion del asma. Es una prueba
sencilla y de bajo coste, en la que obtenemos dos curvas basicas para interpretar los
valores espirométricos: curva volumen-tiempo y curva flujo-volumen.

Los parametros obtenidos de ambas curvas fueron los siguientes:

Capacidad vital forzada (FVC). Es el maximo aire que puede ser espirado de
forma forzada tras una inspiracién maxima. Es un volumen, y se expresa en ml
o como porcentaje frente a una tabla de cifras tedricas para los datos

antropométricos de paciente (edad, sexo, altura, raza).

Volumen espiratorio maximo en el primer segundo (FEV1). Es la cantidad de
aire que se moviliza en el primer segundo desde que comienza la espiracion
forzada. Es un flujo, y puede expresarse como ml/s o como un tanto por

ciento frente a sus cifras tedricas.

Cociente FEV1/FVC. Informa de la cantidad de capacidad vital forzada que se
espira en el primer segundo. Es una tasa, por lo que suele representarse en

tanto por ciento. En condiciones normales este porcentaje es > 70 %.

Flujo espiratorio forzado entre el 25 y el 75 % de la FVC (FEF25-75%). Aporta
informacidn sobre qué cantidad del aire total espirado lo hace entre el 25 y el
75 % del tiempo de espiracion. Es un flujo, y puede expresarse como ml/s o
como un tanto por ciento frente a sus cifras tedricas. Para su calculo se
elimina la parte inicial y final de la curva volumen/tiempo, por lo que, para
algunos autores, es un pardmetro muy sensible y marcador precoz de la
obstruccion de las vias aéreas mas finas y, en muchas ocasiones, es el Unico

que esta afectado.
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Antes de la realizacidén de la espirometria forzada se tuvo en cuenta si existia alguna

contraindicacion para la realizacion de la misma. La espirometria fue realizada por

personal cualificado y perfectamente entrenado, en un ambiente tranquilo.

Previamente se explicd a los paciente las maniobras a realizar [90].

En el Servicio de Inmunoalergia se utilizan dos espirometros: DATOSPIR-600 (Sibelmed-
SIBEL SA, Barcelona) y MasterScope (CareFusion, Hoechberg, Alemania). Antes de

iniciar la jornada de trabajo, se procediod a la calibracion de los espirdmetros segun las

condiciones meteoroldgicas del dia (presidon atmosférica, humedad relativa vy

temperatura). También se calibrd el nebulizador mediante maniobras regulares.

La maniobra espirométrica se llevd a cabo un minimo de tres ocasiones y un maximo
de ocho, exigiéndose una variacion del FEV1 <5 %. Se comprobd si la curvas volumen-
tiempo y flujo-volumen eran reproducibles y aceptables (Figura 5). La reproducibilidad

se considerd aceptable cuando la diferencia entre el mayor FVCy el siguiente y entre el

mayor FEV1y el siguiente fueron inferiores o iguales a 150 mly al 5 %.

D 1 FEM
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Figura 5. Curvas volumen-tiempo y flujo-volumen.
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® PRUEBA BRONCODILATADORA

Tras comprobar la existencia de un patrdn obstructivo esta indicada la realizacién de
un test de broncodilatacion para demostrar que es una obstruccién reversible. Se
realizé administrando cuatro inhalaciones sucesivas de 100 ug de salbutamol mediante
un inhalador presurizado con camara espaciadora y se repitieron las maniobras
espirométricas, siguiendo los mismos criterios de calidad y repetibilidad anteriormente
expuestos. De acuerdo con las guias mas recientes, se considerd que la prueba
broncodilatadora fue positiva si la diferencia entre FEV1 post y FEV1 pre fue superior a
200 ml y si el porcentaje de variacién del valor absoluto del FEV1 antes y después de la

prueba fue > 12 % [7].

Incremento en porcentaje = (Valor post — Valor pre) x 100 / Valor pre

La reversibilidad de la obstrucciéon bronquial es caracteristica del asma, pero no esta

presente en todos los pacientes.

® FRACCION DE OXIDO NiTRICO EXHALADO (FEno)

El 6xido nitrico (NO) se sintetiza por accion de la enzima 6xido nitrico sintetasa (NOS),
gue cataliza la reaccién a partir de aminoacido L-arginina, produciendo L-citrulina y
NO. Esta enzima precisa la presencia de oxigeno y NADPH [91]. Existen tres isoformas
de esta enzima. Dos son denominadas constitutivas: la endotelial, localizada en
epitelio pulmonar y endotelio vascular [92], y la neuronal, a nivel del epitelio de las
vias respiratorias (probablemente en los nervios de la submucosa) [93]. Ambas
sintetizan NO en condiciones normales. La tercera isoforma se conoce como inducible.
Se expresa escasamente en condiciones fisioldgicas, esta presente en el epitelio de la
via respiratoria y en células que participan en el proceso inflamatorio (mastocitos,
macroéfagos, neutréfilos) y es inducida por citocinas proinflamatorias, por lo que se
considera el NO como un marcador de inflamacién. Estard elevado en algunas

enfermedades inflamatorias, como el asma.
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Se puede cuantificar el NO presente en el aire exhalado procedente de la pared de las
vias aéreas y del alveolo, la denominada fraccién exhalada de éxido nitrico (FEno). En
2005 la American Thoracic Society (ATS) y la European Respiratory Society (ERS)
publicaron un documento conjunto para estandarizar el procedimiento de medida de
la FEno [94]. Para su determinacion se puede utilizar un método de registro online,
donde la concentracion de NO se establece por el paso directo del aire exhalado al

trazador, expresandose en partes por mil millones (ppb).

Para la cuantificacion de la FEyo en el Servicio de Inmunoalergia se utiliza el monitor
NIOX VERO (Aerocrine, Solna, Suecia). El procedimiento consiste en realizar una
inhalacién a través de la boquilla del aparato hasta capacidad pulmonar total, seguida
de una exhalacion durante 10 segundos que es controlada por un sensor luminico y

acustico para facilitar y asegurar el flujo.

Existen una serie de factores que se deben considerar para la valoracion final de la
FEno. La ingesta de alimentos ricos en nitratos, como la lechuga, produce un
incremento en los niveles de FEno, mientras que la ingesta de alcohol los reduce en
pacientes con asma y en sujetos sanos [95]. El consumo de un Unico cigarrillo antes de
la prueba reduce de forma transitoria los niveles de FEno, por lo que se recomienda no
fumar una hora antes de la determinacién [96]. Tanto las infecciones viricas del tracto
respiratorio inferior como del superior se acompafian de un incremento de la FExo €n
asmaticos. Aunque los estudios no son concluyentes, parece que el ejercicio fisico
reduce los niveles de FEyo; por ello, se aconseja no realizar ejercicio extenuante una
hora antes de la prueba. Los corticoides inhalados o sistémicos inhiben la sintesis de la
isoforma inducible de la NOS, por lo que su administracidon disminuye los niveles de
FEno en pacientes asmaticos tratados [97]. La cuantificacidn de FEno puede ser util para

valor el cumplimiento terapéutico del paciente.
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En 2011 la ATS recomendé identificar puntos de corte clinicamente significativos e
interpretar los valores de FEno de cada individuo en funcion del contexto en el que

hayan sido obtenidos [98]. Los valores de referencia propuestos son:

v FEno bajo (< 25 ppb). Tiene un alto valor predictivo para la ausencia de
inflamacidn eosindfila.

v" FEno alto (> 50 ppb). En pacientes sintomdticos es marcador de una
buena respuesta a corticoides.

v" FEno entre 25-50 ppb. Valores en este rango han de ser interpretados

con cautela en funcion del contexto clinico.

Se puede concluir que la FEno es una prueba no invasiva que informa sobre el nivel de
inflamacion eosinofilica de la vias respiratorias. Es, por tanto, una herramienta util

tanto para el diagndstico como para el manejo del paciente asmatico.

® TEST DE METACOLINA

Para valorar la hiperreactividad bronquial (HRB) se realizé el test de metacolina, que es
el método mas estandarizado y de mayor utilidad clinica para detectarla. Estd indicado
en pacientes con manifestaciones clinicas sugerentes de asma, pero que presentan

una espirometria normal.

La metacolina, derivado sintético de la acetilcolina, actia sobre los receptores
colinérgicos de las vias aéreas produciendo broncoconstriccion. Su efecto se bloquea
con atropina u otros anticolinérgicos. En los asmaticos el musculo liso respiratorio es
mas sensible a la metacolina que en los pacientes sanos y, por consiguiente, se contrae

con concentraciones mas bajas de este farmaco.

Algunos farmacos como los antihistaminicos o el bromuro de ipratropio pueden

modificar la respuesta bronquial a la metacolina; es por ello, que al informar a los
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pacientes, antes de la realizacion de la prueba, se les preguntd acerca de cudl era su
medicacion habitual y si tomaban farmacos que pudiesen interferir (se les indico
cuando debian suspenderlos). Los pacientes no deben fumar ni tomar bebidas

excitantes (té, café, refrescos de cola) en el dia de la realizacion de la prueba.

También se toman en consideracién las contraindicaciones para la realizacién de este
test, como la presencia de obstruccién grave al flujo aéreo (FEV1 < 50 %), la
hipertension arterial (HTA) no controlada o aneurisma adrtico, infarto agudo de

miocardio (IAM)/Ictus en los ultimos tres meses y arritmias severas.

A continuaciéon se describe brevemente el procedimiento de esta prueba [99]. Se
realizd una espirometria basal para conocer la situacidon del paciente. Si el paciente
cumplia los criterios para comenzar la prueba, se continuaba con la inhalacién de
suero salino 0,9 %. Posteriormente se administraron dosis crecientes de metacolina
inhaladas mediante nebulizador y, a los 30-90 segundos de la administraciéon de cada

dosis, se realizdé una nueva espirometria.

Se empled Provocholine®, sal cristalina en polvo que se diluye con PBS. Se determind
qgué concentracién de metacolina produce un descenso del FEV1 igual o superior al 20
% del valor basal. A esta concentracion se la denomina PC20 y se considera la prueba
positiva. Se revirtid, cuando fue necesario, la broncoconstriccion mediante la
administracion de dos dosis de salbutamol inhalado. Si no habia cambios en el FEV1, se
repitieron las inhalaciones de metacolina hasta alcanzar la dosis maxima y se considerd
la prueba como negativa. Es una prueba con alto valor predictivo negativo y, por tanto,

es util para excluir el diagndstico de asma.

® EOSINOFILOS EN SANGRE PERIFERICA
A todos los pacientes participantes en el estudio se les realizé una extraccién de sangre
periférica, en un tubo con EDTA, para la determinacidn de un hemograma. Se

recogieron los datos sobre los eosindfilos, tanto en numero absoluto como en
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porcentaje. Utilizando como punto de corte = 0.27 x 10°/ pl eosindfilos en sangre
periférica se ha publicado que se puede diferenciar la inflamacién eosinofilica de la no
eosinofilica con una sensibilidad de 78 % y una especificidad del 91 % [100]. Por ello, se
utilizdé este punto de corte para categorizar el nimero absoluto de eosindfilos en

sangre periférica de nuestra base de datos.

® DETERMINACION DE IgE
A todos los pacientes se les realiz6 una extraccion de suero en un tubo sin
anticoagulante para determinar los niveles de IgE total mediante el ensayo InmunoCAP

Total IgE (PhadialnmunoCAP 250, Uppsala, Suecia).

Se trata de un fluoroenzimoinmuno ensayo clasico de tipo sandwich. Los anticuerpos
anti-IgE estan unidos de forma covalente a la fase sdlida, que es un derivado de
celulosa dentro de una cdpsula, y reaccionan con la IgE total presente en el muestra de
suero del paciente. Tras el lavado de las IgE no ligadas, se adiciona antisuero
monoclonal (conejo/ratén anti-IgE humana) unido a la enzima betagalactosidasa para
formar un nuevo complejo. Después de la incubacion, el complejo anti-IgE enzima no
ligado es lavado y el complejo ligado es incubado con la solucién que contiene el
sustrato de dicha enzima (solucién de desarrollo). Tras la incubacidn se afiade una
solucion para detener la reaccion y se mide la fluorescencia, que es directamente
proporcional a la concentracién de IgE en la muestra de suero. Empleando una curva
patron las unidades de respuesta se transforman en concentraciones de IgE total

(Figura 6). Los resultados se expresan en kilo unidades internacionales por litro (kU/L).
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Figura 6. Enzimoinmunoanalisis para la determinacidn de IgE total. Se representan los pasos
del ensayo ordenados de arriba abajo y de izquierda a derecha. En azul los anticuerpos anti-IgE
unidos covalentemente a los pocillos, en verde y naranja la IgE total del suero del paciente a
cuantificar y en azul con amarillo los anticuerpos anti-IgE marcados enzimaticamente (Phadia
InmunoCAP 250, Uppsala, Suecia).

Tras la anamnesis, la exploracidn fisica y las pruebas complementarias se clasificd a
cada paciente segun las indicaciones establecidas en la Guia Espafiola para el Manejo

del Asma (GEMA 2009) [88], revisadas en la GEMA 4.0 [7] (Tabla 5).
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Tabla 5. Clasificacidon del asma segun la GEMA 4.0 [7]. Elaboracién propia.

ASMA

INTERMITENTE

PERSISTENTE
LEVE

PESISTENTE
MODERADA

PERSISTENTE
GRAVE

SINTOMAS DIURNOS

No (2 veces o
menos a la semana)

Mas de 2 veces a la
semana

Sintomas a diario

Sintomas continuos
(varias veces al dia)

MEDICACION DE
ALIVIO (agonista B2-
adrenérgico de accion
corta)

No (2 veces o
menos/ semana)

Mas de 2 veces a la
semana perono a
diario

Todos los dias

Varias veces al dia

ano

SINTOMAS No mas de 2 veces Mas de 2 veces al | Mas de unavezala Frecuentes
NOCTURNOS al mes mes semana

;'\I(I:er:z?;;%N 2ERs Ninguna Algo Bastante Mucha
FUNCION PULMONAR

(FEV1 O PEF) >80 % >80% >60%-<80% <60%
PORCENTAJE TEORICO

EXACERBACIONES Ninguna Una o ninguna al Dos o mas al afio Dos o mas al afio

4.1.3. SUJETOS

Un total de 473 individuos han sido incluidos en el presente estudio.

4.1.3.1. PACIENTES

Se ha incluido en el estudio un grupo de 297 pacientes, siendo los criterios de inclusiéon

los que a continuacion se detallan: edad superior a 14 afios y diagndstico de asma y/o
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rinitis alérgica por un Facultativo Especialista del Servicio de Inmunoalergia del

Complejo Asistencial Universitario de Salamanca.

4.1.3.2. CONTROLES

Para el grupo control se exigieron los siguientes criterios:

v Edad superior a 18 afios.

v" Ausencia de sintomas y antecedentes de asma.

v" Ausencia de sintomas y antecedentes de otras enfermedades
respiratorias.

v" Ausencia de antecedentes de atopia.

v" Pruebas cutdneas negativas frente a la misma bateria de aeroalérgenos
gue la empleada para diagnosticar a los pacientes.

v" Ausencia de antecedentes de asma y atopia en familiares de primer
grado.

v' g E total < 120 kU/L.

4.2. ANALISIS MOLECULAR

4.2.1. EXTRACCION DEL ADN

Mediante venopuncidn se realizé la extraccion de una muestra de sangre periférica a
todos los pacientes y controles. Se utilizaron tubos de vacio con EDTA como
anticoagulante, se alicuotaron las muestras y se identificaron en crioviales que se
almacenaron a -20 °C hasta la extraccion del ADN. Se empled el sistema automatico
MagNa Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I-Large Volume (Roche Applied Science,

Mannheim, Alemania) para la extraccion del ADN a partir de sangre total. Mediante el
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espectrofotémetro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington,

Delaware, EE.UU.) se determind la concentracion y pureza del ADN obtenido.

El MagNa Pure Compact (Roche Applied Science, Mannheim, Alemania) es un robot
automatizado que permite obtener acidos nucleicos a partir de sangre total, suero y
cultivos celulares. El ADN gendmico extraido mediante este sistema es de gran calidad
y adecuado para usar en reacciones en cadena de la polimerasa (PCR). Cada kit
contiene los reactivos y materiales necesarios para la extraccion (MagNa Pure
Compact Reagent Kits). Puede aislar automaticamente acidos nucleicos a partir de una
muestra de sangre total sin procesamiento previo. La unidad central es un brazo
robotico con 8 entradas para las puntas de pipeta que se incluiran en cada proceso. El
robot puede procesar de 1 a 8 muestras por sesidon y tiene un sensor especializado que
puede detectar coagulos en la muestra de partida. También tiene integrado un

ordenador con una consola tactil (Figura 7).

El fundamento de trabajo es un sistema de particulas magnéticas (MagNa Pure
Magnetic Glass Particle Technology) contenidas en un cartucho que se utilizan para

separar los acidos nucleicos.

Figura 7. Vista del interior del equipo con los cartuchos insertados en el carrusel, las puntas de
pipeta, los tubos con las muestras y los tubos de elucién preparados para la extraccién.
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Los pasos del protocolo (Figura 8) son los siguientes:

1. Ala muestra de sangre total se le afiade un tampén de lisis que contiene
proteinasa K para destruir proteinas, Tritdn X-100 (un detergente que
facilita la rotura de las membranas celulares) e inhibidores de
desoxirribonucleasas y ribonucleasas.

2. La mezcla se incuba a temperatura elevada (50 °C), se afiade una
solucién con particulas magnéticas e isopropanol y esto permite la unién
del ADN a la superficie de las particulas de vidrio magnéticas.

3. Captura del complejo ADN-bolas magnéticas mediante un iman.

4. Eliminacion de los restos celulares por sucesivos pasos de lavado.

5. Elucion del ADN a elevada temperatura, mientras que el iman retiene

las particulas de vidrio magnéticas.

St m s m oo

s 2 280 P

Muestra Tampén de  ProteinasaK Particulas Capturade los Lavados Separacion Elucion
Lisis magnéticas compiejos del del ADN del ADN
ADN

Figura 8. Esquema grafico del protocolo de extraccién del MagNa Pure Compact.
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Se siguid el protocolo anterior con cada una de las muestras. Las alicuotas de 950 pL
gue se habian mantenido almacenadas a -20 °C se descongelaron a temperatura
ambiente y para su correcta homogeneizacion se colocaron en un agitador de rodillos
durante unos minutos. Tras encender el aparato, se seleccioné el protocolo “DNA
blood 1000”, para 1 ml de muestra de sangre total y elucién en un volumen final de
200 pL. Se colocaron los cartuchos de reactivos en el carrusel tras la lectura del cédigo

de barras. Las puntas desechables también fueron colocadas en el equipo.

