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RESUMEN

La Dermatitis Atdépica (DA) es la enfermedad inflamatoria crénica mas prevalente en la
poblacién pediatrica. Existen condicionantes genéticos que pueden presentarse como

factores de riesgo independientes para el desarrollo de DA.

La presencia de mutaciones de pérdida de funcidn del gen FLG han sido identificadas
como el principal factor genético predisponente para el desarrollo de DA. No existen
estudios que evaluen la asociacion de mutaciones en FLG en poblacién pedidtrica
espanola con DA. Tampoco existen muchos trabajos que estudien la asociacién entre la
DA y polimorfismos de genes relacionados con el metabolismo de la vitamina D, como
VDR y CYP24A1. Dada la relacion entre la DA y sindrome metabdlico, se plantea estudiar

la asociacién de estos genes con el perfil lipidico y metabolismo de la vitamina D.

Se ha realizado un estudio observacional, prospectivo de casos y controles, en nifios de
0-14 afos y fenotipo europeo-Mediterraneo. Se definen dos grupos; como casos nifios
con diagnéstico de DA y como controles no afectos. En todos ellos se realiza un estudio
bioquimico y molecular en el que se analizan las mutaciones mas prevalentes en FLG

(R501X, 2282del4 y R2447X) y determinados polimorfismos de los genes VDR y CYP24A1.

Como resultados mas destacados del estudio se obtiene que la frecuencia de las
mutaciones mas prevalentes en el gen FLG en poblacién pedidtrica espafiola afecta de
DA es del 12,6%, una cifra superior a la de otras poblaciones sury centro europeas. Estas
mutaciones suponen un factor de riesgo genético para el desarrollo de DA ya que
aumenta la probabilidad de padecerla en 6,81 veces, siendo R501X la mutacién mas
prevalente en poblacién pediatrica espafiola y el Unico factor de riesgo genético que ha
demostrado asociacién, ya que las mutaciones R2447X y 2282del4, tienen escaso o nulo

protagonismo como factores genéticos predisponentes de DA en la poblacion espariola.

En el estudio de los polimorfismos de los genes VDR y CYP24A1 los resultados son
variantes, ya que mientras el polimorfismo rs2238136 incrementa el riesgo de DA, el
polimorfismo rs2239182 y el haplotipo GCC (rs2239185-G, rs1540339-C, rs2238136-C)

se presentan como factores protectores.
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Se ha demostrado asociacidn entre algunos polimorfismos y los parametros bioquimicos
medidos. Para la vitamina D existe asociacién positiva con rs2239182 y rs2238136 y
negativa con rs2239185-GA y rs2248359-TT. Los polimorfismos rs2239185-AA,
rs2239182-CC y rs1540339-CC, se asocian con mayores concentraciones séricas de

colesterol total, y rs2296241-AA y rs2248359-TT con mayores niveles de colesterol HDL.

Este estudio permite ampliar el conocimiento sobre el ambiente genético tan complejo
gue rodea a la DA, y supone una primera aproximacioén, en este sentido, en la poblacién
espanola. Por otro lado, el disefio experimental y resultados que aqui se muestran,
sirven de base para estudios de similares caracteristicas que puedan realizarse sobre
diferentes grupos étnicos, y que permitan abordar, con mayor profundidad, el ambiente

genético de la DA.
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ABREVIATURAS

Abreviatura
1,25(0H).D
25(OH)D
AAD

ACAAI

ADN

AEP

AIC

AUC

CNV

DA

DBP

EA

EAACI

EC

ENDO

FHN

FLG

FLG

GWAS

PCR
RIQ
RUV
RXR
SCORAD
SD
SNP
TSLP
VDR
VDR
VSl
WAO

Descripcion

1,25-(OH),-vitamina D (calcitriol).

25-0OH-vitamina D (calcidiol).

American Academy of Dermatology.

American College of Allergy, Asthma and Immunology.
Acido desoxirribonucleico.

Asociacidn Espafiola de Pediatria.

Coeficiente de informacién de Akaike.

Acido transurocénico.

Variaciones del nimero de copias (Copy number variations).
Dermatitis atopica.

Proteina de unidn a vitamina D (vitamina D binding protein).
Eczema atdpico.

European Academy of Allergy and Clinical Immunology.
Envoltura cornificada.

Endocrine Society.

Factor humectante natural.

Filagrina.

Gen de la filagrina.

Estudio asociacion genoma completo (Genome-wide association study).
Intervalo de confianza.

Interleuquina (o interleucina).

Circuito fluidico integrado (Integrated fluidic circuit).

indice de masa corporal.

International Osteoporosis Foundation.

American Institute of Medicine.

Internationl Study of Asthma and Allergies in Childhood.
Ictiosis vulgar.

Joint Council of Allergy, Asthma and Immunology.

Mayor frecuencia alélica (Major allele frequency).

Razon de probabilidades (Odds Ratio).
Pirrolidona-5-carboxilico.

Reaccién en cadena de la polimerasa (Polimerase chain reaction).
Rango intercuartilico.

Radiaccion ultravioleta.

Receptor del retinoide tipo X.

Scoring atopic dermatitis index.