Las alicuotas descongeladas se dispusieron en la parte posterior del rack de muestras,
identificadas segun el nimero de laboratorio, y en el ordenador del instrumento se
introdujo esta misma identificacion. Los tubos de elucion se colocaron en la parte
delantera del rack de muestras, identificando cada tubo con el nimero de laboratorio
de la muestra y leyendo el cédigo de barras para su correcta identificacion en el
ordenador del instrumento. Se procedid a la extraccion automatica de ADN, con una

duracion aproximada de 40 minutos.

Finalizado el programa se recogieron los tubos de elucién con el ADN, se desecharon
los cartuchos de reactivos y las puntas de pipetas. Se limpié el instrumento por dentro

con etanol al 70 % y se descontamind con luz ultravioleta durante 1 hora.

Una vez extraidas las muestras, se evalud el rendimiento de las mismas mediante la
determinacién de la absorbancia a 260 y 280 nm en el espectrofotémetro NanoDrop
1000 con el fin de analizar la cantidad y calidad de ADN extraido. La tecnologia
patentada por NanoDrop™ se basa en utilizar la tension superficial formada por la

columna de cada una de las muestras en el soporte del equipo.

Con tan solo 1,5 pul de muestra se asegura que la columna de liquido formada es

suficiente para medir la absorbancia. La ratio de absorbancia a 260 y 280 nm se utiliza
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para validar la pureza del ADN. Una ratio de 1,8 se considera aceptable e indicador de
un ADN lo suficientemente puro para su empleo en técnicas de Genética Molecular. Si
esta ratio es considerablemente mds baja puede indicar la presencia de proteinas,

fenol u otros contaminantes que absorben cerca de 280 nm.

4.2.2. AMPLIFICACION MEDIANTE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Se analizé un fragmento de 1.667 pares de bases (pb) de la regiéon promotora del gen
PTGDR en un total de 473 individuos, con el objetivo de determinar ocho
polimorfismos ya descritos en la bibliografia dentro de esta region -1289 G>A
(rs35595004), -1122 T>C (rs8019916), -881 C>T (rs33998702), -834 C>T (rs803011), -
613 C>T (rs34236606), -549 T>C (rs8004654), -441 C>T (rs803010) y -197 T>C
(rs11157907) (Figura 9). Todos los estudios de genotipado se realizaron desconociendo

si la muestra procedia de un individuo del grupo control o de un paciente.

G-1289A C-613T T-197C

T-1122C T-549C caa1t

PTGDR-F

[

J

1667pb PTGDR-R

Figura 9. Esquema de la regién promotora del PTGDR. Se representan los polimorfismos, el
inicio transcripcion y la localizacidn de los cebadores para la amplificacion de la region.
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En las muestras de ADN gendmico obtenidas a partir de sangre periférica se amplificé
la regidn correspondiente al promotor del gen PTGDR mediante reaccidn en cadena de
la polimerasa (PCR), con los oligonucleéticos especificos de las secuencias que

flanquean esta region de interés.

La amplificacién se llevd a cabo en un volumen final de 25 uL. En cada reaccién se
anadieron 12,5 uL de PCR-Master Mix (Promega, Madison-WI, EE.UU.) (22 mM Tris-HClI
(pH 8,4), 55 Mm KCl, 1,65 mM MgCl,, 220 uM dNTP, 22 U Tag DNA polimerasa); 8,5 uL
de agua libre de nucleasas; entre 50 y 100 ng de ADN gendémico; 0,4 uM de cada
oligonucledtido cebador o primer (sentido y antisentido). Como control negativo, en
cada serie se empled un tubo con todos los componentes de la reacciéon, menos el
ADN gendmico. Las reacciones de amplificacidn se llevaron a cabo en un termociclador

MultiGene™ OptiMax Thermal Cycler (Labnet Internacional Inc., Edison-NJ, EE.UU.).

Los oligonucledtidos cebadores utilizados en la reaccion de PCR son: PTGDR-I como
cebador sentido (primer forward) (5'-GGCATGAGGCCTAAAAATGAG-3’) y PTGDR-V
como cebador antisentido (primer reverse) (5'-GAAGAAGGCGAAGGCTTGG-3’). Estos
oligonucleétidos fueron disefiados a partir de la secuencia del promotor del gen
PTGDR depositada en la base de datos GenBank (http://www2.ncbi.nIlm.nih.gov/cgi-
bin/genbank) y se suministraron como un liofilizado. Fueron reconstituidos con agua
destilada libre de nucleasas (Water PCR Grade, Roche), alicuotados y almacenados a

una temperatura de -20 °C.

El programa de PCR utilizado para la amplificacién de la region objeto de estudio se

representa en la siguiente figura.
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DESNATURALIZACION

95° C EXTENSION
ANILLAMIENTO

72°C

|
1 min. 10 min.

62°C

|
|
30 seg. |
|
|

Figura 10. Esquema del programa de amplificacién PCR.

En el proceso se diferencian tres fases: desnaturalizacion, hibridacion y elongacion.
Primeramente tiene lugar la desnaturalizacion del ADN, es decir, se separan sus dos
cadenas; esta fase se desarrolla a 94 °C. A continuacién desciende la temperatura
hasta los 62 °C para permitir que, por complementariedad, los cebadores se unan al
ADN molde. Esta fase se denomina hibridacion o anillamiento. La ultima fase,
conocida como elongacidon o extension, se lleva a cabo a 72 °C y en ella la Taq
polimerasa (aislada de la bacteria terméfila Thermus aquaticus) incorpora nucledétidos
complementarios a partir del extremo 3’ libre de la zona en que han hibridado los
cebadores. Las tres fases descritas constituyen un ciclo de la PCR y permiten duplicar el
numero de copias del fragmento de ADN original. Este ciclo se repite 40 veces y el
producto final es la cantidad inicial de ADN molde por 2n, siendo n el nimero de ciclos.
Antes de dichos ciclos de PCR se produce una desnaturalizacién inicial de 5 minutos a
95 °C y todo el proceso se completa con una elongacion final de 10 minutos a 72 °C

(Figura 10).
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4.2.3. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Se aprovecha la caracteristica de la carga negativa de los acidos nucleicos para migrar
hacia el polo positivo de un campo eléctrico para separarlos en funcion de su tamafio
molecular. Mediante la electroforesis en gel de agarosa se separan los fragmentos de
ADN. Se utilizan geles con un 1 % de agarosa, para lo cual se pesd un gramo de este
polisacdrido (Biotools MB Agarose, Biotools B&M Labs, Madrid) y se disolvié en 100 ml|
de Buffer TBE 0,5 x (Promega, Madison-WI, EE.UU.).

Esta mezcla se calentd en un horno microondas para disolver bien la agarosa. Tras
comprobar que la disolucion es éptima, se dejaba templar y se afiadian al matraz 5 pl
de RedSafe Nucleic Acid Staining Solution (iNtRON Biotechnology, Corea). Este
colorante se intercala en la doble hebra de ADN y permite visualizar los acidos
nucleicos a la luz ultravioleta. Se vertia la mezcla en la bandeja de electroforesis, se
colocaba el peine para generar los pocillos y se dejaba solidificar. Una vez solidificado,
se colocaba el gel en la cubeta de electroforesis, que, a su vez, previamente se habia
llenado con la solucién Buffer TBE 0,5 x hasta cubrir el gel de agarosa. Posteriormente

se retiraba el peine.

En cada pocillo se cargd 5 pl de nuestras muestras amplificadas, previamente
mezcladas con 1 pl del tampdn de carga DNA Loading Buffer Red (Bioline, Taunton-MA,
EE.UU.), el cual, al llevar glicerol en su composicién, proporciona a las muestras la
densidad idénea para que se depositen en el fondo del pocillo. En uno o ambos
extremos del gel se cargd como marcador de peso molecular 5 pl del 100 bp DNA
Ladder (Promega, Madison-WI, EE.UU.), con la finalidad de contrastar el tamafio del
producto de PCR. Se colocaba la tapa de la cubeta, se encendia la fuente y se aplicaba
al gel de agarosa una corriente eléctrica de 180 voltios durante 20-30 minutos. Al
finalizar se situaba el gel en un transiluminador de luz ultravioleta con el sistema
fotografico VisiDoc-It™ Imaging System (Uplant-CA, EE.UU.), para visualizar el

producto de nuestra PCR (Figura 11).
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos amplificados por PCR del
promotor de PTGDR.

4.2.4. SECUENCIACION DE LOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS POR PCR

Tras la identificacion del fragmento de ADN se procedié a su purificacion. Se empleé
ExoStart™ 1-Step (GE Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire, UK), compuesto por
un tampoén especial y enzimas hidroliticas que actidan en la mezcla de PCR
transformando los fragmentos de ADN de cadena sencilla sobrantes en fosfato libre y
nucledsidos. Tras su actuacion, las enzimas se inactivaron mediante calor (a 80 °C),
obteniéndose asi el fragmento de interés libre de interferencias para su secuenciacién

(Figura 12).
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Mezcla de PCR Post-Amplificacion
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Figura 12. Esquema de la mezcla de la PCR identificada con ExoStart 1-Step.

Para este proceso se afiadié 1 ul de ExoStart 1-Step a 5 ul del resultante de la PCR y se
incubd en el termociclador de MultiGene OptiMax, segun el esquema reflejado en la

figura 13.

INACTIVACION

ENZIMATICA
) 80° C
PURIFICACION
15 min.
37°C
/ 15 min.
4° C

7 min. — co

Figura 13. Esquema de purificaciéon de PCR con ExoStart 1-Step.
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Para la secuenciacién se utilizaron 5 pl del ADN resultante de la purificacion junto con
3 pl de uno de los dos cebadores (forward o reverse) en un tubo eppendorf que se
habia identificado con el cddigo interno del laboratorio. Se enviaron al Servicio de
Secuenciaciéon de la Universidad de Salamanca (USAL) indicando el nombre de la
muestra a secuenciar y si llevaba incorporado cebador. La secuenciacidn se llevd a
cabo en un secuenciador automatico capilar 3100 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems, California, EE.UU.).

4.2.5. ANALISIS BIOINFORMATICO DE LAS SECUENCIAS

Mediante diferentes programas informaticos se han analizado las secuencias
obtenidas. La lectura y tratamiento de las secuencias automaticas se realizé mediante
el programa Chromas LITE v.2.01 (www.technelysium.com, Technelysium Pty. Ltd,

Tewantin, Australia) (ver Figura 14).

dDﬂ 420

(=] GCGTCCCGCCTC]‘JC Gr'\GGGGTGTGs'-CC

TS 197F
1

420 440

Figura 14. Cromatograma resultado de la secuenciacién en el que se muestra la variabilidad
del polimorfismo -197 T<C.


http://www.technelysium.com/

MATERIAL Y METODOS

Para analizar la homologia con la secuencia depositada en la base de datos GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ se utilizé el programa BLAST de los servidores
del Instituto Europeo de Bioinformatica (www.ebi.ac.uk) y del Grupo de Bioinformatica
y Genética de la Universidad de California Santa Cruz (USC Genome Bioinformatics,

https://genome.ucsc.edu/).

La homologia con la secuencia depositada en la base de datos GenBank
(http://www2.ncbi.nlm.nih.gov/cgibin/genbank) se analizé con el programa BLAST de
los  servidores  www?2.ebi.ac.uk/fasta3,  www.genome.ad.jp/SIT/SIT.html vy
https://genome.ucsc.edu/. El alineamiento de las secuencias de ADN se llevé a cabo
mediante el programa AlingX (VectorNTl Advance 10, Invitrogen-CA, EE.UU.) (Figura
15).

1 100
Cons. (1) T G
A (1) Y K
B (1) T G
o] (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 15. Ejemplo del alineamiento de las secuencias obtenidas mediante el programa AlingX.
El alineamiento se realizé a partir de 15 secuencias (A-O) y la secuencia consenso (Cons.). Se
representa una regién con que comprende las posiciones -197T>C (T/Y/C) y -95G>T (G/K)
coloreadas dentro del amplicén de 642 pb del promotor de PTGDR, donde se detectan las
variantes respecto a la secuencia consenso.


https://genome.ucsc.edu/
http://www2.ncbi.nlm.nih.gov/cgibin/genbank
http://www.genome.ad.jp/SIT/SIT.html
https://genome.ucsc.edu/
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4.2.6. ANALISIS DE EXPRESION GENICA MEDIANTE PCR CUANTITATIVA

4.2.6.1. EXTRACCION DEL ARN

Todas las muestras de sangre periférica obtenidas por puncidon venosa, fueron
recogidas en tubos de vacio que llevaban EDTA como anticoagulante y se mezclaron
con el conservante RNA/ater® (Ambion Life Technologies™, Calsbad-CA, EE.UU.) para
desactivar las ARNasas y conservar el ARN de la sangre a -20 °C en perfectas
condiciones. Para su conservacion se mezclaron 450 ul de sangre total con 1.300 ul de
RNAlater. Antes de utilizar la muestra para la extraccion del ARN, se dejo descongelar a
temperatura ambiente. Tras ello, la muestra se centrifugd y se retird el conservante
antes de utilizar el RiboPure™-Blood Kit (Ambion Life Technologies, Calsbad-CA,

EE.UU.). Este protocolo de aislamiento de ARN consiste en dos fases:

A. Lisis celular en una solucion basada en guanidina y una purificacién inicial de

ARN por extraccion de fenol/cloroformo (Figura 16).

Y
3 1.- La muestra con RNAlater se centrifuga para eliminar el sobrenadante

(. 2 Centrifuga 1 min 13000 rpm

‘: ‘ 2.- Se anade 800 ul de solucion de lisis y 50 ul de solucion de acetato de sodio
3 Vortex 1 min

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

A 4 )

2 Incuba la mezcla 5 min
4.- Se centrifuga para recuperar la fase acuosa en un tubo de 2 mL
‘} X 3 Centrifuga 10 min a 12000 rpm
p

5.- Se anade 600 ulL de 100% etanol a cada tubo de 2 mL

B = Vortex 5 sg

Figura 16. Procedimiento para lisar las células y purificar el ARN.
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B. Purificacion final de ARN mediante extraccidon en fase sélida en un filtro de

fibra de vidrio (Figura 17).

Y P
/
1.- Pasar 700 uL de muestra a través de la columna cada vez, hasta pasarla toda
3 Centrifuga 10 sg a 13000 rpm
\ 2.- Se lava la columna con 700 uL de Solucién de Lavado 1
f-; 2 Centrifuga 10 sg a 13000 rpm
3.- Se lava la columna 2 veces con 700 uL de Solucion de Lavado 2/3
2 Centrifuga 10 sg a 13000 rpm

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

3 Centrifuga 30 sg a 13000 rpm cada vez

Figura 17. Purificacion final del ARN y elucién.

4.2.6.2. TRATAMIENTO CON ADNasa

El kit RiboPure™-Blood incluye un tratamiento con ADNasa |, para eliminar el ADN
gendmico del eluido de ARN. El tratamiento consiste en afiadir un tampdén 20 Xy 1 uL
de ADNasa | (8U/ul) al mencionado eluido. La mezcla se incuba 30 minutos a 37 °C, tras
lo cual se afiade un 20 % de volumen de reactivo de inactivacién de ADNasa durante 2
minutos, se centrifuga a 13.000 rpm durante 1 minuto y se pasa el eluido libre de la

resina del reactivo de inactivacidon a un nuevo tubo.

4.2.6.3. CUANTIFICACION DEL ARN
El ARN fue cuantificado mediante un NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific,

Wilmington, Delaware, EE.UU.) a 260 nm. El ARN debe tener una ratio de 260-280 nm
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entre 1,8-2,0, y su calidad se midié mediante el bioanalizador 2100 Bioanalyzer de
Agilent (Agilent Technologies, Santa Clara-CA, EE.UU.), que proporciona un analisis del

RNA Integrity Number (RIN) (un ARN de buena calidad debe tener un RIN > 7).

4.2.6.4. SINTESIS DEL ADN COMPLEMENTARIO (ADNCc)

La retrotranscripcion (RT) se realizé con el sistema SuperScript™ Il First-Strand
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen Life Technologies, Calsbad-CA, EE.UU.). Este
sistema detecta los ARN que tienen un tamafo entre 100 pb a 12 kb y la cantidad del
material de partida puede variar entre 1 pg y 5 pug de ARN total. Como indica el manual
del sistema, la transcriptasa SuperScript™ Il sintetiza ADNc a una temperatura de
entre 42 y 55 °C, proporcionando un incremento de la especificidad. Para el estudio de
expresion del gen PTGDR se emplearon 250 ng de ARN por cada muestra para la

sintesis de ADNc.

4.2.6.5. DISENO DE CEBADORES PARA gPCR.

Los cebadores se disefiaron mediante el programa informatico Cebador3Plus
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/cebador3plus/cebador3plus.cgi). Para que la
amplificacion funcione correctamente es necesario que los cebadores se unan
especificamente a la secuencia problema; esta especificidad viene determinada por
determinadas propiedades del cebador, como el contenido GC y la temperatura de

fusion.

El amplicédn del gen PTGDR que se procedid a amplificar tenia un tamano de 82
nucledtidos y los oligonucleédtidos cebadores empleados fueron el primer forward (o
sentido) (5'-GGCATGAGGCCTAAAAATGAG-3’) y el primer reverse (o antisentido) (5'-
CCTTGACATCCTTAAATGCTCC-3’). Los cebadores elegidos no presentaban ningun
polimorfismo conocido en su secuencia en el momento del disefio de los mismos, para

evitar asi una posible variacién en la especificidad de unién de los cebadores en las


http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
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distintas muestras de ADNc. Asimismo, se realizd un estudio para comprobar la

eficiencia de los mismos.

4.2.6.6. REACCION DE LA CADENA DE LA POLIMERASA A TIEMPO REAL (qPCR)

Para evitar sesgos en el andlisis, en cada experimento de gPCR se emplearon tanto
muestras de controles como muestras de pacientes, controles negativos sin muestra y
un calibrador. La mezcla de la reacciéon de cada pocillo fue la siguiente: 7,5 pL de
Master Mix SYBR Green | (2X) (Roche Applied Science, Indianapolis-IN, USA), 600 nM

de cada cebador y 25 ng de ADNCc. El volumen total de la reaccidn fue de 15 pL.

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

para el uso del SYBR Green se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Programa de amplificacion empleado para el analisis de expresion génica de PTGDR
mediante PCR a tiempo real con SYBR Green |.

PROGRAMA T2(°C) TIEMPO RAMPA

(°c)/e

Activacion Taq polimerasa 95 10 min 4,4 °C/s

Amplificacidn

Desnaturalizacion 95 10s 4,4 °C/s
Anillamiento 60 10s 2,2°C/s  45ciclos
Polimerizacién 72 10s 4,4 °C/s
Melting curve 97 0,11 °C/s

Enfriamiento 40 30s 2,2 °C/s




/'8 MATERIALY METODOS

La curva de fusién permite salvar la inespecificidad del SYBR Green | y detectar los
posibles dimeros de cebador o contaminacion de la muestra por ADN gendmico, que
podrian provocar una sobreestimacion de la cantidad real de ADNc o, lo que es lo
mismo, del grado de expresidn génica. El andlisis de los datos se realizé mediante el

método Livak [101].

4.2.7. CONTROL DE CALIDAD DEL LABORATORIO

En todos los procedimientos analiticos de este estudio se han seguido las
recomendaciones de la European Molecular Genetics Quality Network (EMQN) [102].
Durante la fase preanalitica se garantizaron la identificacion de las muestras, asi como
su correcto almacenamiento. Cada muestra llegd al laboratorio identificada mediante
una etiqueta con un cédigo de barras y acompafiada de una hoja de recogida de datos
con copia de dicho cédigo. Posteriormente se adjudicd, tanto a la hoja de datos como
a la muestra, un cédigo de laboratorio alfanumérico que posteriormente serd el
utilizado en el resto del estudio. La informacion se almacend en una base de datos
guardada en un ordenador del Servicio de Inmunoalergia con acceso restringido. La
hoja con los datos clinicos del paciente se archivd. Las muestras se alicuotaron en
criotubos y se identificaron con el numero de laboratorio, tanto en la tapa como en el

tubo, y se almacenaron a -20 °C.

La extraccion de ADN se realizd minimizando el riesgo de contaminacion de las
muestras. Se llevé a cabo en un laboratorio destinado exclusivamente a la extracciéon
de ADN, y empleando en todo momento material estéril y puntas con filtro. La
extraccién automatica permite minimizar las transferencias de tubo a tubo y el sistema

de cdodigo de barras mantiene identificadas las muestras durante todo el proceso.
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Con la finalidad de evitar posibles contaminaciones, la PCR se realizd en una cabina de
flujo laminar esterilizada periédicamente con luz ultravioleta, y se utilizaron pipetas
automaticas (empleadas en exclusiva para la PCR) y puntas de pipeta con filtro de un
solo uso. Los estudios de laboratorio se realizaron desconociendo si la muestra
procedia de un individuo del grupo control o de un paciente. En el ordenador del
Servicio de Inmunoalergia, antes mencionado, se almacenaron todas las secuencias

obtenidas.

4.3. ANALISIS ESTADISTICO

Este estudio se basa fundamentalmente en la recogida exhaustiva de una gran bateria
de datos; incluye el andlisis de 102 variables en un grupo de 473 individuos y en
conjunto se ha obtenido un total de 48.246 datos. Por ello, el empleo de un correcto y

sistematico analisis estadistico ha resultado esencial.

4.3.1. ANALISIS DESCRIPTIVO

Para el andlisis descriptivo de la poblacién estudiada se ha utilizado el paquete
estadistico SPSS 20.0 (IBM, Chicago-IL, EE.UU.). Para describir las variables
cuantitativas se han empleado como medidas de tendencia central la mediana o la
media y como medidas de dispersién el rango intercuartilico y la desviacién tipica o
desviacion estandar. En las variables cuantitativas con distribucion no normal, ademas
de la mediana y el rango intercuartilico, se han calculado la media y la desviacidon
estandar al ser valores mas ampliamente utilizados en el ambito clinico. En cuanto a

las variables cualitativas, éstas se han descrito segun su frecuencia.
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4.3.2. ESTUDIO BIVARIANTE

Para el andlisis de las variables cualitativas se empled la prueba de x* (chi-cuadrado) y

las pruebas exactas de Fisher y Montecarlo para 10* iteraciones.

Se establecid un nivel de significacion a partir de p <0,05 y se expresd la Odds Ratio

(OR) con un intervalo de confianza al 95%.

Para el analisis combinado de variables cualitativas y cuantitativas se aplicd la ANOVA
previa comparacion de la homogeneidad de Varianzas o la prueba no paramétricas de
Kruskall Wallis segun la normalidad de la distribucién de la muestra segun la prueba de

Kolmogorov-Smirnov.

Sobre el analisis estadistico se realizd un control de la posibilidad de incurrir en el error
tipo | para lo cual se aplicé la prueba de Bonferroni y el analisis de la probabilidad de
emitir un resultado positivo falso (FPRP) empleando el método descrito por Wacholder
et al. [103]. Otro parametro de control estadistico que se ha calculado es el poder
estadistico de la asociacién encontrada mediante el uso de una plataforma en linea

http://statpages.org/proppowr.html [104].

Ademas, en todos aquellos casos en los que se encontrd una asociacion significativa, se
llevd a cabo una regresidn logistica binaria utilizando el programa estadistico SPSS 18.0
(IBM, Chicago-IL, EE.UU.), ajustando por las posibles variables de confusiéon con el
objetivo de establecer la posible influencia de estas variables en la significacidn
obtenida. Se estimé el riesgo de las diferencias significativas mediante el calculo de la

OR, con un intervalo de confianza al 95 %.


http://statpages.org/proppowr.html%20%5b104
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4.3.2.1. ESTUDIO DE ASOCIACION GENICA

POLIMORFISMOS. Con la finalidad de estudiar las posibles diferencias existentes en la
distribuciéon de las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos del gen
PTGDR (-1289 G>A, -1122 T>C, -881 C>T, -834 C>T, -613 C>T, -549 T>C, -441 C>Ty -197
T>C) entre los distintos grupos de pacientes y los controles, se ha utilizado la
plataforma estadistica on-line SHEsis (http://analysis.bio-x.cn/myAnalysis.php), que
compara las frecuencias mediante un test de contingencia de tipo Chi-cuadrado. Se
determind la situacién de equilibrio poblacional también mediante una prueba x? para

el calculo del equilibrio de Hardy-Weimberg.

Cuando existian diferencias significativas entre pacientes y controles, de nuevo se
comprobd la significacion utilizando la regresion logistica ajustando por edad y sexo,
controlando ademas el poder estadisticos y la probabilidad de emitir un resultado

positivo falso.

También se han comparado los mencionados polimorfismos del gen PTGDR con las
variables cuantitativas del estudio, utilizando ANOVA o Kruskal-Wallis, determinando
previamente, como ya se ha mencionado, qué distribucién siguen mediante el test

Kolmogorov-Smirnov.

NIVEL DE EXPRESION DEL GEN PTGDR. Se han relacionado los niveles de expresion del
gen PTGDR con las variables cuantitativas, empleando el coeficiente de correlacién de
Pearson, y con las cualitativas, utilizando en este caso ANOVA o Kruskal-Wallis (segun

la distribucion de las variables).


http://analysis.bio-x.cn/myAnalysis.php
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4.3.3. ESTUDIO MULTIVARIANTE

Para realizar el andlisis multivariante de la matriz de datos, se han empleado
basicamente dos técnicas. Una técnica de reduccién no lineal de la dimensionalidad, el
analisis de correspondencias multiples o HOMALS, y una técnica de clasificacién, el

analisis de clusters o analisis de conglomerados.

El analisis de correspondencias multiples, también conocido como andlisis de
homogeneidad o HOMALS (acrénimo del inglés HOMogeneity Analysis by means of
Alternating Least Squares; i. e. Andlisis de Homogeneidad mediante Minimos
Cuadrados Alternados), es una técnica exploratoria de andlisis multivariante no lineal
gue permite analizar la estructura dimensional de un conjunto de datos cuando el
objetivo es investigar las interrelaciones entre un gran numero de variables
categoricas, particularmente entre todas las categorias simultaneamente. Es una
generalizacion del analisis factorial de correspondencias que se usa para analizar tablas

de contingencia bidimensionales [105].

Se trata de un procedimiento estadistico adecuado para datos cualitativos, cuyo
objetivo es describir las relaciones entre variables nominales en un espacio de
dimension reducida, que contiene las categorias de las variables; asi como, los
individuos (objetos) con valores en dichas categorias [106]. Mediante esta técnica, los
individuos pertenecientes a la misma categoria se representan cerca los unos de los
otros, mientras que los individuos de categorias distintas se representan alejados unos
de los otros. Cada objeto se encuentra lo mas cerca posible de los puntos categoria
para las categorias a las que pertenece dicho objeto. El andlisis de correspondencias
multiples es una técnica que nos posibilita una interpretacién grafica de baja

dimensionalidad con la menor pérdida posible de informacion.
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Albert Gifi es el seudénimo con el que miembros del Departamento de Teoria de Datos
de la Facultad de Ciencias Sociales de la Universidad de Leiden (Paises Bajos)
publicaron en 1990 el libro titulado Nonlinear Multivariate Analysis [107], publicacidn
en la que se recogen y presentan los diversos procedimientos de escalamiento dptimo
de datos que configuran el Sistema Gifi del andlisis multivariante no lineal. El
escalamiento 6ptimo tiene como idea asignar cuantificaciones numéricas a las
categorias de cada variable. Esta cuantificacion o&ptima se obtiene por el
procedimiento iterativo de los minimos cuadrados alternados y permite con

posterioridad realizar andlisis multivariantes.

El objetivo del HOMALS es conseguir cuantificaciones dptimas de las categorias de las
variables, de manera que dichas categorias estén separadas entre las distintas
dimensiones estudiadas tanto como sea posible y, ademas, dentro de cada dimensién
los individuos estén lo mas proximos unos de otros, con la finalidad de obtener una

homogeneidad maxima.

El Sistema Gifi del analisis multivariante no lineal comprende una serie de técnicas
exploratorias que son extensiones del andlisis de componentes principales y de
correlacién candnica al caso de variables nominales o con niveles mixtos de medida.
Dentro de este sistema, el andlisis de homogeneidad se presenta como el modelo
menos restrictivo, en el sentido de que trabaja solo con un grupo de variables y todas

ellas son analizadas por su nivel de medida nominal [108].

El andlisis de correspondencias multiples es un procedimiento hibrido entre el analisis
factorial y el analisis de correspondencias que permite reducir la dimensionalidad de la
informacidén cuando las variables son de tipo nominal. Del andlisis factorial incorpora la
reduccién de la informacién recogida por muchas variables en una serie de factores,
que en el HOMALS se denominan dimensiones y que permiten la representacién
grafica de las relaciones de las variables; asi como, el posicionamiento de los individuos
en el plano factorial resultante. Del analisis de correspondencias asimila la posibilidad

de trabajar con variables categdricas; si bien, es capaz de trabajar con mdas de dos
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variables. El HOMALS es una generalizacién del andlisis de correspondencias. Este
analisis también se puede considerar como un andlisis de componentes principales de

datos escalados al nivel nominal multiple.

El analisis de los datos se ha llevado a cabo utilizando el programa SPSS 22 (Statistical
Products and Service Solutions, versién 22) (IBM, 2013), que implementa el andlisis de
correspondencias multiples (asi como otros procedimientos de escalamiento éptimo),
gracias al trabajo desarrollado por los miembros del departamento de Teoria de Datos
de la Facultad de Ciencias Sociales de la Universidad de Leiden, donde surgi6 el
denominado Sistema Gifi. Con dicho programa también se han realizado los analisis

cluster.

El analisis de clusters, o analisis de conglomerados, es una técnica de andlisis
exploratorio de datos que sirve para obtener sistemas de clasificacion [109]. Su
objetivo consiste en ordenar objetos (pacientes, cosas, variables) en grupos
denominados conglomerados o clusters, lo que se lleva a cabo de modo que el grado
de asociacion-similitud entre miembros del mismo cluster sea mas fuerte que el grado
de asociacion-similitud entre miembros de diferentes clusters. Este procedimiento
estadistico permite descubrir estructuras en los datos que no suelen ser evidentes a
priori y contribuir, asi, a la definicién formal de un fenotipo para un conjunto de

objetos dados.

Se han utilizado fundamentalmente métodos de clasificacion jerdrquicos, que
producen clasificaciones con un nimero creciente de clases anidadas y utilizan una
representacidn grafica para presentar sus resultados, el dendrograma, que tiene forma

de arboly resume el proceso de agrupacion en el analisis.

Los distintos métodos o algoritmos de agrupacién dependen del método para calcular
la distancia entre clusters. Es necesario resaltar que los distintos métodos para el

calculo de las distancias entre clusters producen distintas clasificaciones, por lo que no
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existe una clasificacion correcta Unica. Para la realizaciéon de este analisis se ha

utilizado el método de Ward, o método de varianza minima.
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5.1. ESTUDIO DESCRIPTIVO UNIVARIANTE

5.1.1. CONTROLES

En este estudio, el grupo control ha estado constituido por 176 individuos
caracterizados como tales tras la anamnesis, exploracién clinica y pruebas
complementarias por los facultativos del Servicio de Inmunoalergia del Complejo
Asistencial Universitario de Salamanca. Ninguno presentaba rinitis, asma o
enfermedades respiratorias, ni antecedentes familiares de asma, rinitis o atopia, ni
pruebas cutaneas para aeroalérgenos positivas, ni valores de IgE sérica total superiores

a 120 ku/L.

En el grupo control predominaron las mujeres (64,2 %) frente a los varones. La
mediana de la edad fue de 53 afios (R.l. 30,75) y la mayoria de ellos fueron no

fumadores (84,7 %) (Figura 18).
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Figura 18. Distribucidn de los porcentajes por sexo y condicion de fumador activo en la
poblacién control.
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La mediana de los niveles de IgE total en suero fue de 26,4 kU/L; R.l. 35,2 (media 37,3
kU/L; DE 30,5) y de los eosindfilos totales en sangre periférica de 137/ul; R.I. 125,5
(media 159/ul; DE 109,6).

5.1.2. PACIENTES CON PRUEBAS CUTANEAS POSITIVAS

En este estudio se han incluido un total de 297 pacientes, mayores de 14 afios,
diagnosticados de asma y/o rinitis segun los criterios de la GEMA 2009 [89] para el
asma y los de ARIA para la rinitis [16]. De ellos, 214 presentan asma y rinitis alérgicas,

12 solo presentan asma alérgica y 71 solo rinitis alérgica.

Observamos un predominio del sexo femenino (56,2 %), si bien la diferencia no fue tan
marcada como en el grupo control, y solo hubo un 12,1 % de fumadores activos (Figura

19).
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Figura 19. Distribucion de los porcentajes de sexo y fumadores activos en los pacientes.
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La mediana de edad de los pacientes fue de 29 afios (R.l. 18), de la edad de aparicion
de rinitis alérgica 15 afios (R.l. 18) y del inicio del asma alérgica de 16 afios (R.l. 16,25)

(Figura 20).

Frecuencia
Frecuencia
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EDAD INICIO RINITIS ALERGICA EDAD APARICION ASMA ALERGICA

Figura 20. Distribucidon de las frecuencias de la edad de aparicién de la rinitis y del asma
alérgicas.

Si categorizamos la edad de aparicidon del asma alérgica entre mayores y menores de
18 afios, el 55,4 % de los mismos habian presentado sintomatologia asmatica antes de
esa edad y el 44,6 % restante con posterioridad. En el caso de categorizar la edad de
apariciéon del asma en: 0-20 afios, 21-40 afios, 41-60 afios y > 61 aiios; el 62 % de los
asmaticos habian iniciado la clinica asmatica antes de los 20 anos, el 32 % entre los 21
y los 40 afios, el 6 % entre los 41 y los 60 afios y en ninguno de los pacientes la

sintomatologia asmatica habia debutado después de los 61 afios (Figura 21).
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Figura 21. Distribucidn de los porcentajes de edad de inicio del asma.

La mediana de los niveles de IgE total en suero fue de 185 kU/L; R.l. 386,6 (media
366,6 + 485,4 kU/L) y de los eosindfilos totales en sangre periférica de 215,5/ul; R.I.
229,5 (media 277,9 +227,8/ul).

En cuanto a los antecedentes personales, cabe destacar que el 42,9 % presentaba
pruebas cutaneas positivas en la infancia, el 32,5 % fue diagnosticado de asma en la
infancia y un 4,4 % referia presencia de dermatitis atépica en la infancia; hemos

considerado en este estudio que la infancia abarca hasta los 14 afios.

Entre los pacientes, solo 9 presentaron de forma concomitante poliposis nasal y tres
de ellos habian precisado cirugia endoscépica nasosinusal o polipectomia nasal. En
relacion con los antecedentes familiares, un 36,7 % referia antecedentes familiares de
primer grado de atopia, pero solamente el 7,8 % referia que el antecedente de atopia
fuera de la madre; el 21,1 % referia antecedentes familiares de asma alérgica (en el 5,1

% se trataba de la madre) y antecedentes familiares de rinitis alérgica el 22,8 %.

Los porcentajes de pruebas cutdneas positivas por grupos de alérgenos en los

pacientes se muestran en la Tabla 7.
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Tabla 7. Distribucion de porcentajes de pruebas cutaneas positivas por grupos de

aeroalérgenos frente a la bateria de aeroalérgenos empleada.

PRUEBAS < -

INTRAEPIDERMICAS ACAROS POLENES | EPITELIOS | HONGOS
POSITIVAS 70,7 78,8 42,8 91
NEGATIVAS 29,3 21,2 57,2 90,9

Si consideramos en nuestra poblacidon alérgica la sensibilizacién a los distintos grupos
de alérgenos (pdlenes, acaros, epitelios y hongos), encontramos la siguiente
distribucidn de porcentajes: sensibilizados a un solo grupo (monosensibilizados) un 34
%, dos sensibilizaciones un 35 %, tres sensibilizaciones un 27 %, y cuatro
sensibilizaciones Unicamente un 4 % (Figura 22). En el grupo de monosensibilizados no

encontramos sensibilizados a epitelios ni a hongos.

4%

E MONOSENSIBILIZADOS
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SENSIBILIZACIONES

O TRES
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E CUATRO
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Figura 22. Distribucidn de los porcentajes de sensibilizaciones.
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En relacion con la rinitis, su clasificacion segun la gravedad se muestra en la siguiente

figura (Figura 23).

ERINITISINTERMITENTE LEVE HE RINITISINTERMITENTE MODERADA
ERINITISINTERMITENTE GRAVE E RINITIS PERSISTENTE LEVE
ERINITIS PERSISTENTE MODERADA ERINITIS PERSISTENTE GRAVE

1%

Figura 23. Clasificacion de la rinitis alérgica en los pacientes con esta patologia.

Recibian o habian recibido tratamiento con inmunoterapia en los ultimos cinco afios el

29,3 % de los pacientes alérgicos, la mayoria con acaros (55,2 %) o pdlenes (39,1 %).

5.1.3. PACIENTES CON ASMA ALERGICA

En el grupo de pacientes con asma alérgica también predominaron las mujeres (57,5
%), siendo la mediana de la edad fue de 28 afios (R.l. 18). La mediana de los niveles de
IgE total en suero fue de 198 kU/L; R.l. 412,2 (media 398,4 + 524,5 kU/L) y de los

eosindfilos totales en sangre periférica de 230/ul; R.I. 247,5 (media 298,9 + 243,9/ul).
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La media del indice de masa corporal (IMC) de los pacientes diagnosticados de asma
alérgica fue de 24,67 + 4,70 kg/m?. Respecto a la clasificacion de la gravedad del asma

se obtuvieron los resultados representados en la figura 24.

EASMA INTERMITENTE B ASMA PERSISTENTE LEVE
O ASMA PERSISTENTE MODERADA B ASMA PERSISTENTE GRAVE

Figura 24. Clasificacion de la gravedad del asma en nuestros asmaticos.