Desviaciéon estandar (Standard deviation).

Polimorfismo de un Unico nucledtido (Single Nucleotide Polymorphism).
Linfopoyetina Estromal Timica.

Receptor de la vitamina D (vitamin D receptor).

Gen del receptor de la vitamina D (vitamin D receptor gene).
Variante de significado incierto.

World Allergy Organization.
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1.1. ATOPIA

La atopia se define como la tendencia personal y/o familiar a la sensibilizacién y
produccién de anticuerpos IgE en respuesta a la exposicion ordinaria a los alérgenos
comunes del ambiente, a los que todos los individuos estan expuestos, pero frente a los
cuales la mayoria no desarrollan ninguna respuesta (1). Esta condicion predispone al

desarrollo de las llamadas enfermedades atdpicas: asma, rinitis y eczema.

Las enfermedades atdpicas se manifiestan tipicamente en la infancia o en la
adolescencia, y se van sucediendo siguiendo una progresién secuencial conocida como
marcha atdpica. Este proceso, generalmente comienza con el desarrollo de anticuerpos
IgE frente a alérgenos alimentarios, acompanados de sintomas de dermatitis atdpica y
alergia a los alimentos, seguida por la aparicidn de rinitis alérgica y finalmente asma (2).
En este sentido, la dermatitis atdpica precede el desarrollo secuencial de asma vy rinitis

alérgica, lo que sugiere que tiene un papel iniciador de la marcha atépica (Figura 1).

Figura 1. Marcha atdpica. Prevalencia de eczema, rinitis y asma.
*Adaptado de Ker J, Hartert TV. The atopic march: what's the evidence? (2)
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1.2. DERMATITIS ATOPICA

1.2.1. DEFINICION DE LA ENFERMEDAD.

La dermatitis atépica o eczema atdpico (en adelante DA o EA) es la enfermedad
inflamatoria crénica de la piel mas prevalente (3). Se caracteriza por cursar en brotes
agudos consistentes en un prurito muy intenso, en ocasiones incoercible y una xerosis
muy marcada (4). En la literatura revisada, la definicion de DA puede ser muy variada

segun las distintas sociedades cientificas (Tabla 1):

Tabla 1. Definiciones de DA segun distintas sociedades cientificas.

- European Academy of Allergy and Clinical Immunology; La DA o EA es una enfermedad
alérgica inflamatoria de la piel que cursa con picor intenso, enrojecimiento, edema,
descamacion, formacidn de vesiculas, piel muy seca, sensible y facilmente irritable.

- Brithish Skin Foundation; la DA es una condicién inflamatoria de la piel. Atopia es el término
utilizado para describir condiciones como el eczema, el asma o la rinitis estacional que a
menudo tienen base genética.

- Fondation pour la Dermatite Atopique; la DA o EA designa las manifestaciones inflamatorias
cutaneas recidivantes asociadas a la atopia. Se trata de una dermatosis crénica pruriginosa
e inflamatoria que evoluciona a través de brotes.

- American Academy of Dermatology; la DA o EA es una enfermedad inflamatoria crénica
pruriginosa, mas frecuente en nifios pero que puede afectar también a adultos. Sigue un
curso recurrente y se asocia a menudo con elevaciones de niveles de IgE y una historia
personal y familiar de alergias tipo-l, rinitis alérgica y asma.

1.2.2. ANTECEDENTES HISTORICOS.

Aunque la DA se conoce desde hace varios siglos, el recorrido para definir e identificar
esta enfermedad ha sido bastante largo y dificultoso en el tiempo. El primer paciente
documentado que se sospecha afecto de DA fue el emperador Octavio Augusto (siglo |
d.C.) de quien se dice que “...sufria de un prurito tormentoso que le obligaba a rascarse

la espalda con un objeto alargado...” (5).

El término eczema (también escrito como eccema) procede del griego (ékzema) y

significa etimoldgicamente “algo que hierve del interior” (ek- del interior al exterior,



zema- hervir). Este vocablo comenzé a utilizarse en el siglo 1l d.C. con Dioscérides para
designar a las erupciones cutdneas que sufrian algunos pacientes, pero no fue hasta el

siglo VI cuando se acufié su uso como terminologia médica por Aecio de Amida (5).

Entrado el siglo XIX aparecieron distintos nombres diferentes para describir esta
enfermedad (Tabla 2). En 1891 Brocq y Jaquet la denominan "neurodermatitis
diseminada y del sistema nervioso"; un afio mas tarde, en 1982, Besnier la llama "pruarigo
diatésico, eccematoide liquienoide". En 1933, Wise y Sulzberger proponen el término de

dermatitis atdpica (o eczema atdpico) con el cual se le sigue conociendo en la actualidad.

Tabla 2. Nombres utilizados para definir dermatitis atdpica a lo largo de la historia.