Los valores espirométricos de los pacientes asmaticos se muestran en la siguiente

tabla (Tabla 8).

Tabla 8. Medias y desviaciones tipicas de los valores espirométricos de los pacientes con asma
alérgica.

FVC % FEV1 % FEV1/FVC FEF25-75 %

MEDIA + DE 92,7+12,4 89,9 +13,7 79,6 + 8,8 78,47 £ 26,5
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En lo relativo a la fraccién de éxido nitrico exhalado (FEyno), la poblacién con asma

presentaba una mediana de 34 ppb; R.I. 43,5 (media 49,29 + 45,28 ppb).

La agrupacion de la gravedad del asma en relacién con la edad de inicio de la
sintomatologia asmatica, segun las categorizaciones previamente descritas, se muestra
en las figuras 25 y 26. Merece destacar un predominio de edad de comienzo mayor de

40 anos en los grupos de asma persistente moderada y grave.

63.6%

61.2%

INTERMITENTE PERSISTENTE LEVE PERSISTENTE PERSISTENTE GRAVE
MODERADA
M Inicio de asma < 18 afios ¥ Inicio de asma > 18 aios

Figura 25. Porcentajes de distribucidn de la gravedad del asma entre menores y mayores de 18
afnos.
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B INTERMITENTE M PERSISTENTE LEVE W PERSISTENTE MODERADA B PERSISTENTE GRAVE
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53.8%
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0.0%

DE 41 A 60 ANOS

Figura 26. Porcentajes de distribucion de la gravedad del asma segun categorizacién de edad.

La clasificacién de la gravedad segun el tratamiento que recibian los pacientes se

refleja en la siguiente tabla; los escalones terapéuticos se establecieron segun los

criterios de la GEMA 2009 [89], posteriormente actualizados en la GEMA 4.0 [7]. El

mayor porcentaje de pacientes correspondié al escalén 1 (Tabla 9).

Tabla 9. Porcentajes de los escalones terapéuticos de tratamiento.

Porcentaje
ESCALON 1 64,4
ESCALON 2 1,8
ESCALON 3 18,7
ESCALON 4 12,4
ESCALON 5 1,8
ESCALON 6 0,9
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Relacionando la gravedad del asma con la dosis de glucocorticoides inhalados (GCl)

obtuvimos la distribucién que se muestra en la figura 27.

B NO GCI B GCIDOSISBAJA = GCIDOSIS MEDIA = GCI DOSIS ALTA
0,99

INTERMITENTE PERSISTENTE LEVE PERSISTENTE PERSISTENTE GRAVE
MODERADA

Figura 27. Relacion entre grado de asma y la dosis de GCI.

En lo referente al control de los pacientes asmaticos, un 73,5 % presentan buen

control de sus sintomas, mientras que solo el 5,3 % refirieron mal control (Figura 28).

MAL CONTROLADA

PARCIALMENTE
CONTROLADA

BIEN CONTROLADA 73.5%

Figura 28. Control del asma en nuestra poblacion asmatica (en porcentaje).
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Cabe destacar que, de los 226 pacientes diagnosticados de asma alérgica solo siete
habian precisado acudir al Servicio de Urgencias por reagudizacién de su patologia en

el ultimo afio, y que en tres de los casos fue necesario su ingreso en el hospital.

5.2. ESTUDIO BIVARIANTE

5.2.1. VARIABLES CLINICAS

En el andlisis de las variables de funcion pulmonar, como era de esperar, se observd
una correlacién positiva entre FVC y FEV1 (r=0,768; p<0,001); asi como, entre FEV1 y
FEF25-75 directa (r=0,738; p=0,001) y entre FEV1/FVCy FEF25-75 (r=0,716; p<0,001).

Hemos identificado, ademas, cierta correlacién entre FEno y el numero total de

eosindfilos en sangre periférica (r=0,384; p<0,001).

En los pacientes con asma alérgica identificamos una asociacidn entre la gravedad de

asmay la sensibilizacion a los acaros (p=0,03) (Figura 29).

B PC ACAROS POSITIVAS ® PC ACAROS NEGATIVAS

INTERMITENTE PERSISTENTE LEVE PERSISTENTE PERSISTENTE GRAVE
MODERADA

Figura 29. Relacion entre sensibilizacidn a acaros y gravedad del asma.



RESULTADOS

En este mismo grupo también hemos observado una mayor proporcién de
sensibilizacion a los epitelios en los estadios mas graves de asma; si bien, no se alcanza

significacion estadistica (Figura 30).

B PC EPITELIOS POSITIVAS  PC EPITELIOS NEGATIVAS

INTERMITENTE PERSISTENTE LEVE PERSISTENTE PERSISTENTE GRAVE
MODERADA

Figura 30. Relacion entre sensibilizacidn a epitelios y gravedad del asma.

Esta asociacién se confirmd al agrupar el asma intermitente con la persistente leve y la

persistente moderada con la grave (Figura 31).
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m ACAROS POSITIVOS ~ m ACAROS NEGATIVOS

PERSISTENTE MODERADAY PERSISTENTE INTERMITENTE Y PERSISTENTE LEVE
GRAVE

M EPITELIOS POSITIVOS = EPITELIOS NEGATIVOS

PERSISTENTE MODERADAY PERSISTENTE ~ ASMA INTERMITENTE Y PERSISTENTE LEVE
GRAVE

Figura 31. Relacidn entre la sensibilizacidon a dcaros y epitelios y la agrupacién de la gravedad
del asma.

Asimismo, hemos identificado también, como era de esperar, una asociacién
estadisticamente significativa (p<0,001) entre el control del asma y la gravedad: el
asma intermitente estaba controlada en un 92 % frente a un 45 % del asma grave
(Figura 32). Dicha asociacidon se confirmdé al agrupar el asma intermitente con la

persistente leve y la persistente moderada con la grave.
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H BIEN CONTROLADA B PARCIALMENTE CONTROLADA = MAL CONTROL
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Figura 32. Porcentajes de control del asma segun la gravedad.

En cuanto a la sensibilizacidon, observamos que los pacientes con asma intermitente y
persistente leve presentaban mayores porcentajes de monosensibilizaciéon (p=0,029)

(Tabla 10).

Tabla 10. Distribucién del numero de sensibilizaciones segun la gravedad de asma.

MONO DOS TRES CUATRO
SENSIBILIZADOS | SENSIBILIZACIONES | SENSIBILIZACIONES | SENSIBILIZACIONES
ASMA
INTERMITENTE Y 76,8% 65,1% 52,4% 62,5%
PERSISTENTE
LEVE
PERSISTENTE
MODERADA Y 23,2% 34,9% 47,6% 37,5%
GRAVE

La agrupacion de asma intermitente y persistente leve frente a persistente moderada y

grave confirmd las asociaciones que se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11. Asociaciones estadisticas entre variables clinicas y grados de asma.

ASMA INTERMITENTE-PERSISTENTE
LEVE frente a ASMA PERSISTENTE

MODERADA-GRAVE

PC ACAROS POSITIVAS p=0,009
PC EPITELIOS POSITIVAS p=0,017
MONO-POLISENSIBILIZADOS p=0,029
CONTROL ASMA p<0,001

Ademads hemos detectado que el asma persistente grave se relacionaba con un IMC

mas elevado; asi como, con los valores espirométricos mas bajos (Tabla 12).

Tabla 12: Medias y desviaciones tipicas del IMC y los valores espirométricos en relacién con el

grado de asma.
IMC FVC FEV1 FEV1/FVC FEF25-75
INTERMITENTE | 2404 | 4,32 | 92,82 | 11,48 | 92,44 | 12,88 | 82,53 | 6,873 | 86,2 | 25,904
PERSISTENTE | 543> | 29 | 9724 | 1063 | 936 | 13,18 | 7864 | 7,714 | 79,8 | 26,793
LEVE
PERSISTENTE | 5551 | 509 | 92,29 | 12,381 | 87,36 | 12,03 | 78,06 | 9,415 | 71,49 | 23,763
MODERADA
PERSISTENTE | 787 | 7,53 | 82,25 | 18,872 | 73,47 | 18,87 | 65,8 | 6,805 | 49,85 | 16,838
GRAVE
MEDIA+DE | MEDIA + DE | MEDIA +DE | MEDIA +DE | MEDIA +DE

En la siguiente tabla (Tabla 13) se muestran los valores de p para las asociaciones

estadisticamente significativas entre la gravedad de asma y los valores espirométricos.
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Tabla 13. Relaciones entre valores espirométricos y gravedad del asma. N.S. = no significativo.

ASMA
INTERMITENTE ASMA ASMA PERSISTENTE | AOMA PERSISTENTE
INTERMITENTE MODERADA FRENTE
FRENTE A LEVE FRENTE A
PERSISTENTE FRENTE A PERSISTENTE GRAVE | PERSISTENTE
VIODERADA PERSISTENTE GRAVE GRAVE
FEV1 N.S. p=0,045 p=0,035 N.S.
FEV1/FVC p=0,003 p<0,001 p<0,001 p<0,001
FEF25-75 p=0,002 p<0,001 p=0,005 N.S.

Ademas, los datos espirométricos también se asociaron con el grado de control del

asma, con unos valores mucho mas desfavorables, como era de esperar, en el caso de

los pacientes mal controlados (Tabla 14).

Tabla 14. Grado de control de asma y valores espirométricos.

GRADO DE
CONTROL IMC FVC FEV1 FEV1/FCV FEF25-75
BIEN 24,63 | 4,80 | 92,68 | 13,03 | 90,39* | 13,93 | 80,16 | 9,56 | 80,08 | 26,42
CONTROLADA
PARCIALMENTE | 5517 | 455 | 94,14 | 10,24 | 91,184 | 11,61 | 78,98 | 6,04 | 78,47 | 26,39
CONTROLADA
MAL 23,41 | 4,05 | 87,25 | 11,93 | 78,95+# | 15,41 | 75,17 | 6,76 | 58,75e | 21,48
CONTROLADA

MEDIA +DE | MEDIA = DE | MEDIA + DE | MEDIA + DE| MEDIA + DE

*p=0,016; #p=0,017; ep=0,022
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En lo que respecta al grado de sensibilizacion, se encontré una relacién
estadisticamente significativa (p=0,023) con los valores de IgE total, que aumentan al
elevarse el nimero de sensibilizaciones —aunque se igualaba mucho entre tres y cuatro

sensibilizaciones— (Figura 33).

600 - =@-IgE total (kU/L) p=0,023
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MONOSENSIBILIZADOS DOS TRES CUATRO
SENSIBILIZACIONES SENSIBILIZACIONES SENSIBIIZACIONES

Figura 33. Relacidn entre valores de IgE total y mono-polisensibilizaciones.

También se encontraron unos niveles mds elevados de IgE en los pacientes con

antecedentes familiares tanto de asma (p=0,042) como de atopia (p=0,027).

Respecto al recuento de eosindfilos, se observé un incremento de los niveles de
eosinodfilos en los pacientes que presentan sensibilizacién a mas de dos grupos de

alérgenos respecto a los sensibilizados a uno o dos grupos (p=0,020) (Figura 34).
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Figura 34. Relacion entre el recuento de eosindfilos en sangre periférica y el nimero de grupos

de alérgenos a los que estan sensibilizados los pacientes.

Al relacionar la gravedad del asma con el recuento de eosindfilos en sangre periférica,

asi como con los niveles de IgE total en suero, se observé un incremento de los valores

medios,

tanto del numero de eosindfilos como de los niveles de IgE total, con la mayor

gravedad del asma excepto en el caso del asma persistente grave (Figura 35), pero que

no se correspondieron con significacion estadistica.
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Figura 35. Relacion entre eosindfilos en sangre periférica y niveles de IgE total con grados de

asma.
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Al agrupar la gravedad del asma en intermitente y persistente leve frente a persistente
moderada y persistente grave, no se alcanzé significacidon con los niveles de IgE pero
practicamente se acerco a la significacién en el caso de los recuentos de eosindfilos en

sangre periférica (Figura 36).

=&-IgE total (kU/L)  ==EOSINOFILOS /pL SP

600 -

500 - iy 486

400 -

300 1 282

200 ~
100 -

ASMA INTERMITENTE Y PERSISTENTE LEVE PERSISTENTE MODERADA Y GRAVE

Figura 36. Relacion entre niveles de IgE sérica total y recuento de eosindfilos en sangre
periférica y gravedad del asma en dos categorias.

5.2.2. ESTUDIO DE ASOCIACION GENICA

5.2.2.1. NIVELES DE EXPRESION DE PTGDR

Como tendencia general, se observd que los niveles de expresion génica de PTGDR
fueron significativamente superiores en los pacientes atdpicos (p<0,001), tanto
alérgicos a los acaros (p=0,003), como a los pdlenes (p=0,001) y a epitelios (p=0,001).
Del mismo modo, los niveles de expresién en los pacientes con asma alérgica
(p=0,001), asma intermitente (p=0,004) y asma persistente moderada (p=0,001) fueron
superiores a los de los controles. Sin embargo, al igual que los niveles de IgE y el
recuento de eosindfilos, los niveles de PTGDR presentaron una gran heterogeneidad
en el grupo de asma persistente grave y, por lo tanto, no se encontrd una asociacién

estadisticamente significativa.
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Entre los pacientes diagnosticados de rinitis alérgica (p<0,001), rinitis intermitente leve
(p=0,039), rinitis intermitente moderada (p<0,001) y rinitis persistente moderada
(p=0,001) y el grupo control, también se observaron diferencias estadisticamente
significativas, pero, nuevamente, no asi en los pacientes con rinitis persistente grave. Y
por ultimo, también fueron significativamente superiores en los pacientes con

antecedentes familiares de primer grado de atopia (p=0,015) y de asma (p=0,018) y el

grupo cont

Tabla 15.

rol (Tabla 15).

Asociacion entre los niveles de expresidn de PTGDR y distintas variables clinicas.
RANGO
MEDIANA | \NTERCUARTILICO

CONTROLES 0,61 0,57

PRUEBAS CUTANEAS (PC) POSITIVAS 0,83 0,62

PC POSITIVAS ACAROS 0,81 0,64

PC POSITIVAS POLENES 0,82 0,60

PC POSITIVAS EPITELIOS 0,81 0,55

ASMA 0,81 0,61

ASMA INTERMITENTE 0,80 0,55

ASMA PERSISTENTE MODERADA 0,85 0,56

RINITIS 0,83 0,61

RINITIS INTERMITENTE LEVE 0,68 0,53

RINITIS INTERMITENTE MODERADA 0,91 0,64

RINITIS PERSISTENTE MODERADA 0,88 0,62

AF DE ATOPIA 0,75 0,49

AF DE ASMA 0,75 0,64

5.2.2.2. ANALISIS DE SNP

En el andlisis de los polimorfismos del gen PTGDR se identificd una asociacién entre el
polimorfismo -1289 G>A y la gravedad de asma, de forma que el genotipo homocigoto
mutado AA resulté muy poco frecuente en asma intermitente aumentando su

frecuencia a medida que aumentaba la gravedad de asma (p=0,038; poder estadistico
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con un nivel a 0,05; PE=79,1). Del mismo modo, el genotipo AA fue mas frecuente en
los pacientes con asma persistente moderada y grave (0,12) que en los diagnosticados

de asma intermitente y persistente leve (0,02) (p=0,011; PE=83,8) (Tablas 16 y 17).

Tabla 16. Frecuencias genotipicas del polimorfismo -1289 G>A y su relacidon con la
gravedad del asma. Entre paréntesis se indican los niveles de expresion de PTGDR.

FRECUENCIAS GENOTIPICAS
SNP ASMA ASMA ASMA ASMA
PTGDR CONTROLES |\ oo o | PERSISTENTE | PERSISTENTE | PERSISTENTE
LEVE MODERADA GRAVE
GG: 0,50 GG: 0,58 GG: 0,50 GG: 0,49 GG: 0,27
(0,7502) (0,9477) (1,1311) (0,9251) (1,0210)
1289Gea | GA:0,40 AG: 0,40 AG: 0,46 AG: 0,40 AG: 0,55
(0,6715) (0,8557) (0,5800) (1,0795) (0,7407)
AA: 0,10 AA: 0,02* AA: 0,04 AA: 0,11 AA: 0,18
(0,4687) (0,4516) (0,0490) (0,9373) (1,4473)
*p=0,038

Tabla 17. Frecuencias genotipicas del polimorfismo -1289 G>Ay la gravedad del asma
agrupando intermitente con persistente leve y persistente moderada con grave. Entre
paréntesis se indican los niveles de expresion de PTGDR.

FRECUENCIAS GENOTIPICAS
oNP pTGDR | ASMAINTERMITENTEY | ASMA PERSISTENTE
PERSISTENTE LEVE | MODERADA Y GRAVE
GG: 0,56 GG: 0,46
(0,9894) (0,9293)
AG: 0,42 AG: 0,42
oo (0,7730) (1,0059)
AA: 0,02¢ AA: 0,12
(0,3174) (1,0648)

*p=0,011
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El estudio de las pruebas funcionales también confirmé estos resultados, ya que los
pacientes portadores del genotipo AA presentaron unos valores de FEV1/FVC
significativamente menores que los portadores del genotipo GG (p=0,032; media 73,37
+ 8,41 frente a 80,32 + 8,68). Sin embargo, hay que tener en cuenta que las
asociaciones de la distribucion de frecuencias genotipicas no se confirmaron mediante

regresion logistica al ajustar por edad y sexo.

En relacién al polimorfismo -549 T>C, el genotipo homocigoto mutado CC fue mas
frecuente en los pacientes con asma persistente grave (0,73) que en los controles
(0,30) (p=0,009; PE=85,3). Estos resultados se confirmaron mediante regresién
logistica al ajustar por edad y sexo; p=0,008; OR: 5,594; IC 95 %: 1,58-19,80; PE=85,3
%: FPRP para una probabilidad a priori 0,25 = 4,4 %. Ademas, el genotipo mutado CC
presentd unos niveles mas elevados de expresion en el asma grave que en el resto de
grupos (Tabla 18). Estos resultados se confirmaron al agrupar la gravedad de asma en
intermitente y persistente leve frente a persistente moderada y persistente grave,
tanto el aumento de la expresion de PTGDR como de la frecuencia del genotipo
mutado p=0,022. Esta asociacion también se confirma tras la aplicacion de la regresion
logistica, ajustando por edad y sexo, p=0,013; OR: 0,568; IC 95 %: 0,364-0,886), si bien

el poder estadistico en esta confirmacién descendid a 60,5 (Tabla 19).

Tabla 18. Frecuencias genotipicas del polimorfismo -549 T>C y su relacidn con la
gravedad del asma. Entre paréntesis se indican los niveles de expresién de PTGDR.