Terminologia Autor/es

Eczema Aecio de Amida

Eczema Willan

Prurito constitucional Hebra

Neurodermatitis difusa Brogc y Jaquet (1891)
Prurigo diatésico Besnier (1892)
Dermatitis atdpica / Eczema atépico Wise y Sulzberger (1933)
Eczema enddgeno Korting (1954)

AEDS (Atopic Eczema Dermatitis Sindrome) EAACI task force (2001)
Eczema WAO consensus (2004)

*Modificado de Ring J., Atopic Dermatitis: Eczema (5). EAACI=European Academy of Allergy and Clinical
Inmunology, WAO=World Allergy Organization

1.2.3. EPIDEMIOLOGIA.

Debido a que la DA es una enfermedad que se diagnostica en base a criterios clinicos
(no concordantes entre diferentes autores) y una multitud de datos obtenidos por la
anamnesis y exploracion fisica, resulta dificil valorar los diferentes estudios

epidemioldgicos que se han publicado respecto a la enfermedad.

Es una patologia que afecta con mayor frecuencia a la poblacién infantil, siendo Ia
enfermedad crénica mas prevalente en la infancia, afectando al 15-20% de los nifios en
todo el mundo (6-8). Aunque también puede presentarse en la edad adulta, la
prevalencia de la enfermedad es mucho menor (1-3%)(9), con cifras que oscilan desde

el 0,3 % al 14,3 % segun distintos autores (3, 10, 11).
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Actualmente, los datos mas valiosos sobre la prevalencia y progresion de la enfermedad
provienen del estudio ISAAC (Internationl Study of Asthma and Allergies in Childhood)
iniciado en el afio 1991 y finalizado en 2012 (12). Este estudio se disefid con un enfoque
global, utilizando una metodologia uniforme que permitié comparar los resultados de
casi dos millones de nifios en 100 paises distintos. El estudio reveld que la prevalencia
global de la enfermedad es cercana al 20%, con grandes variaciones geograficas (del
0,2% al 24,6%) (13, 14). En general, los datos de prevalencia mas elevados (>15%) se
obtienen en Africa, Oceania, América del Sur y paises del norte de Europa, y los mds

bajos (<5%) en Asia, Europa Central y del Este.

En nuestro pais no existen datos concluyentes sobre la prevalencia de esta enfermedad.
Los datos procedentes del estudio ISAAC arrojan una prevalencia del 6,2% en nifios de
6-7 afios y del 10,3% en adolescentes (de 12-13 afios) (15), algo inferior a la media
europea (14,2%) (16). Teniendo en cuenta que el estudio comenzé hace 20 afios y de
gue existen datos fiables de que la prevalencia de la enfermedad se ha duplicado, incluso
triplicado en los ultimos 50 afos en los paises industrializados (6, 7), parece razonable
pensar que la prevalencia estimada actual sea superior al 20%, aunque no existen datos

publicados fiables al respecto.

El inicio de la enfermedad puede ocurrir a cualquier edad, aunque con mayor frecuencia
se produce en la primera infancia. Se estima que un 50% de los pacientes desarrollan la
enfermedad en el primer afio de vida y el 95% dentro de los primeros 5 afios (17). Sélo
un 17% de los adultos con DA experimenta el inicio de la enfermedad después de la
adolescencia (8). Aunque la enfermedad tiene una remision espontanea antes de llegar
a la adolescencia en el 75% de los pacientes; un 25% pueden continuar teniendo
sintomas de enfermedad en la edad adulta o recaidas después de algunos afios sin

sintomas (18).

Finalmente, en referencia a la distribucidn por sexos, se ha observado un ligero aumento

de la frecuencia en mujeres respecto a hombres, del orden de 1,3-1,5a 1 (19, 20).



1.2.4. FISIOPATOLOGIA y FACTORES DE RIESGO.

El conocimiento en profundidad de la fisiopatologia de la DA todavia es incierto, y la
mayoria de los expertos coinciden en que en el desarrollo de esta enfermedad existe
una compleja relacién entre factores endégenos, inherentes al individuo, responsables
de alteraciones de la funcién barrera epidérmica e hiperactividad del sistema inmune y

numerosos factores exdgenos condicionantes capaces de desencadenar brotes (21-23).

Se han propuesto dos teorias principales para explicar la etiopatogenia de la DA: la
hipdtesis de dentro hacia afuera (inside-out) y la hipdtesis de afuera hacia adentro
(outside-in) (24). La hipdtesis inside-out propone que la activacién alérgica conduce a
una pérdida de integridad de la barrera cutdnea que favorece la introduccién vy
presentacion de alérgenos y el crecimiento de la microbiota que origina la reaccién
eccematosa. La hipotesis outside-in propone que el defecto primario de la barrera
cutanea podria hacer a la piel mas susceptible a la desregulacién inmune y conduciria a
la DA. Estas teorias no son exclusivas, ni excluyentes, de forma que ambas

probablemente desempefan un papel en la patogénesis de la DA (24).

A continuacién, se realiza un resumen de la fisiopatologia de la enfermedad, asi como

de los principales factores de riesgo o desencadenantes de la misma:

1.2.4.a Pérdida de integridad de la barrera epidérmica.

Se conoce desde hace tiempo la importancia que tiene la integridad de la barrera
epidérmica para el correcto cumplimiento de las funciones de la piel, que incluyen, no
solo la separacidn fisica del medio interno y externo, sino también, el establecimiento
de la homeostasis de los fluidos corporales, la proteccidon frente a las agresiones
mecanicas, alérgenos y toxinas, siendo ademas un ecosistema que controla las

comunidades microbianas que viven en ella.

En esta barrera, tiene un papel protagonista la filagrina, de la que se hablara

ampliamente en el siguiente capitulo y es objeto principal de esta tesis doctoral.

25



26

La filagrina es la proteina estructural mas importante de la piel puesto que dirige la
diferenciacion terminal de los corneocitos y garantiza la integridad de la epidermis,
otorgandole la capacidad de actuar como interfase entre el cuerpo humano y el

ambiente que lo rodea.

Las mutaciones de pérdida de funcién en el gen que codifica la filagrina (FLG) se
consideran el principal factor de riesgo genético que predispone al desarrollo de DA (25,
26) y constituye la base de la hipdtesis outside-in. La asociacién entre genotipo FLG y DA
se identificé por primera vez en el ailo 2006 en un estudio realizado en pacientes afectos
de ictiosis vulgar (V) (27). Este trabajo supuso un cambio en el conocimiento de la
enfermedad, al demostrar que la deficiencia de filagrina es un acontecimiento clave en
la fisiopatologia de la DA ya que conduce a una disfuncioén de la barrera cutdnea, pérdida
de agua transepidérmica y xerosis que causa el eccema. Ademads, existe una mayor
penetracién de los alérgenos a través de la piel, lo que resulta en una mayor

sensibilizacién alérgica y progresién de la marcha atépica (24, 28).

Desde que se conoce el importante papel de la filagrina en la epidermis, la DA ha pasado
a ser considerada como un trastorno primario de la barrera cutanea (28), lejos de la
consideracién tradicional de patologia asociada a disfuncién del sistema inmune que se
acompafiaba de una alteracion secundaria en la barrera cutanea. Segun este nuevo
enfoque patogénico, en todos los pacientes con DA existe un defecto inherente de la
barrera que puede estar determinado por distintos mecanismos moleculares, siendo

uno de los mds importantes y frecuentes las mutaciones en el gen FLG.

No obstante, debe tenerse en cuenta, que a pesar del papel protagonista de FLG en el
estudio de la enfermedad, la DA no es el ejemplo de enfermedad monogénica clasica.
Ademads del gen FLG, recientemente, se han identificado hasta 31 loci como factores de
riesgo relacionados con la DA en estudios de asociacién del genoma (GWAS, genome-
wide association study) (29). Estos genes estan relacionados con la respuesta inmune o

con la formacién de la barrera epidérmica (30-32).



1.2.4.b Disfuncidon inmunoldgica en la Dermatitis Atdpica.

Existen diversas evidencias a favor de la hipdtesis inside-out que otorga al sistema
inmune un papel protagonista en la fisiopatogenia de la DA. Esta hipdtesis propone que
el eccema es el resultado de la activacion de las células del sistema inmune junto con
cambios en los queratinocitos, que dan lugar a la produccién de citoquinas inflamatorias
y de multiples moléculas mediadoras que conduce a una pérdida de integridad de la
barrera cutanea que a su vez favorece la introduccidn y presentacion de alérgenos, lo

que origina la reaccion eccematosa (24).

Cuando se entra en contacto con diversos alérgenos, los individuos no atdpicos
desencadenan una reaccidon inmune de baja intensidad, con produccidon de anticuerpos
IgG especificos para el alérgeno y una respuesta celular del tipo Th1, con produccion de
interferén-gamma (IFN-y). En individuos atdpicos, la pérdida de integridad de la barrera
epidérmica (originado por factores genéticos o ambientales), permite la entrada
constante de alérgenos en la piel y los queratinocitos dafiados producen TSLP
(linfopoyetina estromal timica), que ha sido denominada como la molécula clave para el
inicio de la reaccién eccematosa. Los queratinocitos producen otras citoquinas como IL-
25 e IL-33 que mediante la unién a sus receptores (IL17B e IL1RL1) en las células ILC2
estimulan la produccién de IL-5 e IL-13 que generan una polarizacion de la respuesta

inmune al activar la produccién linfocitos Th2 (33) (Figura 2).

La respuesta inmune Th2 se caracteriza por la produccién local aumentada de citocinas
Th2 tipicas (IL-4, IL-5, IL-13 e IL-31). Las dos primeras (IL-4 e IL-5) estimulan la reaccién
inflamatoria favoreciendo la migracién y supervivencia de eosinéfilos y mastocitos, e
incrementando la liberacién de histamina por los baséfilos. Estas moléculas también
inhiben la expresion del gen FLG, originando el consiguiente déficit adquirido de filagrina
(34). De hecho, se ha demostrado que el uso de bloqueantes farmacolégicos del
receptor de IL-4 (IL-4R) muestran una eficacia terapéutica excelente para mejorar la

funcion barrera epidérmica (35).
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Figura 2. Rutas inmunoldgicas en las fases iniciales y avanzadas de la DA.
*Modificado de Otsuka et al. (33)
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La IL-13 estimula la produccién de IgE alérgeno-especificas con aumento de la IgE total,
observado hasta en un 80% de los pacientes con DA. Esta inmunoglobulina se une al
mastocito provocando su degranulacién y secrecion de moléculas inflamatorias
(histamina, triptasa, leucotrienos, prostaglandinas, quininas, etc.) que potencian la
reaccion inflamatoria. No hace mucho que se ha descubierto que la produccion de IL-31

es la responsable del prurito que origina el rascado (36) (figura 2).