FRECUENCIAS GENOTIPICAS
SNP ASMA ASMA ASMA ASMA
prepr | CONTROLES | o o\ | PERSISTENTE | PERSISTENTE | PERSISTENTE
LEVE MODERADA GRAVE
TT: 0,23 TT: 0,20 TT: 0,27 TT: 0,12 TT: 0,00
(0,5529) (0,8738) (1,070) (1,3959) (=)
sagsc| CT:047 CT: 0,60 CT: 0,40 CT:0,57 CT: 0,27
(0,8689) (0,9829) (0,9541) (0,9843) (0,8802)
CC: 0,30 CC: 0,20 CC: 0,33 CC: 0,31 CC: 0,73¢
(0,5349) (0,6992) (0,5138) (0,8010) (0,8802)

p=0,009
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Tablal9. Frecuencias genotipicas del polimorfismo -549 T>C y la gravedad del asma
agrupando intermitente con persistente leve y persistente moderada con grave. Entre
paréntesis se indican los niveles de expresion de PTGDR.

FRECUENCIAS GENOTIPICAS
oNp prepr | ASMAINTERMITENTE | ASMA PERSISTENTE
Y PERSISTENTE LEVE | MODERADA Y GRAVE

TT:0,21 TT:0,10
(0,9255) (1,3959)
CT: 0,56 CT:0,53

49 T>C (0,9770) (0,9766)
CC: 0,23* CC: 0,37
(0,6309) (0,8249)

*p-FISHER=0,03

El estudio de las pruebas funcionales respiratorias también confirmé esta asociacion,
de forma que los pacientes portadores del genotipo homocigoto mutado CC
presentaron unos valores de FEV1/FVC significativamente inferiores en los pacientes
portadores del genotipo CC (p=0,021) frente a los portadores del alelo T (media 77,16
+ 7,57 frente a 80,96 + 9,44).

Finalmente, con relacion al SNP -197 T>C encontramos una asociacion
estadisticamente significativa con las caracteristicas de la sensibilizacién, de forma que
el genotipo heterocigoto CT fue mas frecuente en los pacientes monosensibilizados a
los acaros (0,29) que en los monosensibilizados a los pélenes (0,08) p=0,007 (PE=78;
OR: 0,212; IC 95 %: 0,064-0,702). Esta menor frecuencia en los monosensibilizados a
pélenes se confirmd mediante regresién ajustada (p=0,015; OR: 0,225; IC 95 %: 0,068-
0,750).
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Este predominio del genotipo heterocigoto en monosensibilizacién a acaros se observé
también en el conjunto de pacientes con rinitis (0,32) frente a los controles (0,16)
(p=0,045; PE=65,4). La regresion logistica ajustada de nuevo confirmd la asociacién

(p=0,021; OR: 2,455; IC 95 %: 1,143-5,275).

Por ultimo, hemos detectado que el recuento de eosinéfilos en sangre periférica fue
significativamente muy superior (p=0,007) en los pacientes con asma alérgica
portadores del genotipo homocigoto mutado CC frente a los no portadores del alelo
mutado (frente a los que presentan el genotipo heterocigoto TT) (664,25 + 105,11
frente a2 292,60 + 238,04).

5.3. ANALISIS MULTIVARIANTE DE LOS DATOS

5.3.1. ANALISIS GLOBAL TODOS LOS INDIVIDUOS DEL ESTUDIO

En una fase inicial del estudio se procedié al analisis global de los 473 individuos de la
base de datos. Esta primera solucién exploratoria multivariante nos permitié
identificar las variables con celdas vacias, la presencia de variables con inexistente
variabilidad en la practica (casi todos los individuos presentaban los mismos valores
y/o categorias en ellas); asi como, la informacién redundante de algunas variables (la
misma informacidén consignada en valor absoluto en una variable, y como porcentaje e
otra, por ejemplo) para proceder a realizar la primera depuracion de dicha base de

datos en aras de un analisis mas adecuado.

Se analizé entonces la matriz de datos optimizada mediante la técnica del analisis de
correspondencias multiples en una solucién en 2 dimensiones, Tabla 20. Dicho analisis
recoge un 73 % de la variabilidad total de los datos (“inercia”, Tabla 20), que es un

valor muy alto dado el elevado nimero de variables consignadas en el mismo.
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Tabla 20. Resumen del modelo del analisis HOMALS para toda la muestra.

Varianza contabilizada para
Dimension Total (autovalor) Inercia
1 17,69 0,52
2 7,16 0,21
Total 24,85 0,73

Se observan los valores propios (autovalores) de cada una de las dimensiones de la
solucién propuesta, que reflejan la varianza explicada por cada dimension, 52 % en la
Dimension 1y 21 % en la Dimensién 2 (los autovalores mayores indican dimensiones

de mayor importancia en la solucién global).

La solucion en 3 dimensiones, aunque suponia un incremento de varios puntos
porcentuales en la varianza explicada en dicha solucién, y por ende mayor bondad de
ajuste, no se ha desarrollado en este estudio porque no servia a los efectos de
esclarecer relaciones entre variables caracterizadoras de los pacientes; ni servia
tampoco en la caracterizacién de los individuos, y por el contrario, era claramente

contraria al principio de parsimonia pues dificultaba la interpretacion de la solucion.

Las medidas de discriminacién se presentan en la Tabla 21, ordenadas de mayor a
menor. Las medidas de discriminacion de cada variable representan la varianza de las
variables en relacién a cada dimensién, de modo que cuanto mayor valor tenga habra
mayor discriminacién entre las categorias de una variable y una mayor cercania de los

sujetos al centroide de su categoria en dicha dimensidn.
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Tabla 21. Medidas de discriminacidn del analisis para los 473 individuos analizados.

Dimension
10 20
CGRAS asificacion@lel@smaBegUinEGEMAR009R 1,059 ,7830
ESTERA&scaldnltera pe Uti co@i elto. Rle@nante nimi ento@ie Esmal 1,058 ,9040
ASMARPresencia@iesmal? 1,023@ ,016(
COESEondiciones@ndafealizacion@edaRspirometrial 1,004R ,5830
ES PIRRealizada@spirometrial ,9810 ,0060
POLI®Polisensibilizacionk ,9550 ,0730
PC®Pruebas@utaneasl ,9320 ,0530
RIALPresenciaie@initiszlérgical ,8170 ,079¢
POL®Pruebas@utdneasiara@pdlenest ,6150 ,0540
PCMED[Existencia@lelergiaEnedicamentosk ,5820 ,0210
ACA®Pruebasutdneasiaralicaros ,511R ,001R
AS18MAnicio@efsmaonF 8@fiosE ,48901 ,01407
GCIGlucocorticoidesnhalados ,4241 ,5650
IGEmNivelesRie@gERotal@KU/IRI ,4230 ,030m
CLASIC |asificacién@e@a@ravedad@ielE@smauandosta@onzIdto.? ,4180 ,8800
CATIN®Presencia@ieBruebasutaneasipositivas@ndainfancial ,4160 ,0340
BADRET®BRdrenérgicos@iefccionR edargaipost ,405( ,5980
BADRELB@drenérgicos@lefccion@edargal ,4040 ,5910A
RFEFPEFEF25-750%)R ,3830 ,191F
FEV1/FVCRnEoR ,3830 ,309E
RESPClasificacionBegun@spirometrial ,383 ,300
FEV1P®/olumen@spiratorioforzado®nIprimerBegundod%)@ ,3800 ,1447)
CONAS[Tlasificacion@lel@ontrol@el@sma@nzIzdultolR ,3780 ,0440
EDASEdadRleRparicion@elEsmal ,3780 ,0510
IMCAndice@e@nasaorporald ,3780 ,0710@
FVCP&Eapacidaditaldorzadad%)& ,3770 ,0440
OXNIFraccion@le@xidomhitrico@xhaladoXealizadol ,3500 ,000m
EPI@Pruebas@utaneasiara@pitelios@le@nimalesk ,3320 ,0000
EDAD&ecodificada® ,2900 ,1280
TINMUETipo@e@nmunoterapial ,2600 ,0680
INMUPresencia@e@nmunoterapial ,2540 ,036F
GCIB@Glucocorticoidesinhalados@osistbajal ,2407 ,198m
AFATRntecedentesdamiliares@efl erErado@e@Ceroalérgenosiositivas] 2360 ,0200)
GCIM&Glucocorticoides@nhalados@ osisEnedial ,150@ ,2750

La representacion grafica de dichas medidas de discriminacidn en el plano factorial
solucién suele simplificar la interpretacién de las relaciones variables/dimensiones, tal

y como se aprecia en la siguiente figura (Figura 37).
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Figura 37. Medidas de discriminacion representadas en el plano factorial 1-2.

Tanto la tabla con las medidas de discriminacién (Tabla 21), como la representacién
grafica de dichas medidas de discriminacion en el diagrama cartesiano construido a
partir de las dos primeras dimensiones (Figura 37), muestran que son basicamente las
variables presencia de asma (ASMA), realizacidn de espirometria (ESPI), condiciones en
la realizacion de la espirometria (COES), nimero de pruebas cutdneas positivas (POLI),
pruebas cutdneas (PC) y presencia de rinitis alérgica (RIAL), las variables mads
importantes en la primera dimension, dimensién que recoge fundamentalmente en

forma de gradiente la presencia de asma en los individuos.
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Por otro lado, es posible observar que las variables glucocorticoides inhalados (GCl),
clasificacion de la gravedad del asma cuando estd con el tratamiento (CLAS), beta-
adrenérgicos de accién larga (BADREL) y tipos de beta-adrenérgicos de accién larga
(BADRET), son las que mas contribuyen en la definicién de la segunda dimensién,
dimensién que determina un gradiente en la gravedad de asma en los individuos que la

presentan.

Las variables clasificacién del asma segun la GEMA 2009 (CGRAS) y escaldn terapéutico
del tratamiento de mantenimiento del asma (ESTERA), por sus elevadas medidas de
discriminacion en ambas dimensiones, pueden ser consideradas como variables de
plano; su representacién grafica muestra su posicionamiento en la bisectriz del primer
cuadrante. A efectos practicos de interpretacion, estas variables recogen tanto la

presencia o no del asma como su gravedad.

Todo lo anterior, si cabe, es mucho mas evidente si realizamos la representacion
grafica de los marcadores de los individuos en el diagrama de dispersién generado por
las dimensiones de nuestra solucion (Figura 38), en las que dichos marcadores
(coordenadas cartesianas), nos permiten interpretar la posicién relativa entre los
mismos, de modo que la proximidad entre individuos se interpreta en términos de

semejanza y la lejania en términos de disimilitud.

Este diagrama de dispersion (Figura 38) nos permite sugerir la existencia de
agrupaciones naturales entre individuos que son préximos entre si y a su vez alejados
de otros individuos, cuya naturaleza seria posible determinar totalmente estudiando
detenidamente sus caracteristicas a través de todas y cada una de las variables
consideradas en el analisis. Sin embargo, la simple identificacién mediante colores de
las caracteristicas de cada individuo, nos permite obtener de un modo rapido y preciso

la misma informacion.
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Figura 38. Marcadores de los 473 individuos analizados en el primer plano factorial.

Asi, con la idea de caracterizar las agrupaciones que aparentemente el andlisis desvela,
se procedid a identificar los individuos coloredndolos en funcién de variables
marcadoras tales como pruebas cutaneas (PC), niveles de IgE total (IGE), etc. Uno de
los resultados mas clarificadores fue el que se presenta en la figura 39, en el que la

identificacion de los individuos se realiza en funcidn de su patologia alérgica.

En esta representacién grafica (Figura 39) observamos como, sorprendentemente, la
solucion factorial ha recogido las diferentes realidades clinicas de los individuos,
individuos que se separan a lo largo de la primera dimensién en funcién de que sean
pacientes (izquierda) o controles (derecha), situdndose ademas los pacientes segin un
gradiente en funcién de su patologia alérgica. En valores negativos de la primera
dimensidén, se sitlan pacientes con asma y rinitis, mezclados en este plano factorial
con pacientes solo asmaticos; a continuacién se sitlan los pacientes solo con rinitis,

encontrandose los controles en valores positivos mas altos.
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Figura 39. Marcadores de los individuos en el plano factorial 1-2, identificados mediante la
patologia alérgica que presentan.

Estos mismos individuos se separan a lo largo de la segunda dimensién (Dimensién 2,
que recoge el 21 % de la informacion restante de este plano factorial) en funcién del

tipo de asma que presentan.

Esto es lo que se evidencia en la siguiente gréfica (Figura 40); grafica en la que se
colorean los individuos segun el tipo de asma al que pertenezcan considerando la
clasificacion de la GEMA 2009. Podria haber sucedido que todos los individuos
estuviesen mezclados en la solucién factorial y, sin embargo, se observa cémo la gran

mayoria de los pacientes que presentan solo rinitis se sitian en la parte inferior del
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grafico, al igual que los pacientes que tienen asma intermitente o persistente leve

(valores negativos de los marcadores en la segunda dimension).

Por otro lado, se observa que los marcadores positivos de los pacientes para esta
segunda dimensidn se corresponden con los pacientes que tienen asma y rinitis o asma
exclusivamente, y que se corresponden con asma persistente moderada o grave en su

gran mayoria.

400 CGRAS Clasificacion
! ASMA GEMA 2009
OINTERMITENTE
@ PERSISTENTE LEVE
(O PERSISTENTE MODERADA|
@ PERSISTENTE GRAVE
SIN ASMA

3,00 <]

2,00~

1,00

Dimension 2

-1,001

2,004

T T T T
-2,00 -1,00 .00 1,00

Dimension 1

Figura 40. Marcadores de los individuos en el plano factorial 1-2, identificados mediante la
clasificacién de Asma que presentan.
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En este primer analisis no se tuvieron en cuenta las variables genéticas y su
informacién, por lo que para tratar de analizar la importancia de dichas variables en la
caracterizacion, tanto de pacientes como de controles, se procedid a realizar el analisis
de correspondencias multiples al conjunto de los 473 individuos, pero incluyendo

ahora las variables genéticas.

El andlisis preliminar sobre los resultados previos, en el que se incluyeron ademas
todas las variables genéticas, proporciond una solucién con menor inercia explicada,
razon por la cual se procedié a repetir el analisis excluyendo aquellas variables
genéticas con menores medidas de discriminacion y que estudios previos han
demostrado no ser determinantes en la caracterizacion de pacientes con asma
alérgica. El resultado de este nuevo analisis mejord en relacién a los valores de

variabilidad explicada (64,7 %, segun se muestra en la Tabla 22).

Tabla 22. Resumen del modelo del analisis para toda la muestra considerando informacién
genética.

Varianza contabilizada para

Dimension Total (autovalor) Inercia
1 17,415 0,458
2 7,168 0,189

Total 24,584 0,647
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Tabla 23. Medidas de discriminacién del andlisis para los 473 individuos considerando
variables genéticas.

Dimensiont
17 20
CGRAS[Tlasificacion@lelEsmaBeginfGEMARO09E 1,0350 , 7820
ESTERAEscalénerapelticoel®to.@e@nantenimiento@elzsmal 1,035 ,8990
ASMAPresencia@ie@smal ,998 ,0176
COESEondiciones@ndaealizacion@ledaRspirometrial ,9810 ,5810
ESPIRealizadaRspirometrial ,9570 ,0071
POLI®Polisensibilizacioni ,921R ,0720
PC@ruebasutaneasl ,8970 ,0530
RIALPresencia@leinitiszhlérgical ,7850 ,0790R
POL®Pruebasiutaneasiara@polenest ,5920 ,0530
PCMEDExistencia@ielergia@nedicamentosk ,5600 ,021R
ACARPruebas@utaneasBbaraicarosh ,4920 ,001R
AS18@nicio@eGsmaonF 8&fiosk ,4740R ,016(
CLASTlasificacion@eda@Eravedad@el@smauando@sta@onzIRto.B ,4280 ,8750
GCl&Glucocorticoides@inhaladosi ,4180 ,5580
IGENivelesRledgERotal@KU/IE ,4080 ,0280
CATINRPresencia@ieBbruebasutaneas@ositivas@ndal@nfancial ,4008 ,0340
BADRET@@drenérgicos@leccion@edargaiiposi ,3990 ,5890
BADREL®B@Edrenérgicos@le@ccion@ledargal ,3980 ,5830
RFEFPEFEF25-750%)R ,3920 ,194%
FEV1/FVCRNEH ,3910 ,310@
RESPClasificacionBeglun@spirometriall ,391R ,301R
FEV1PA/olumen@spiratorioforzadoRnzIBrimerBegundod %) ,3880 ,1450R
CONASTlasificacion@lel@ontrol@el@smaRnzIzEdultol ,3860 ,0460
EDASE dad@leparicion@elZsmal) ,3860 ,0510
IMCAndiceRie@nasaorporall ,3860 ,0730
FVCPEapacidad®italforzada@ %)@ ,3850 ,0450
OXNI&Fraccion@e@®xidomitrico®xhalado@ealizadol ,3390 ,0013
EPIPruebasutaneas@aralpitelios@eznimalesk ,3190 ,0000
EDADREdad@ecodificadal ,2750 ,1260
TINMUEipo@ie@nmunoterapial ,2480 ,0670
INMU®Presencia@le@nmunoterapial ,2420 ,0360R
GCIB&Glucocorticoides@nhalados@losisibajal ,2340 ,194R
AFATBANntecedentesfamiliares@lefl erFErado@e@®Ceroalérgenosiositi.? ,2250 ,019R
GCIMEGlucocorticoidesinhalados@osis@nedial ,1450 ,2748
GPTGDR@B35&>tBNPH ,028( ,006(
GPTGDR@B82&E>tEBNPE ,0260 ,0080
GPTGDR®49@>cBNPH ,0260 ,0176
GPTGDR®B13@>tBNPE ,025 ,008(

Sin embargo, no se modificaron sustancialmente las medidas de discriminacién que se

obtuvieron en el anadlisis previo para las variables utilizadas (Tabla 23) y, ademas, el
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analisis puso de manifiesto que las variables genéticas contribuyen en baja medida a la

solucion factorial, es decir, sus medias de discriminacidn resultan ser muy pequenas.

Dado que la técnica, tal y como estd implementada en el SPSS 22, permite definir una
ponderacién para cada variable (debe ser un nimero entero positivo), se realizd una
prueba en la que se ponderaron con un 2 las variables genéticas con mayores medidas
de discriminacion en los andlisis previos (frente a la ponderacién que por defecto es 1

gue presentan el resto de variables) para tratar de ver el cambio.

Sorprendentemente, el resultado obtenido, aun con esta ponderacion, fue
basicamente el descrito en el andlisis previo, como se pone de manifiesto en la Figura

41 (que se muestra a modo de resumen de dicho analisis).
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Figura 41. Individuos representadas en el plano factorial 1-2 (incluyendo en el analisis variables
genéticas).
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5.3.2. PACIENTES CON ASMA ALERGICA

En la busqueda de uno de los objetivos del presente trabajo, la caracterizacién de los
pacientes con asma alérgica, en una segunda fase de nuestro trabajo pasamos a
analizar dichos pacientes, un total de 226 individuos sobre los que consideramos —a la
luz de los resultados de los andlisis precedentes— todas las variables de nuestra base

de datos con relevancia, a excepcién de la informacion genética.