En las fases mas crdnicas del eczema, la respuesta aguda inicial de tipo Th2 pasa a ser
de tipo Th1. En este patron de respuesta bifasica es clave la IL-22. La IL-22 actla sobre
los queratinocitos estimulando la produccién de péptidos antimicrobianos, como las
defensinas, que inducen la aparicion de células Thl productoras de IFN-y en las lesiones
crénicas. Por otro lado, en respuesta a la IL-22, los queratinocitos proliferan, dando

como resultado una hiperplasia epidérmica difusa, denominada acantosis.

La IL-22 (al igual que IL-4 e IL-13 en la fase aguda) inhibe la expresion de genes
relacionados con la barrera epidérmica, como FLG, loricrina (LOR) e involucrina (/VL). El

déficit de estas proteinas origina mayor susceptibilidad frente a infecciones bacterianas.



1.2.4.c Factores Ambientales: condiciones climaticas y geograficas.

La influencia del clima sobre la prevalencia de la DA se demostré ampliamente en el afio
2007 en los estudios realizados por el National Survey of Children’s Health y por el
National Climate Data Center and Weather Service de los Estados Unidos (37). Este
estudio demostraba que las dreas con mayores temperaturas medias, menor
precipitacion y mayor indice de exposicién a radiacién ultravioleta (RUV), se asociaban
a una menor prevalencia de eccema pediatrico. Por otro lado, las regiones geograficas
con mayor humedad ambiental, alta precipitacion y bajo indice de exposiciéon a RUV se

asociaron con aumento de la prevalencia de la enfermedad (37).

Curiosamente, aunque se demostré que el aumento de la humedad relativa tiene un
efecto protector frente a la DA a nivel general, al analizarlo individualmente, el aumento
de la humedad relativa se asocia a un aumento del eccema. Esta discrepancia se
entiende porque las zonas del pais con mas lluvias, son a su vez las zonas donde mas
disminuye la exposicién a la radiacidn UV por la cobertura de las nubes, y a su vez, las
regiones donde sus habitantes pasan mas tiempo en interiores expuestos a una menor

humedad relativa debido al mayor uso de la calefaccidn interior (37).

Otro aspecto que requiere mencion en la descripcion epidemiolégica de la DA es la
influencia de la estacionalidad, considerado por muchos autores como un tema
controvertido. Las cifras que se dan entre los distintos estudios sobre el empeoramiento
de la DA durante el otofio y el invierno varian del 33% al 88%. El frio y la baja humedad
ambientales serian los responsables de los empeoramientos estacionales visibles, sobre
todo en climas frios o extremos. En nuestro pais, en un estudio disefado a partir de una
encuesta telefdnica los pacientes referian un empeoramiento en los meses frios, ya que
padecian lesiones con mas frecuencia en invierno que en verano (un 65% frente al 28%)

(38).
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1.2.4.d Factores Ambientales: alérgenos.

Ya se ha comentado (apartado 1.1) que la DA se incluye dentro del espectro de
enfermedades alérgicas que se manifiestan tipicamente en la infancia, y que preceden
el desarrollo de la marcha atépica. Uno de los pasos de este proceso es el desarrollo de
alergia frente a diferentes alimentos, que ha demostrado tener, en algunos casos, un
papel patogénico en el desarrollo de DA (39). De acuerdo con diferentes estudios, un
50-75% de los pacientes con DA de inicio temprano estan sensibilizados frente a uno o
mas alérgenos (40), mientras que los pacientes con un inicio mds tardio se sensibilizan

con menor frecuencia (41).

Estos resultados apoyan el papel de los alérgenos en el desarrollo y patogenia de la DA,
especialmente en la exacerbacidn y brotes. Se ha demostrado que la retirada profilactica
de los alimentos mas alergénicos (huevo, leche y cacahuete) de las dietas de los nifios (y
de las madres en fase de lactancia), asi como, evitar la exposicidn a los aeroalergenos
mas comunes (polen, hongos, animales...) conlleva una mejoria clinica e incluso remisién

de la enfermedad (7, 22, 42).

1.2.4.e Factores ambientales: estilo de vida.

Existe una notable influencia del modo de vida en la prevalencia de la DA. En general,
las cifras de prevalencia son mayores en areas urbanas y paises desarrollados, es decir,
en aquellas zonas que se relacionan con el “modo de vida occidental”. Esto se apoya en
la teoria de que la mayor higiene en las sociedades industrializadas tendria como
consecuencia una menor exposicién de agentas ambientales de todo tipo que hace que
los pacientes tengan una menor maduracion del sistema inmunoldgico y se defiendan
peor frente a los agentes ambientales que pueden estar implicados en el desarrollo de
la DA. De esta forma, las diferencias de prevalencia entre los distintos paises (o regiones
de un mismo pais) variarian por razones sociales o culturales (43). La prevalencia de la
enfermedad entre nifos de clases sociales menos favorecidas es casi la mitad que entre
los nifios nacidos en las clases sociales con mayor poder adquisitivo (8,9% vs 16,6%

respectivamente) (44).



1.2.4.f Microorganismos.

Los pacientes con DA estan altamente predispuestos a desarrollar infecciones cutaneas
bacterianas y fungicas, principalmente por Staphylococcus aureus debido a la
colonizacidén activa del estrato cérneo, dafio de la barrera cutdanea o una respuesta
inmune defectuosa (45, 46). Debido a ello se han realizado numerosos estudios acerca
del microbioma cutaneo en la DA que apoyan la existencia de una relacién entre la

alteracion del microbioma cutaneo y el deterioro de la barrera epidérmica (47, 48).

El paciente atdpico tiene en su piel sana (no lesional) un porcentaje de colonizacién por
S. aureus mayor que los sujetos sanos (8-100% frente a 5-30% respectivamente) (49).
Por otro lado, la aparicién de brotes agudos de la enfermedad se asocia con una
expansion de S. aureus sobre la piel lesionada (107 microorganismos/cm? de piel) junto

a una pérdida de biodiversidad del microbioma de la piel (50).

Los microorganismos presentes en las lesiones cutaneas destruyen el tejido epidérmico
al secretar enzimas, proteinas proinflamatorias y toxinas. Ademas estimulan reacciones
alérgicas secundarias por lo que cuando el eczema se inicia y comienza el rascado se
autoeczematiza y crece lo que contribuye a una inflamacion crénica de las lesiones
cutdneas atdpicas (46). Se ha sugerido que la estrategia por la cual S.aureus seria capaz
de exacerbar o de mantener la inflamacion cutanea en la DA es por medio de la secrecién
de un grupo de enterotoxinas (A, B y TSST-1) que se comportan como superantigenos.
Estas son capaces de estimular la activacion de células T a través de su receptor (TCR)
de macroéfagos tisulares (células de Langerhans) produciendo IL-1, TNF e IL-12, y de
linfocitos de sangre periférica en combinacién con la IL-4, llevando a un incremento de

la sintesis de Ig E y expresion del receptor Fc Ig E (51, 52).

Se ha encontrado una correlacién directa entre la presencia de anticuerpos IgE
especificos frente a los superantigenos de S.aureus y/o Malassezia furfur y la gravedad
de la DA. El tratamiento con antibidticos antiestafilocécicos (y/o antifingicos) en
combinacidn con esteroides topicos genera una reduccion significativa de la gravedad

de la enfermedad cutanea.

31



32

1.2.5. DIAGNOSTICO.

El diagndstico de la DA es eminentemente clinico ya que no existe ningin marcador
bioldgico disponible ni lesiones patognomodnicas especificas de la enfermedad. El
diagndstico se establece a partir de un conjunto de lesiones y manifestaciones clinicas

que concurren en un paciente (7).

La ausencia de pruebas diagndsticas hace necesario la existencia de criterios clinicos
para establecer el diagndstico. Los primeros criterios clinicos que se establecieron para
el diagndstico de la DA fueron los elaborados en el afio 1980 por Hanifin y Rajka (53), y
estaban basados en una serie de criterios mayores y menores, de forma que el
diagndstico lo daba la presencia de 3 o mas criterios mayores junto a 3 0 mas criterios

menores (Tabla 3).

Tabla 3. Criterios de Hanifin y Rajka para el diagndstico de la Dermatitis atdpica.

Criterios mayores (*) - Quelitis.
- Prurito. - Conjuntivitis recidivante.
- Morfologia y distribucién caracteristica. - Pliegue infraorbitario de Dennie-Morgan.
- Caracter cronico y recidivante. - Queratocono.
- Historia personal o familiar de atopia. - Catarata subcapsular anterior.
- Ojeras u oscurecimiento periocular.

Criterios menores (*) - Palidez facial o eritema en la cara.
- Xerosis. - Ptiriasis alba.
- Ictiosis/exageracion pliegues palmares. - Pliegues en la parte anterior del cuello.
- Reactividad cutdnea inmediata (tipo |) a los test - Prurito provocado por la sudoracion.

cutdneos. - Intolerancia a la lana y los solventes de las
- Elevacidn de valores séricos de IgE. grasas.
- Edad precoz de comienzo. - Acentuacion perifolicular.
- Tendencia a infecciones cutdneas y déficit de - Intolerancia a algunos alimentos.

inmunidad celular. - Evoluciodn influencia por factores ambientales y
- Eczema de pezon. emocionales.
- Tendencia dermatitis inespecifica, pies y manos - Dermografismo blanco.

(*) Han de cumplirse tres o mds criterios mayores y tres o mds criterios menores

Los criterios de Hanifin y Rajka han sido considerados como el gold standard para el
diagndstico de la DA. Pero estos criterios son muy exhaustivos, y Unicamente podian ser
aplicados en el contexto de ensayos clinicos, por lo que mas tarde se simplificaron (54).
Se establecid como criterio primario, que debia cumplirse siempre, la presencia de
prurito, el resto se consideraron criterios secundarios y al menos tenian que cumplirse

dos de ellos para llegar al diagndstico (Tabla 4).