La solucién en 2 dimensiones del analisis de correspondencias multiples sobre estos
226 pacientes asmaticos recoge un 63,2 % de la informacion total contenida en esta

matriz de datos, como se observa en la Tabla 24.

Tabla 24. Medidas de discriminacidn del analisis para los 473 individuos considerando
variables genéticas.

Varianza contabilizada para
Dimension Total (autovalor) Inercia
1 8,246 0,412
2 4,391 0,220
Total 12,637 0,632

Para este analisis, la reduccién en el numero de variables seleccionadas es evidente.
Dicha reduccion se produce no solamente por cuestiones del procedimiento
multivariante empleado, ya mencionadas anteriormente (eliminacién de aquellas
variables que presentaban un minimo porcentaje de celdas ocupadas y/o que
portaban informacién redundante y/o que presentaban variabilidad cero), sino porque

al tratarse de un estudio exclusivo sobre pacientes asmaticos, dejaba de tener sentido
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gue algunas variables fueran estudiadas en este colectivo. Ademas, estudios
precedentes ya pusieron de manifiesto la escasa aportacion de determinadas variables

a la caracterizacién de los pacientes; por lo cual, fueron directamente descartadas.

Asi, de las mas de 100 variables de las que constaba la base de datos inicial, para este
analisis consideramos tan solo 20, que aparecen listadas en la Tabla 25. Cabe sefalar
en este punto, que algunas variables, descartadas para formar parte de las variables
activas en el andlisis, fueron incluidas como variables suplementarias (no participan en
los cdlculos del andlisis, pero se muestran en la solucién final), para tratar de conocer
cuadl podria ser su aportacién dada su relevancia en la practica clinica. Estas variables
han sido: niveles de IgE total (IGE), eosindfilos absolutos en sangre periférica (EQOT),

numero de pruebas cutaneas positivas (POLI) y tipo de inmunoterapia (TINMU).

Tabla 25. Medidas de discriminacidn del analisis de los 226 pacientes asmaticos.

Dimension
1@ 20
FEV1P®&/olumeni@spiratorioforzado@n@I@rimer@egundod%)a ,1170 ,0741
RESPClasificacionBegun@spirometrial ,2660 ,119m
RFEFPEFEFR5-750% )R ,164% ,0150(
ESPIRealizadaRspirometrial ,1278 ,030m
ESTERA@Escaldnerapeutico@iel®to.@e@nantenimiento@elE@smal ,9730 L4030
FEV1/FVCRNELE ,2790 ,1250
GCl&Glucocorticoidesnhaladosl ,9400 ,0210
GCIB@Glucocorticoides@nhalados@losisthajal ,3380 ,2720
GCIM&Elucocorticoides@nhalados@losis@nedial ,341R ,0830
AS18MAnicioResmaRonEF 8&fiosR ,001R ,5130
BADREL®BEAdrenérgicosRieccion@edargal ,9480 ,0080
BADRET@Edrenérgicos@eccion@edargaiposk ,9530 ,1710R
CLAS lasificacion@le@a@Eravedad@el@smauandol:sta@onzIdto.? ,9550] ,2140
EDASEdad@eparicion@lelEsmall ,061R ,5780
EDRIEdad@paricidon@e@inoconjuntivitiszlérgicall ,0560 ,4890)
CATIN@Presencia@ie@ruebas@utaneasiositivas@ndai@nfancial ,010m ,5320
CGRASIlasificacion@elEsmaBegunfEMAEO09E ,8240 ,2480
COESEondicionesEnHaealizacion@edaspirometrial ,6980 ,0350
IMClAndiceRle@nasa@orporal ,0720R ,1270
Edad&ecodificadal ,1230 ,3340
IGEMNivelesleBgERotalEKU/I" ,0058 | ,021@
EOTEosindfilos@ibsolutos@nBangreeriféricae 0B B ,009@ | ,025R
POLI@olisensibilizacionGn@Cositivas) @ ,0318 | ,035@
T/NMUipoIEVeIEnmunoterapiaa ,04 1P ,038P

a.WariablesBuplementarias.kl
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Las medidas de discriminacién obtenidas con esta solucion, tal y como se muestran en
la tabla 25, nos permitieron obtener las variables mds importantes en la configuracion
de la primera dimensién (en verde), asi como cuales participaron en mayor modo en la
segunda dimensién (en azul), e igualmente las variables de plano (relevantes en ambas
dimensiones, en color naranja). La representacidon grafica de dichas medidas de
discriminacion en el primer plano factorial (Figura 42), permite apreciar visualmente

esta implicacion.

Las variables glucocorticoides inhalados (GCl) y beta adrenérgicos de accién de larga
(BADREL) son las representadas con un vector de gran longitud y un angulo mas
pequeno respecto de la primera dimensidn. Por otro lado, las variables inicio de asma
antes o después de los 18 afios (AS18), edad de aparicion del asma (EDAS) y presencia
de pruebas cutaneas positivas en la infancia (CATIN), son las variables con mayor

contribucion a la definicion de la segunda dimensidn.

Las variables escalén terapéutico del tratamiento de mantenimiento del asma
(ESTERA), clasificacion de la gravedad del asma cuando estd con el tratamiento (CLAS)
y clasificacion del asma segun la GEMA 2009 (CGRAS) pueden considerarse variables
de plano (en naranja) por su elevada contribucidn a ambas dimensiones. El resto de
variables, como facilmente se puede observar en la Tabla 25 y complementariamente

en la Figura 42, contribuyen de modo testimonial a la solucion final.
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Figura 42. Medidas de discriminacion de las representadas en la plano factorial 1-2.

La representacion grafica de los marcadores de los individuos en el diagrama
cartesiano determinado por las 2 dimensiones de nuestra solucién (Figura 43), nos
permiten interpretar la relevancia que estas variables tienen en la posicidn de los
pacientes asmaticos y, de este modo, caracterizarlos; pero, ademas, sirve para

entrever las posibles agrupaciones de pacientes por sus posiciones relativas.
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Figura 43. Marcadores de los 226 pacientes asmaticos en el primer plano factorial.

Como puede observarse en la figura anterior, la disposiciéon de los pacientes en el
primer plano factorial ha sufrido un pequefio cambio respecto de las figuras de andlisis
previos; lo cual era previsible, pues en este andlisis ya no tenemos ni controles, ni
pacientes Unicamente con rinitis. Por ello, la nube de puntos correspondiente a los 226
pacientes asmaticos adopta la configuracién que se puede observar en la Figuras 43 y
44 vy, sin embargo, esta disposicidon de los pacientes es totalmente consistente con los

resultados obtenidos en analisis previos.
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Figura 44. Marcadores de los pacientes asmaticos en el primer plano factorial, identificados
mediante el tipo de asma que padecen.

Los pacientes en el gréfico se distribuyen en dos grandes grupos (Figura 44), segin un
gradiente de gravedad del asma marcada por la primera dimensién (recordemos que
eran las variables como glucocorticoides inhalados y beta adrenérgicos de accion de
larga, algunas de las mas importantes en esta dimension): pacientes con asma
intermitente o intermitente leve (derecha del gréfico), y pacientes con asma

persistentes moderada y/o grave (izquierda).

Dentro de cada uno de estos grupos de pacientes, se puede ver al menos que existe un
segundo gradiente marcado por la segunda dimension de nuestra solucién

correspondiente a edad (Figura 45). Cabe sefalar que las variables con mayor
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contribucidn a la definicidn de la segunda dimensidn eran las que tenian relacion con

dicho aspecto: inicio de asma con < 18 aiios, edad aparicidon del asma y presencia de

pruebas cutaneas positivas en la infancia, como ya se indicé previamente.
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Figura 45. Marcadores de los pacientes asmaticos en el plano factorial 1-2, identificados

mediante la clase de edad a la que pertenecen.

La inclusién de informacién genética fue el paso siguiente en este analisis. Se procedié

a realizar el analisis de correspondencias multiples al conjunto de los 226 pacientes

asmaticos, incluyendo las variables genéticas, solucién que proporciond, en 2

dimensiones, un 55,1 % de inercia explicada (Tabla 26).
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Tabla 26. Resumen del modelo del analisis de pacientes asmaticos, considerando ahora
también las variables genéticas.

Varianza contabilizada para
Dimension Total (autovalor) Inercia
1 8,268 0,359
2 4,415 0,192
Total 12,683 0,551

Esta disminucién en la varianza contabilizada se explica por el incremento en el
numero de variables, sin que dicho incremento aporte informacién significativa, tal y
como se observa en la Tabla 27, donde se muestran las medidas de discriminacion de
las variables genéticas (en verde). El resto de las medidas de discriminacién son muy

similares a las del estudio previo.
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Tabla 27. Medidas de discriminacidn considerando variables genéticas.

Dimensioni
10 2@
ESTERAEscalonEerapeutico@leldto.@e@nantenimientoRelzsmal ,9630 ,4390
CLAST lasificacion@eda@ravedad@elsmauandosta@onIdto.R ,9480 ,2290
BADRET@BRdrenérgicos@eccion@ledargaiiposk ,9430) ,19401
BADREL@BEdrenérgicos@eccion@lefargal ,9390 ,013R
GClI&Glucocorticoides@nhaladosh ,9270 ,0300
CGRASIlasificacion@lelEsmaBeginEEEMAE009E! ,8260 ,2510)
COESondiciones@Ena@ealizacion@ledaRspirometrial ,6640 ,019m
GCIMEGlucocorticoidesfinhalados@osis@nedial ,3420) ,0810
GCIB@lucocorticoides@nhalados@osisiajal ,3220 ,3080
FEV1/FVCRNEE ,2941 ,1060E
RESPCIlasificacion®egunispirometrial ,2820 ,098R
RFEFPEFEF25-750%)B ,1768 ,0128
Edad@ecodificadal ,1330 ,3160
FEV1P®&olumen@spiratoriodorzado@n@IGBbrimerBegundod%)a ,1178 ,068E
IMCiAndice@ie@nasaorporal ,0740 ,1220
EDASEdad@e@paricion@elEsmal ,0640 ,5660
EDRIEdad@paricion@leinoconjuntivitis@lérgical ,0570 ,4660
GPTGDREL389&>aBNPE ,055( ,030@
GPTGDREL123&>cEBNPE ,0490] ,031R
GPTGDRE41E>tBNPE ,0420 ,0120
GPTGDR®49&>cBNPE ,0420 ,0110
POLI@olisensibilizacionGn@Cositivas) B ,0260 ,033m
CATIN®Presencia@ie@ruebas@utdneasiositivas@ndadnfanciall ,0110R ,5120
INMUB’resenciaEblelEnmunoterapiaa ,008 ,0270
AS18@nicio@e@smaonFE8@osk ,001( ,5030E

a. Variable complementaria.

La representacion grafica de los marcadores de los pacientes asmaticos en el diagrama
cartesiano determinado por las 2 dimensiones de este andlisis en el que participan las
variables genéticas (Figura 46), nos permite interpretar el posicionamiento de dichos
pacientes, que no ha sufrido apenas variaciones respecto del analisis previo (en el que

no incluimos las variables genéticas).

Como puede facilmente comprobarse, la disposicidon de los pacientes en el primer
plano factorial se distribuye de nuevo en dos grandes grupos: pacientes con asma
intermitente y/o persistente leve (derecha del gréfico), y pacientes con asma

persistente moderada y/o grave (en la izquierda).
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Figura 46. Marcadores de los pacientes en el primer plano factorial, identificados mediante la
clasificacion de la GEMA 2009.

El Unico cambio que puede apreciarse, resultado de la inclusion de variables genéticas
en el andlisis (Figura 46), es que los pacientes con asma persistente moderada y
persistente grave se diferencian algo mds de los pacientes con asma intermitente y
asma persistente leve, que a su vez se parecen un poco mas entre ellas. Este extremo

deberia ser estudiado con mayor profundidad en estudios posteriores.

Si la identificacién de los pacientes en el primer plano factorial se realiza en funcién de
su escaldn terapéutico, de nuevo los pacientes se distribuyen en dos grandes grupos
(ver Figura 47). Asi, los pacientes que se posicionan en el escalén terapéutico 1

conforman una agrupacién a la derecha del grafico, mientras que el resto de pacientes
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(escalones 3 a 6) se posicionan en el grupo de la izquierda del grafico, encontrandose

los pacientes del escaldn terapéutico 2 entre ambos grupos.
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Figura 47. Marcadores de los pacientes asmaticos identificados mediante el escalén

terapéutico.

El primero de los grupos detectados, correspondiente al escaldn terapéutico 1, incluye,

como ya sabemos, a los pacientes con asma intermitente. En la agrupacién de

pacientes de la izquierda, correspondiente a los escalones terapéuticos 3 a 6, se

terapéutico.

encontrarian basicamente pacientes con asma persistente moderada y/o grave. En

este segundo grupo se observa un gradiente de arriba a abajo en el escalén
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5.3.3. CARACTERIZACION DE FENOTIPOS EN PACIENTES CON ASMA ALERGICA

La caracterizaciéon del fenotipo de los pacientes con asma mediante el analisis de
clusters (o de conglomerados), ha constituido el tercero de los abordajes
multivariantes que hemos realizado sobre el total de los 226 pacientes con asma

alérgica.

Conviene resaltar en este punto, que esta técnica estadistica multivariante no ofrece
soluciones Unicas, a pesar de que existiera una estructura “cierta” de clasificaciéon en
los datos. Las soluciones dependen de las variables consideradas y de los distintos
métodos para el cdlculo de las distancias entre conglomerados que producen distintas

clasificaciones, por lo que no existe una Unica clasificacion correcta.

Las variables seleccionadas para este analisis de clusters, lo han sido basandose en
criterios clinicos (descartadas las variables no relevantes o con informacién
redundante en esta cohorte) y en evidencias bibliograficas previas [110, 111]. Las 12
variables finalmente utilizadas para el analisis, de entre las mas de 100 que constituian

nuestra base de datos de partida, son las siguientes:

e Antecedentes familiares de primer grado con asma (AFAS), rinitis
(AFRI) y con pruebas cutdneas positivas para aeroalérgenos (AFAT).

e Caracteristicas del paciente: género (SEXO), fumador activo (FUMA),
indice de masa corporal (IMC) y edad de inicio del asma (AS18).

e Variables clinicas: niveles de IgE total (IGE), volumen espiratorio
forzado en porcentaje en el primer segundo (FEV1P), clasificacidn
segln espirometria (ESPC), niumero de pruebas cutdneas positivas

(POLI) y glucocorticoides inhalados (GCl).

Sobre estos datos se ha procedido a realizar un andlisis de clusters jerarquico, que
intenta identificar grupos relativamente homogéneos de pacientes a partir de las

variables seleccionadas. Como método de agrupacion, se optd por el método de Ward,
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procedimiento jerdrquico aglomerativo en el cual, en cada etapa, se unen los dos
conglomerados para los cuales se tenga el menor incremento en el valor total de la
suma de los cuadrados de las diferencias de cada individuo al centroide del cluster,

dentro de cada cluster.

Si bien es posible analizar las variables brutas con sus distintos niveles de
escalamiento, ya que las diferencias en el escalamiento pueden afectar a las soluciones
en clusters, nosotros hemos optado por realizar el analisis de clusters a partir de la
solucién del analisis de correspondencias multiples realizado con las variables
descritas, resultado que recoge un 46,8 % de la informacién total contenida en la
matriz de datos, tal y como se observa en la Tabla 28, y que tiene muy distribuida la

inercia explicada por cada una de las 3 dimensiones encontradas.

Tabla 28. Analisis de correspondencias multiples sobre 226 pacientes asmaticas.
Solucién en 3 dimensiones.

Varianza contabilizada para
Dimension Total (autovalor) Inercia
1 2,322 0,193
2 1,790 0,149
3 1,503 0,125
Total 5,615 0,468

Que la solucién del analisis de correspondencias multiples en 3 dimensiones recoja tan
solo un 46,8 % de la informacidn total contenida en la matriz de datos (cuando el
estudio precedente, para una solucién en 2 dimensiones, recogia un 55,1 %), tiene que
ver con el nimero de variables (12 frente a 23), las variables seleccionadas (que ahora

son otras) y el distinto montante de informacion que aporta cada una de ellas.
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Adicionalmente, estas variables se han mostrado mas adecuadas a la hora de

caracterizar con el analisis de clusters a los pacientes asmaticos y su fenotipo.

Se consideraron los valores de las 3 dimensiones de la solucion proporcionada por el
analisis de correspondencias multiples, relativas a todos y cada uno de los pacientes,
en el enfoque jerarquico. La solucién obtenida, tal y como se observa en la Tabla 29,
estd constituida fundamentalmente por tres conglomerados o agrupaciones de
distinto tamarfio, encontrandose la mayor parte de los pacientes, 133 (el 59,1 %), en el
primer cluster. El cluster 3 es el mas pequefo, al contar tan solo con 27 de los

pacientes analizados, el 12 % de ellos.

Tabla 29. Tabla resumen del nimero de pacientes que constituyen cada cluster.

Distribucién de frecuencias
FRECUENCIA % COLOR
1 133 59,1 Rojo
Cluster 2 65 28,9 Amarillo
3 27 12,0 Azul

Este nimero de clusters o agrupaciones puede determinarse a partir del dendrograma
gue se muestra en la Figura 48. Un criterio a seguir para determinar dicho nimero
puede ser el del grafico de sedimentacion, que se muestra en la parte inferior del
dendrograma. También el de la distancia a la que se producen los conglomerados. En
nuestro caso, la decisidn de trabajar con 3 clusters se debid a la estabilidad que dichos
grupos presentaban, estabilidad que no aparecia cuando se seleccionaba un nimero

de grupos distinto.
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Figura 48. Dendrograma (arriba) y grafico de sedimentacién (abajo).
Analisis de clusters jerarquicos, método de Ward.
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Las caracteristicas principales del total de la cohorte en relacion a los 3 conglomerados
seleccionados se presentan en la Tabla 30. Solo se muestran aquellas variables que

aportan informacién determinante en la caracterizacion fenotipica.

El cluster nimero 1, el mds numeroso, se caracteriza porque la mayoria de los
pacientes que forman parte de él presentan asma intermitente y carecen de
antecedentes familiares de primer grado de asma, rinitis o pruebas cutaneas positivas
para aeroalérgenos (atopia). Todo ello les diferencia claramente de los pacientes de
otros dos conglomerados. En el resto de caracteristicas, el cluster 1 se asemeja mas al

grupo 2 que al grupo 3.

El segundo de los conglomerados encontrados esta constituido por pacientes que
presentan, todos ellos, antecedentes familiares de PC para aeroalérgenos y, la gran
mayoria, antecedentes familiares de primer grado para asma vy rinitis. En las pruebas
respiratorias presentan valores normales y no requieren tratamiento con beta
adrenérgicos de accién larga ni con glucocorticoides. Se corresponden con pacientes
gue se encuentran en escalones terapéuticos bajos del tratamiento del asma, para la

mayoria una dolencia intermitente.

El tercer cluster, conformado tan solo 27 pacientes, se caracteriza porque éstos
presentan, en su gran mayoria (81,5 %), un asma persistente moderada o grave; por lo
gue se encuentran sobre todo en escalones terapéuticos 3 o 4, siendo administrados
con beta adrenérgicos de accidn larga y glucocorticoides. Los valores espirométricos
muestran grados importantes de obstruccidon en una gran parte de los individuos. Los
pacientes carecen, en su mayoria, de familiares de primer grado con antecedentes de

asma o rinitis. En su mayoria iniciaron su asma con mas de 18 afios.
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Tabla 30. Caracteristicas principales definitorias de los conglomerados obtenidos.

CiEmaies Cluster 1 | Cluster 2 | Cluster 3 el
(N=133) | (N=65) (N=27)
Inicio de asma con < 18 afios Sl 59,7 59,7 34,6 0053
(%) NO 40,3 40,3 65,4 ’
Antecedentes familiares de Sl 6,1 100 53,8 <0.001
primer grado de atopia (%) NO 93,9 - 46,2 ’
Antecedentes familiares de Sl 2,3 64,1 34,6 <0.001
primer grado de asma (%) NO 97,7 35,9 65,4 !
Antecedentes familiares de Sl 1,5 68,8 15,4 <0.001
primer grado de rinitis (%) NO 98,5 31,3 84,6 ’
<100 31,5 18,8 16
Niveles de IgE total (kU/L) 101-1000 61,5 65,6 80 0,055
> 1000 6,9 15,6 4
<60 - - 18,5
FEV1 (%) 60-80 17,2 16,4 40,7 <0,001
>80 82,8 83,6 40,7
. <70 4,3 - 92,6
FEV1/FVC (%) > 70 95,7 100 74 <0,001
<65 25,9 21,3 92,6
FEF 25-75 (%) > 65 741 78.7 74 <0,001
L S 31,6 20 88,9
Glucocorticoides inhalados (%) NO 68.4 30 111 <0,001
Beta adrenérgicos de accién SI 30,8 16,9 85,2 <0.001
larga (%) NO 69,2 83,1 14,8 ’
Intermitente 58,6 58,5 3,7
Persistente 113 16,9 148
Clasificacion del asma segun la I(.ave <0001
GEMA 2009 Persistente 286 231 55,6 ’
moderada
Persistente 15 15 25,9
grave
Escalon 1 68,4 80 11,1
Escalon 2 0,8 3,1 3,7
Escaldn terapéutico del Escaldon 3 18,8 12,3 33,3 <0.001
tratamiento del asma Escalon 4 10,5 3,1 44,4 ’
Escalon 5 1,5 - 3,7
Escalon 6 - 1,5 3,7
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La figura 49 representa los pacientes respecto a la primera y tercera dimensién de la
solucién multivariante, estando marcados con un color diferente segun el
conglomerado al que han sido asignados como consecuencia del analisis de clusters

jerarquico.
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Figura 49. Marcadores de pacientes asmaticos en el plano 1-2, identificados mediante el
cluster de pertenencia.

Este diagrama, generado para visualizar de otro modo los clusters formados, se ha
creado utilizando las dimensiones latentes obtenidas en el analisis de correlacion
multiple, mientras que los marcadores se han obtenido mediante la informacién del
cluster de pertenencia marcado por el procedimiento andlisis de conglomerados

jerarquico.
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A la vista de estos resultados, la solucién de tres conglomerados parece satisfactoria:
refleja la organizacion de los datos de manera coherente y se consigue una

diferenciacién del fenotipo clara en los tres grupos, tal y como se ejemplifica en la
Figura 50.
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Figura 50. Pacientes asmaticos en el plano factorial 1-2, rodeados de circulos que sugieren los
conglomerados.

Los analisis previos nos permiten indicar que una solucién con un mayor numero de
conglomerados no explicaria mejor las distancias existentes entre los casos, ni siquiera

utilizando otro método de clasificacién; tampoco otra combinacién de variables.
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6.1. ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO

En este estudio se analizaron las variables clinico-biolégicas de los pacientes alérgicos.
Atendiendo inicialmente a la sintomatologia, en relacidn con la rinitis alérgica se
observé cierto predominio de la rinitis persistente (56 %). En el estudio observacional,
transversal y multicéntrico ADRIAL realizado en Espafia en 2010 [112] se observaba, sin
embargo, un discreto predominio de la rinitis intermitente (51 %); asi como, en un
estudio realizado en poblacion pediatrica [113], en el que el predominio de rinitis
intermitente alcanzaba casi el 60 %. Por su parte, en un estudio ibérico, realizado en
3.225 pacientes con rinitis alérgica de Espafia y Portugal [114], se observd que, en
general, la rinitis intermitente leve y la persistente moderada-grave fueron las mas

frecuentes.

Por el contrario, en el caso del asma el predominio fue del asma tipo intermitente
seguida de la persistente moderada. En el caso del estudio ibérico, también el asma

intermitente resulté la mas frecuente, con un 56 % de los casos [115].

Respecto a las pruebas funcionales, como era de esperar, se observé una correlacidn
entre la capacidad vital forzada (FVC) y el volumen espiratorio forzado en el primer
segundo (FEV1), relacidn conocida y empleada en la practica clinica —se utiliza el indice
FEV1/FVC para evaluar el nivel de obstruccion— [116]. También se observé una
correlacion directa entre FEV1 y el flujo espiratorio forzado entre el 25y el 75 % de la
FVC (FEF25-75), y entre FEV1/FVC y FEF25-75. Era previsible que existiera esta relacion
entre parametros espirométricos ya que FEV1, FEV1/FVC y FEF25-75 son utilizados
para determinar el nivel de obstruccidén de las vias respiratorias. La disminucion de FEV1
confirma la obstruccion, lo que puede ayudar a establecer la gravedad de la misma y es
indicativo de un mayor riesgo de exacerbaciones [117]. FEV1/FVC es el parametro mas
importante para valorar la existencia de obstruccién e indica la proporcién de la FVC

gue se expulsa durante el primer segundo de la maniobra de espiracién forzada. FEF25-
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75, tedricamente, reflejaria el estado de las vias aéreas de pequefio calibre, aunque se
debe considerar la existencia de una gran variabilidad interindividual. En si, estas
correlaciones estan bien descritas y sirven para corroborar la correcta seleccién de los

pacientes y la calidad en la introduccién de los datos.

Al relacionar los valores espirométricos con el grado de asma, como era de esperar,
encontramos diferencias significativas en los valores espirométricos (FEV1, FEV1/FVCy
FEF 25-75) entre el asma intermitente y la persistente grave; y lo mismo al relacionar el
asma persistente leve con la persistente grave. Entre el asma intermitente y la
persistente moderada solo hallamos diferencias significativas en FEV1/FVCy FEF 25-75.
Al comparar asma persistente moderada y persistente grave solo hemos hallado
diferencias en FEV1/FVC. Estas relaciones son conocidas porque las cifras mas bajas de
los valores espirométricos se producen en el asma persistente grave y, ademas, son

criterio de clasificacion de la gravedad del asma [7, 117].

En cuanto a los parametros inflamatorios, encontramos una relacion entre los valores
de FEno vy el numero total de eosindfilos en sangre periférica. Esta descrito en la
bibliografia que el nivel de NO en vias respiratorias es un indicador de la inflamacion
en el asma y que se relaciona con los eosindfilos en el esputo [118]. Se ha intentado
relacionar la cifra de eosindfilos en sangre periférica con el nivel de eosindfilos en las
vias respiratorias. Jia et al. (2012) describieron una tendencia en este sentido, aunque
no llegd a alcanzar significacion estadistica [119]. Berry et al. encontraron un aceptable
valor en las curvas ROC al comparar los valores de FEno con la eosinofilia en esputo
[120]. Finalmente, Wagener et al. (2015) en pacientes tanto con asma persistente leve,
moderada o grave, han demostrado recientemente que los eosindfilos en sangre
periférica tienen una mayor precision para la identificacién de la cantidad de

eosindfilos en el esputo, seguidos en importancia por el FEyno [121].

En nuestra poblacién asmatica encontramos una relacién entre la sensibilizacién a los
acaros y el grado de asma, de modo que entre los pacientes con asma persistente

grave existia una mayor prevalencia de sensibilizacién a estos aeroalérgenos. Esta
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relacion se mantuvo cuando analizamos la sensibilizacién a los acaros en la poblacidn
asmatica agrupando asma intermitente con persistente leve y persistente moderada
con grave. Es conocido que la sensibilizacidon a los acaros es un importante factor de
riesgo para el desarrollo de asma [122]. En nuestro caso encontramos, ademas, una
cierta correlacidon entre la alergia a los acaros y la gravedad del asma. En el citado
estudio ibérico [114], se encontrd una correlacidn entre un mayor numero de
sensibilizaciones y el desarrollo de asma, y hay que tener en cuenta que la
sensibilizacién a los acaros estaba presente en el 62 % de la poblacién. Esta
observacién podria ser interesante desde el punto de vista del manejo clinico de los
pacientes, ya que cuando inicialmente se diagnostique el asma con sensibilizacion a
acaros, ademads de tomar las medidas higiénicas necesarias para evitar la exposicion a
los mismos, podria ponernos sobre aviso de una posible evolucién a un cuadro

asmatico mas grave.

También observamos una relacion entre el grado de asma y la sensibilizacién a los
epitelios: los pacientes diagnosticados de asma persistente grave presentaban mayor
frecuencia de sensibilizacion a los epitelios que el resto de asmaticos. Esta relacion se
mantuvo cuando comparamos la sensibilizacion a los epitelios con la poblacién
asmatica agrupada en asma intermitente con persistente leve y persistente moderada
con grave. No se dispone de datos a este respecto, pero en el estudio ibérico, el
porcentaje de sensibilizacién a epitelios animales estuvo presente en alrededor de un

tercio de la poblaciéon [114].

Pudimos también confirmar en nuestra poblacién de pacientes con asma alérgica la
relacion entre el grado del asma y el control de la misma. La mayor parte de los
pacientes con asma intermitente, légicamente, presentan un buen control de su
sintomatologia, mientras que en los pacientes con asma persistente grave se observa
igual proporcion de los que presentan parcial y buen control. Esta relacidon se mantiene
cuando agrupamos a la asmaticos en asma intermitente con persistente leve y

persistente moderada con grave. Esto mismo se observaba en el estudio MAGIC
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realizado en Espaiia, en el que se encontrd un peor control en los pacientes con mayor

gravedad del asma [123].

También encontramos una relacién de la gravedad del asma con la utilizacién de
glucocorticoides inhalados (GCl). Nuestra poblacién con asma intermitente no los
empleaba, mientras que casi la totalidad de los diagnosticados de asma persistente
grave los utilizaban a diario. Esta es una relacidon conocida previamente, pues la mayor
parte de los diagnosticados de asma intermitente presentan una buena evolucién y
escasas necesidades farmacoldgicas, mientras que el asma persistente grave suele
tener una evolucidn mas toérpida y que precisa del empleo de una amplia bateria

terapéutica [7]. Es, nuevamente, un control de calidad del estudio.

Al agrupar a la poblacion asmatica de nuestro estudio en asma intermitente-
persistente leve y persistente moderada-grave, encontramos una relacién con
significacion estadistica entre el asma intermitente-persistente leve vy Ia
monosensibilizaciéon. En el caso de la rinitis, Ciprandi y Cirillo (2011) encontraron que la
monosensibilizacién se asociaba a una menor gravedad de la rinitis alérgica [11]. Por su
parte, Fasce et al. (2004) llegaron a la conclusidn de que la alergia respiratoria se inicia
siempre con la monosensibilizacién y que la evolucidon a la polisensibilizacidon es
frecuente [124]. Debemos recordar que en nuestro estudio se observa un predominio
de la polisensibilizacion a aeroalérgenos. Este predominio de la polisensibilizacién en

los pacientes alérgicos es ya conocido, y ha sido previamente descrito [10].

Hemos encontrado también que un mayor nimero de sensibilizaciones se relaciona
significativamente con niveles mas elevados de IgE total en suero. Parece ldgico que al
incrementarse el numero de sensibilizaciones también se incrementen los niveles de
IgE. En este sentido, Davila et al. (2015) han encuentrado, en los pacientes con asma
alérgica, unos niveles séricos de IgE total significativamente superiores a los de los

pacientes monosensibilizados [125].
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Por otro lado, hemos hallado un niumero de eosindfilos totales en sangre periférica
mas elevado en los asmaticos que presentaban mas sensibilizaciones. Esta relacidn
alcanzo significacidon estadistica cuando las sensibilizaciones se agruparon en dos o
menos sensibilizaciones y mas de dos sensibilizaciones, siendo en estos pacientes los
niveles de eosindfilos totales fueron mads elevadas. Aunque este dato puede estar
influido por el hecho de que los pacientes con mayor numero de sensibilizaciones
presentan mayor gravedad, también parece evidente que podria deberse a una mayor
respuesta de linfocitos Th2 y, por tanto, de IL4, IL5 e IL13 y la consiguiente activacién

de eosindfilos y aumento de los mismos en las vias respiratorias y en sangre periférica.

Respecto a la relacion entre eosinofilia en sangre periférica y niveles de IgE total con la
gravedad del asma, hemos observado un incremento, tanto en el recuento de
eosindfilos en sangre periférica como en los niveles de IgE total, al incrementarse la
gravedad del asma; exceptuando el caso del asma persistente grave, en la que se
observa una gran heterogeneidad que interfiere en la asociacién. En lo referente a la
IgE total, en el ya citado estudio de Davila et al. [125], los autores encontraron un
incremento de los niveles de IgE total en relacidon con la gravedad del asma; si bien,
dicho incremento no alcanzd significacion estadistica. No obstante, los autores
observaron un porcentaje significativamente mayor de pacientes con IgE sérica total
superior a 400 kU/L en el grupo de pacientes con asma grave. En cuanto a los niveles
de eosindfilos en sangre periférica, esta descrita su asociacién con la gravedad del

asma [126].

6.2. ESTUDIO DE ASOCIACION GENICA

6.2.1. NIVELES DE EXPRESION GENICA

En este estudio hemos identificado una asociacién estadisticamente significativa entre
los niveles de expresion del gen PTGDR y la presencia de atopia. Este resultado ya

habia sido identificado previamente por nuestro grupo, y podria indicar el importante
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papel del receptor de la prostaglandina D2 en la sensibilizacién alérgica. PTGDR ha sido
descrito como un marcador importante de activacion mastocitaria [79, 80]. Sin
embargo, en este estudio se identifican por primera vez los niveles de expresiéon de

PTGDR en sangre periférica en los pacientes con atopia.

Esta asociacién se confirma también para los pacientes con asma alérgica y con el
grado de asma. Como ya hemos referido, la PGD2 es importante en la patogenia del
asma y, por consiguiente, también lo es el receptor de la misma, del que ya hemos
mencionado que es un marcador importante de activacién mastocitaria [79, 80]. No
obstante, resulta interesante mencionar que, si bien los niveles de PTGDR aumentan a
medida que se incrementa la gravedad del asma, al llegar al asma persistente grave se
observa una enorme heterogeneidad. Esta heterogeneidad en los pacientes con asma
persistente grave en relacidon a los niveles de expresion de PTGDR se ha observado
también para los niveles de IgE y de eosindfilos, lo que podria indicar que estas tres
variables podrian tener mayor influencia en los estadios previos de gravedad de asma.
Ademas, esta heterogeneidad del asma grave le confiere una peculiaridad fenotipica

gue deberia ser estudiada en mas profundidad.

También hemos hallado una asociacién estadisticamente significativa entre los niveles
de expresién de PTGDR vy la presencia de rinitis alérgica. Es la primera vez que se
describe esta asociacidn, que confirma el importante papel de la PGD2 en la patogenia
de la rinitis alérgica. Al igual que en el asma, hemos identificado una asociacién con los
grados mas leves de rinitis y, del mismo modo, no encontramos asociacién en las

formas mas graves.

Entre los pacientes con asma alérgica identificamos un incremento significativo de los
niveles de PTGDR en aquellos con antecedentes familiares de primer grado de atopia y
de asma. Es bien conocida, y cuenta con amplio respaldo bibliografico [127, 128], la
relacion entre enfermedades atdpicas y predisposicion genética; sin embargo, no
existen estudios previos sobre los antecedentes familiares y los niveles de expresidn

del gen PTGDR. Este resultado refuerza la hipdtesis del relevante papel de PTGDR en
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estos pacientes, que puede explicar en parte el mecanismo molecular que subyace a

las asociaciones clinico-bioldgicas.

6.2.2. ANALISIS DE POLIMORFISMOS DE PTGDR

En el andlisis de SNP de PTGDR identificamos la relevancia de la posicién -1289 G>A en
la gravedad de asma. Describimos por primera vez un aumento del genotipo mutado
AA en los pacientes con grados mas graves de asma. Este incremento se relaciona
también con una disminucion significativa de los valores FEV1/FVC vy el incremento el
grado de expresion de PTGDR. Sin embargo, esta asociacidon, aunque presentaba un
poder estadistico elevado, no pudo confirmarse en la regresion logistica ajustada por

edad y sexo, por lo que son necesarios mas estudios para su confirmacion.

En relacién al polimorfismo -549 T>C, los pacientes con asma persistente grave fueron
mas frecuentemente portadores del alelo mutado en homocigosis. Estos resultados,
con un elevado poder estadistico, fueron confirmados en la regresion logistica
ajustada. Este incremento de la frecuencia se acompaind de una disminucidn
significativa de los niveles de FEV1/FVC y un aumento en los niveles de expresion de
PTGDR, de forma que los pacientes con genotipo CC y asma mas grave presentaron
mayores niveles de expresion. Cuando se analizé la gravedad de asma agrupando a los
pacientes en asma intermitente y persistente leve frente a persistente moderada y
grave se confirmo tanto la asociacién de la frecuencia genotipica como de los niveles

de expresion.

Estos resultados podrian indicar que la presencia del nucleétido C en la posicion -549
del promotor del gen PTGDR podria modificar el mecanismo de unién de los factores
de transcripcién, dando lugar a un aumento en la expresion. Esto, de nuevo, podria
apoyar la hipétesis de que el aumento en la expresion de PTGDR podria estar
implicado en el mecanismo inflamatorio que subyace en el asma alérgica en nuestros

pacientes.
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La asociacién de este polimorfismo y el riesgo de asma ya habia sido previamente
descrita en adultos europeos [82], aunque no fuera replicada en otros estudios [88,
129-132]; si bien, las asociaciones descritas es estos trabajos no se centraban en el
asma alérgica. En nuestro caso, hemos llevado a cabo el primer estudio
pormenorizado, analizando cada una de las variantes génicas de PTGDR en los distintos
subfenotipos de asma alérgica. Esto nos ha permitido comprobar un hecho que la
comunidad cientifica plantea hace tiempo sobre la necesidad de analizar la base
genética de la patologia asmatica en cada uno de los subtipos de asma de forma
separada, pues parece ser que los antecedentes genéticos pudieran ser distintos para

los diferentes subfenotipos clinicos [133-135].