Tabla 4. Criterios de Hanifin y Rajka modificados.

Rasgo primario (*)

- Prurito (debe estar presente en todos los casos activos).

Rasgos secundarios (*)

- Distribucion de erupcion (historia o presencia)

- Nifos: cara y zonas de extension, Adultos: compromiso flexural

- Historia personal o familiar de atopia (asma o fiebre del heno).

- Dermatitis crénica o recurrente. Comienzo de la erupcion desde los dos afios de edad.
- Historia de piel seca generalizada.

(*) Ha de cumplirse el rasgo primario y al menos dos rasgos secundarios. Criterios de Hanifin y Rajka
modificados por el Grupo de trabajo en Dermatitis Atopica (AAAAI, ACAAI, JCAAI). AAAAI=American
Academy of Allergy, Asthma and Immunology. ACAAI= American College of Allergy, Asthma and
Immunology. JCAAI=Joint Council of Allergy, Asthma and Immunology.

A lo largo de los siguientes afios, se establecieron otros criterios diagndsticos como los
del grupo britanico (U.K. Working Party's Diagnostic Criteria for Atopic Dermatitis) (55)
o incluso otros criterios especificos para adultos y adolescentes (10). Actualmente,
existen unos criterios diagndsticos que se pueden considerar universales y que fueron
establecidos por la American Academy of Dermatology en una conferencia de consenso

en el afio 2003 (56) (Tabla 5).

Tabla 5. Criterios diagndsticos de DA (Consenso American Academy of Dermatology, 2003).

Criterios Esenciales; si estan todos son suficientes para el diagndstico.

- Prurito.

- Curso cronico, recidivante.

- Cambios eczematosos con patrones especificos segun la edad: cara, cuello y superficie de
extensién de miembros en lactantes y nifios. Lesiones flexurales presentes o previas a
cualquier edad. Respeto de pliegues axilares/inguinales.

Criterios Importantes; ayudan a avalar el diagndstico.

- Edad de comienzo temprana.

- Atopia (historia personal o familiar, hiperreactividad IgE).
- Xerosis

Criterios Asociados; ayudan a sugerir el diagnodstico.

- Queratosis pilar. Ictiosis vulgar. Hiperlinealidad palmar.

- Respuestas vasculares atipicas (palidez facial, dermografismo blanco, blanqueo retardado).
- Acentuacién perifolicular/liquenificacién/prurigo.

- Cambios oculares/periorbitarios.

- Lesiones periorales/periauriculares.

Estos criterios servirian para el diagndstico de DA siempre y cuando se hayan excluido
otros cuadros cutdaneos con manifestaciones similares como el linfoma cutdneo,

psoriasis, inmunodeficiencias, ictiosis o dermatitis seborreica, fundamentalmente.
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1.2.6. MANIFESTACIONES CLINICAS.

La DA se considera como una enfermedad inflamatoria crénica y recurrente de la piel
caracterizada por la presencia de prurito intenso, eritema, xerosis, exudacion, formacion
de costras y descamacion. La forma mas habitual de la enfermedad es el eczema, cuyo

aspecto clinico y su localizacién habitual varia en funcidn de la edad del paciente.

En los neonatos, la DA se reconoce poco después del nacimiento, se presenta como
placas eritemato-edematosas que evolucionan con erosiones y descamacion que puede
afectar a toda la superficie corporal, generalmente excluyendo el area del pafial. El
eczema se acompafia de xerosis y de picor, muchas veces incoercible, que lleva a un
rascado excesivo que da lugar a erosiones y el desarrollo posterior de infecciones
secundarias. Por otro lado, el picor generalizado puede impedir conciliar el suefio y

generar una situacion de estrés e irritabilidad en el bebé.

En la primera infancia, el eczema suele predominar en las mejillas y superficies
extensoras de los miembros (dermatitis flexural en fosa antecubital y poplitea). Con el
tiempo, las lesiones pueden extenderse potencialmente a cualquier lugar el cuerpo,
excepto el drea del pafal y la nariz. Las lesiones son menos agudas, eccematosas,

causando piel dspera o agrietada, liquenificacion y engrosamiento.

En el adolescente y paciente adulto, la xerosis es prominente y las lesiones son,
preferentemente, unas placas secas, liquenificadas e hiperpigmentadas predominando
su localizacién en los grandes pliegues (cuello, fosas antecubital y poplitea). Es
caracteristica la palidez de la piel, el eritema y la descamacién alrededor de los ojos

pudiéndose observar los pliegues de Dennie-Morgan.

La dermatitis atopica puede manifestarse no sélo como eczema, sino como otras
muchas lesiones diferentes, como son la dermatitis de parpados (blefaritis atépica), de
los labios (queilitis atdpica), de las palmas y plantas (dishidrosis, dermatosis plantar
juvenil), las lesiones aisladas (prurigo atopico), la dermatitis de las yemas de los dedos

(pulpitis atdpica), lesiones en placas (eczema discoide o eczema numular), y otras.