Este resultado explicaria, ademas, la controversia observada en distintos estudios al no
haber tenido en cuenta los subtipos, ni la gravedad del asma, en la seleccién de los
pacientes para los que se llevd a cabo el estudio de la asociacion con el SNP -549 T>C.
Por otro lado, el hecho de que la asociacion sea especifica de este grupo de pacientes
con asma grave es especialmente interesante, debido al avanzado desarrollo de la
patologia en estos pacientes y al gran porcentaje de mal control con el tratamiento
gue presentan. Resulta muy interesante que, aunque en el asma grave los niveles de
PTGDR fueran mas elevados en los pacientes portadores del genotipo CC (debido a la
heterogeneidad previamente comentada de este grupo), no se observara un mayor

nivel de expresidon de este gen en el conjunto de los pacientes con asma grave.

El genotipado previo de este polimorfismo, junto con la deteccién de los niveles de
expresion del gen PTGDR en etapas iniciales del desarrollo de la enfermedad, podria
ser un marcador que ayude a caracterizar un grupo especifico de pacientes. En este
sentido, cabe destacar también que los resultados de este trabajo confirman el papel
del polimorfismo -549 T>C como interesante diana terapéutica y que podrian explicar
resultados controvertidos reportados en ensayos clinicos realizados con moduladores

del receptor.
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El polimorfismo -197 T>C se asocié con caracteristicas de la sensibilizacién alérgica,
como es el caso de la monosensibilizacién a los dacaros frente a los pdlenes,
especialmente en los pacientes con rinitis. Esta asociacién, ademas, se confirmé con la
regresidon logistica y podria apuntar a una diferente contribucién del componente

genético en la sensibilizacidn alérgica.

Curiosamente, describimos por primera vez la asociacién del alelo mutado de este
polimorfismo con el recuento de eosindfilos, lo que pone de manifiesto, de nuevo, la
relevancia de este gen en el mecanismo inflamatorio. Como es conocido, existe un
incremento de los eosindfilos en las vias respiratorias los pacientes con asma y con
rinitis en respuesta a la activaciéon de linfocitos y la liberacién de citocinas [22, 44]. En
este caso, la presencia del genotipo homocigoto CC podria condicionar un incremento
en la expresion del gen PTGDR vy, por tanto, una mayor presencia de receptores para la
PGD2, por lo que se podrian incrementar sus acciones y provocar un incremento de los
eosindfilos en sangre periférica. Es decir, la presencia de este polimorfismo en los
pacientes nos podria indicar un incremento de los eosindfilos en sangre periférica vy,

posiblemente, en las vias respiratorias.

Este polimorfismo ha sido descrito previamente por nuestro grupo en pacientes
europeos con asma alérgica [86, 130]. Estos resultados no han sido replicados en otras
poblaciones, en las que, no solo los pacientes eran de origen étnico distinto, sino que
ademas no se analizaba el asma alérgica [129, 131, 132]. De nuevo, se pone de
manifiesto la importancia de los criterios de inclusiéon y del analisis detallado de los

distintos fenotipos de alergia.
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6.3. ANALISIS MULTIVARIANTE DE LOS DATOS

6.3.1. ANALISIS GLOBAL

El analisis multivariante de todos los individuos incluidos en el estudio permitié
identificar un patrén de agrupacién en el cual los pacientes con formas mas leves de la
enfermedad, como la presencia de rinitis sin asma asociada, se localizarian en una zona
mas proxima a las formas mas leves de la gravedad de asma, como el asma
intermitente indicando una tendencia de agrupacion de la variables relacionadas con

los estadios de gravedad.

Resulta interesante constatar que la introduccién de los datos genéticos en el estudio
multivariante global no modifico esta disposicion, ni supuso una aportacion
importante, incluso después de ser ponderados. Esto puede poner de manifiesto el
caracter complejo de la enfermedad, en la que la aportacién de marcadores genéticos
aislados puede verse diluida en su caracter multifactorial cuando no estan definidos los
fenotipos, como es el caso de la poblacidn total. Esto refuerza de nuevo la importancia

de la caracterizacion poblacional.

6.3.2. PACIENTES CON ASMA ALERGICA

Cuando estudiamos de forma especifica el grupo de pacientes con asma alérgica se
definen las variables con mas peso. En una dimensién destacaron fundamentalmente
los aspectos terapéuticos, como la prescripcién de glucocorticoides inhalados y beta
adrenérgicos de accién de larga; mientras que en la otra dimensién destacaron como
mas informativas las variables relacionadas con el momento de aparicion de la
enfermedad: el inicio de asma antes o después de los 18 afios, la edad de aparicion del

asma sin categorizar y la presencia de pruebas cutaneas positivas en la infancia.



DISCUSION B ic% !

En este estudio, en el que la poblacidn se circunscribe al asma alérgica, resulta muy
interesante que las variables mas importantes se relacionen con la edad de aparicion
de la sintomatologia, lo cual ha sido recientemente reportado por otros grupos de
investigacion [136]. En algunos estudios, los 12 afios se han considerado como edad de
aparicion de asma; sin embargo, nuestros resultados han sido mas relevantes tomando
como edad de aparicién los 18 afios (edad que caracteriza de forma mas clara la edad

de comienzo en el adulto).

Finalmente, las variables escaldn terapéutico del tratamiento de mantenimiento del
asma, clasificacion de la gravedad del asma cuando estd con el tratamiento y
clasificacion del asma segun la GEMA 2009 pueden considerarse variables de plano por
su elevada contribucidon a ambas dimensiones. Hemos de tener en cuenta que estas

variables incluyen ya los criterios diagndsticos y terapéuticos.

Resulta interesante destacar que en el grupo de pacientes con asma alérgica la
inclusion de las variables genéticas adquiere algo mas de relevancia, ya que en este
caso se acentua la diferenciacidon entre los pacientes con asma persistente moderada y
persistente grave frente a los pacientes con asma intermitente y asma persistente
leve, que a su vez se parecen un poco mas entre ellas. El efecto de las variables
genéticas sobre esta clasificacion podria indicar que la relevancia del componente
genético se incrementa a medida que se acota la caracterizacidn fenotipica de los

pacientes.

6.3.3. ESTUDIO DE FENOTIPOS EN EL ASMA ALERGICA

El andlisis de fenotipos en los pacientes con asma alérgica proporciona una solucién de
tres clusters, en la que el cluster numero 1 se caracteriza porque los pacientes que
forman parte de él presentan, fundamentalmente, un asma intermitente y no tienen,

en su gran mayoria, antecedentes familiares de primer grado ni de asma, ni de rinitis,
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ni de atopia (pruebas cutaneas para aeroalérgenos positivas). Este grupo podria

denominarse asma alérgica leve sin antecedentes familiares.

El segundo de los conglomerados encontrados es el de los pacientes que presentan,
todos ellos, antecedentes familiares de atopia (pruebas cutaneas positivas para
aeroalérgenos) y, la gran mayoria, antecedentes familiares de primer grado de asmay
de rinitis. En las pruebas respiratorias presentan valores dentro de la normalidad y no
precisan tratamiento ni con beta-adrenérgicos de accion prolongada, ni con
glucocorticoides. Se corresponden con pacientes que se encuentran en escalones
terapéuticos bajos del tratamiento del asma, para la mayoria una dolencia
intermitente. Este grupo se podria etiquetar como de asma alérgica leve con

antecedentes familiares.

Finalmente, el cluster 3 se caracteriza por agrupar a la gran mayoria de pacientes con
asma persistente moderada y grave, por lo que se encuentran en escalones
terapéuticos 3, 4 o superiores, requiriendo tratamiento con beta adrenérgicos de
accion prolongada vy glucocorticoides inhalados. Estos pacientes presentan una funcién
respiratoria disminuida y carecen, la mayoria de ellos, de familiares de primer grado
con antecedentes ni de asma, ni de rinitis. En su mayoria iniciaron su asma con mas de
18 aifos. Este grupo podria recibir el nombre de asma alérgica grave de inicio en la

edad adulta.

Curiosamente los antecedentes familiares se centran en el cluster 2 en los que podria
tener mas relevancia los aspectos genéticos y posiblemente la edad de aparicion fuese

menor aunque la sintomatologia no parece tan grave como en el cluster 3.

En un meta-analisis reciente sobre caracterizacion fenotipica del asma se concluye que
los pacientes con edad de aparicion precoz (en su mayoria menores de 12 afos)
presentarian mads caracteristicas atépicas y un mayor peso del componente genético,
mientras que una edad de aparicién mayor se relacionaria con un mayor componente

del riesgo ambiental [136].
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En nuestro estudio identificamos que el cluster 3, en el que la edad de aparicidon de
asma es predominantemente superior a los 18 anos, el componente genético también
parece menor y, curiosamente, la gravedad de la enfermedad parece ser superior. Este
grupo de pacientes, en el que el peso genético es menor, seria mas susceptible de
beneficiarse de medidas preventivas relacionadas con los factores ambientales.
Nuestro estudio, ademds de realizarse especificamente en pacientes con asma
alérgica, aporta una nueva caracterizacion de la edad de aparicion de la
sintomatologia, en la que la adolescencia se incluye en aparicién precoz y que

consideramos permite definir mejor a los pacientes.

Nuestro estudio aporta tres clusters, en los que el 1 y el 2 que tendrian, ambos, un
predominio de pacientes con sintomatologia mas leve, pero en el que el componente
genético podria ser diferencial, centrado mas en el cluster 2. Resulta muy interesante
gue en nuestros pacientes el componente genético se centraria mas en un subgrupo
de pacientes de gravedad intermedia, lo que podria explicar la ausencia de asociacion
de los niveles de expresion de PTGDR en los pacientes con asma mas grave

(previamente descrita).

En definitiva, este estudio proporciona una nueva caracterizacién fenotipica del asma
alérgica. Si bien se ha tratado ampliamente la caracterizacién fenotipica del asma, son

muy escasos los estudios en los que se analizan fenotipos en asma alérgica.

Moore et al. [137] realizan un analisis de clusters jerdrquico no supervisado y
encuentran 5 fenotipos. Al comparar sus resultados con los nuestros, su grupo 4 es el
mas parecido a nuestro cluster 3: ambos presentan antecedentes personales de
atopia, tienen valores mas bajos de funcién pulmonar, precisan para su control
tratamiento con beta-adrenérgicos de accién prolongada y glucocorticoides inhalados,
aunque difieren en la edad de aparicion del asma. Por otra parte, nuestros clusters 1y
2 se podrian asemejar a su cluster 1, en el sentido de que tienen antecedentes
personales de atopia e inicio de la sintomatologia asmatica en la infancia, presentan

valores normales de funcién pulmonar y los requerimientos terapéuticos son escasos,
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si bien en nuestro estudio existe un porcentaje mas elevado de individuos que no
precisan tratamiento para su control. Sin embargo, los autores no reflejan los

antecedentes familiares de atopia, asma o rinitis.

Haldar et al. [138] realizan un andlisis de clusters en tres poblaciones independientes,
una procedente de atencidn primaria y dos procedentes de atencién especializada. En
conjunto, encuentran cinco clusters, pero también describen tres clusters en la
poblacidn procedente de atencidon primaria y cuatro en la de atencion especializada.
Nuestros pacientes de los clusters 1 y 2 podrian corresponder al cluster que
denominan “asma benigna”, que tiene escasa sintomatologia clinica y valores
normales de funcién pulmonar, si bien el porcentaje de atopia en este grupo es del
64%, por lo que no puede descartarse que al menos una parte de nuestros pacientes
pueda corresponder al cluster que denominan asma atépica de inicio precoz, en el que
el porcentaje de atopia alcanza el 95,1 %. Por otra parte, de los clusters derivados del
analisis de los pacientes provenientes de atencidén especializada, el primero de los
clusters, que denominan “asma atépica de inicio precoz” (grave en este caso) seria el

gue se asemejaria a nuestro cluster 3.

Respecto al estudio que Kim et al. llevaron a cabo en Corea [139], nuestros clusters 1y
2 podrian corresponder con los clusters C/C’, que presentan un porcentaje elevado de
antecedentes de atopia, inicio temprano de la sintomatologia asmadtica y valores
espirométricos normales mientras que nuestro cluster 3 se corresponderia con los
pacientes atdpicos de los clusters B/B’, que presentan valores espirométricos mas

bajos.

Considerando los fenotipos de asma grave definidos tanto en la GEMA 4.0 [7] como en
la normativa sobre asma grave no controlada [61], nuestro cluster 3 podria estar
encuadrado en el fenotipo denominado “asma alérgica grave”, por su base atépica, si

bien no coincide con la edad de inicio de los sintomas asmaticos.

En definitiva, en este estudio nos hemos centrado en el asma alérgica y hemos
encontrado los tres fenotipos anteriormente citados: dos de asma leve, uno de ellos

con antecedentes familiares de atopia en el 100 % de los casos y el otro sin
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antecedentes familiares de atopia; y un tercero de asma alérgica moderada-grave de

inicio predominantemente en la edad adulta.
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CONCLUSIONES

1.  Aunque en el asma alérgica el recuento de eosindfilos, los niveles séricos
de IgE total y el porcentaje de sensibilizacidn a los acaros se incrementan a
medida que aumenta la gravedad de la enfermedad, solo la sensibilizacién
a acaros se asocia significativamente incluso con el asma persistente grave.
En nuestra poblacién, el asma persistente grave presenta una
heterogeneidad en relacion con estos marcadores biolégicos, hecho que

deberia estudiarse con mas detalle en otras poblaciones.

2. En nuestro estudio observamos un predominio de pacientes sensibilizados
a mas de un grupo de aeroalérgenos. Estos pacientes presentan niveles de
IgE y recuento de eosindfilos mas elevados. La sensibilizacién a un solo

grupo de aeroalérgenos se asocia a los grados mas leves de asma.

3. Los niveles de expresion del gen PTGDR en sangre periférica se asocian de
forma general con todas las caracteristicas de la atopia, incluida la
gravedad de la rinitis y del asma. La utilidad de la expresion de PTGDR
como biomarcador en el asma alérgica parece ser mas relevante en los

estadios menos graves de la enfermedad.

4.  El andlisis de las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos de
la region promotora del gen PTGDR permitié identificar que el
polimorfismo -549 T>C se asocia con la gravedad de asma, el valor de
FEV1/FVC y unos mayores niveles de expresion del gen. El cambio del
nucleétido T por C en la posicidon -549 de la regidn promotora del gen
podria modificar la unién de factores de transcripcidén, dando lugar a un
incremento de su expresion, lo que, a su vez, podria estar implicado en el

mecanismo inflamatorio que subyace en el asma alérgica.
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En el andlisis multivariante de los pacientes con asma alérgica, destacan
como variables mas informativas las relacionadas con la clasificacion de la
gravedad de asma, con la edad de aparicién de los sintomas y con el

tratamiento.

En el asma alérgica identificamos 3 clusters determinados
fundamentalmente por la gravedad de la enfermedad, la edad de aparicidon

de la sintomatologia y la presencia de antecedentes familiares.

En nuestros pacientes con asma alérgica caracterizamos 3 fenotipos que
podrian denominarse “asma alérgica leve con antecedentes familiares”,
“asma alérgica leve sin antecedentes familiares” y “asma alérgica

moderada-grave de inicio en el adulto”.

En el asma alérgica solo uno de los fenotipos presentd predominio de
antecedentes familiares, lo que podria poner de manifiesto que los
factores genéticos tienen una contribucién compleja en la enfermedad,
que se manifiesta con mas relevancia en el inicio a edades mas tempranas

y en los grados mas leves de la enfermedad.
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HOSPITAL.

=emi=e  SERVICIO DE ALERGIA

REMITIR TUBO (10 ml. EDTA - tap6n morado) Y PETICION AL LABORATORIO DE ALERGIA

N° LABORATORIO: N° SUERO:
FECHA:
DOCTOR:
CONTROL: [_| SI EDAD:
NO | SEXO:V/M
ESTUDIO: |:| B-Lactamicos D ASMA
[ ] AmNE L1 poLiposts >
PRUEBAS CUTANEAS:
' 1 . I 1
Ex Negativas Acaros D:Hongos Alimentos
D Pendientes Epitelios Polenes Otros........ccoceuee...
AsMA: [ |nvo [si RINITIS: [ | No [ ]sI
Intermitente Intermitente Leve D
Moderada-Grave D
Leve
Persistente ~ Moderada D Persistente  Leve D
Grave Moderada-Grave D
EDAD APARICION ASMA: EDAD APARICION RINITIS/CONJUNTIVITIS:
ANTECEDENTES Atopia D ler grado Asma D ler grado Rinitis Dler grado Peliposis D ler grado
FAMILIARES: D 2 grado [:I 2 grado D 2 grado D 2 grado
MADRE ATOPIA[ | MADRE ASMA [ |
INTOLERANCIAAINES: NO[_] st [_| Respiratoria POLIPOSIS: [ | SI

D Cutanea I:l NO

INMUNOTERAPIA: SI[ | NO [] Especificar:

IgE TOTAL:

OBSERVACIONES:






FUMADOR SI NO FUMADOR PASIVO INFANCIA SI' NO
ASMA EN LA INFANCIA SI NO ATOPIA (PC POSITIVAS) INFANCIA Sl NO
ESPIROMETRIA SI NO IMC
VALORES DE

FvC ABSOLUTO %

FEV1 ABSOLUTO %

FEV1/FVC %

FEF25-75 ABSOLUTO %
PRUEBA BRONCODILATADORA NO NEGATIVA POSITIVA
FENO NO ABSOLUTO <30PPB >30 PPB
TEST METACOLINA NO NEGATIVO POSITIVA (VALOR ABSOLUTO)
EOSINOFILOS ENSP  ABSOLUTO %
GRADO DE POLIPOSIS 1/n/m ANT. CIRUGIA POLIPOSIS NO S|
ASA TRIADA NO S|
TIPO INMUNOTERAPIA ACAROS EPITELIOS HONGOS POLENES
ESCALON TERAPEUTICO 1 2 3 4 5 6
B-ADREN A CORTA NO (< DE 2 DIAS SEMANA) +2 DIAS SEMANA NO A DIARIO

TODOS LOS DIAS VARIAS VECES AL DIA

GClI (especificar farmaco y dosis) NO/SI
B-ADRE A LARGA (especificar farmaco y dosis) NO/SI
CORTICOIDES ORALES NO/SI
ANTILEUCOTRIENOS NO/SI
TEOFILINA NO/SI
OMALIZUMAB NO/SI
CLASIFICACION CONTROL ASMA BIEN PARCIALMENTE MAL
ASISTENCIA URG EN ULTIMO ANO NO 1 2 3 4
INGRESO HOSPITAL ULTIMO ANO NO 1 2 3 4