Por otra parte, los nifios con dermatitis atopica son propensos a padecer ciertas
enfermedades, de muy diversa indole como urticaria, dermatitis alérgica de contacto (a
metales, sobre todo), reacciones cutaneas a picaduras de insectos, alergia a penicilinas
u otras. También se sabe que los atdpicos sufren con mayor frecuencia enfermedades
infecciosas de la piel (molusco contagioso, verrugas virales, infeccién de lesiones de
eczema, etc.) y enfermedades del sistema inmunoldgico tan variadas como la celiaquia,

la alopecia o el vitiligo.

Existen varios factores desencadenantes responsables de los brotes caracteristicos de

esta enfermedad recurrente:

- Ropa de lana. Se conoce que el contacto con la lana, especialmente en la infancia,
es un desencadenante del prurito y del rascado (57).

- Alérgenos ambientales. La exposicion a alérgenos o contaminantes ambientales
tales como acaros del polvo, pélenes, mohos, humo de cigarrillos y la caspa de los
animales puede exacerbar los sintomas de AD (58).

- Alérgenos alimentarios. El papel de la alergia alimentaria en el desarrollo de la DA
es controvertido. Se conoce que los alérgenos de los alimentos contribuyen
aproximadamente al 40% de los casos de DA en la infancia, pero no son la causa
de la enfermedad (59). Por ello debe prestarse especial atencién a la retirada de
alimentos en edad infantil, sirva como ejemplo el cacahuete, uno de los mas
alergénicos pero cuya retirada no ha demostrado mejoria de la enfermedad (60).

- Latensidn fisica o emocional como factor desencadenante del prurito y el rascado.

1.2.7. TRATAMIENTO.

A modo de resumen, y sin entrar en detalles especificos puesto que no es el objetivo de
este trabajo, se comentan las medidas generales preventivas en el tratamiento de la DA
(Tabla 6) asi como las principales terapias farmacoldgicas utilizadas segun la gravedad

de la enfermedad (Tabla 7).
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Tabla 6. Medidas generales preventivas en el tratamiento de la DA.

Con cardcter general se evitaran todas aquellas circunstancias que producen prurito en
condiciones normales, efecto que suele ser mucho mayor en los atépicos.

Temperatura ambiental; debe evitarse la temperatura ambiental elevada y el uso de
ropa de abrigo excesiva.

Humedad ambiental; deben evitarse ambientes secos y calidos (calefacciones).
Exposicion solar; suele resultar beneficiosa en la dermatitis atdpica, pero debe evitarse
siempre la quemadura solar. Algunos pacientes tienen mala tolerancia al sol e incluso
pueden sufrir agravamiento de sus lesiones.

Ropa; evitar el contacto directo de la piel con lana, plasticos, gomas, etc.

Alimentos; alimentos excitantes, como el café, el cacao y el alcohol, incrementan el
prurito y son contraproducentes. Otros alimentos, por su contenido en histamina (ej.:
fresas, marisco), pueden desencadenar prurito. Exceptuando estas circunstancias, no
es necesario efectuar restricciones dietéticas en la dermatitis atépica.

Higiene; se deben evitar bafios con agua muy caliente o jabones agresivos. Es preferible
la ducha con agua templada y geles de bafio de pH acido.

Emolientes; la aplicacion una o varias veces al dia de una crema emoliente
(“hidratante”) en todo el cuerpo es una medida esencial en el tratamiento de la
dermatitis atdpica. El momento mds adecuado para aplicar la crema es
inmediatamente tras la ducha o el bafio.

Rascado; se debe evitar el rascado.

Tabla 7. Formas de tratamiento de la DA.

Tratamiento de las formas leves

Puede ser suficiente el empleo de las medidas generales (Tabla 6).

En fases de agudizacidn o en lesiones eccematosas: corticoide topico de potencia
baja o media, durante 5-10 dias.

En nifios mayores de 2 afios y adultos, como alternativa a la utilizacion de
corticoides, puede aplicarse pimecrolimus crema al 1%.

Tratamiento de las formas de intensidad moderada

Las medidas generales deben seguirse de forma constante.

Combinar el uso de corticoides de potencia baja y media segun la evolucién.

Como alternativa a los corticoides tépicos puede emplearse pimecrolimus crema al
1%, en nifios mayores de 2 aios y adultos.

En caso de prurito intenso: Antihistaminicos anti-H1, via oral. No deben emplearse
nunca antihistaminicos por via tépica.

En lesiones localizadas y muy cronificadas pueden emplearse breas y derivados.

Tratamiento en las formas graves

Las medidas generales deben seguirse de forma constante.

Corticoides topicos de potencia baja, media o alta, segun la evolucién.
Antihistaminicos orales de primera generacidon mientras exista brote o prurito.
Asociacidn de antibidticos tdpicos frente a S. aureus junto a los corticoides.
Corticoides orales en casos graves que no respondan a tratamiento anterior.
Dupilumab inyeccidn subcutanea, 200-300 mg, cada 2 semanas.

Formas muy graves

Ingreso hospitalario
Tratamiento similar al descrito en las formas graves.




Tabla 7. Formas de tratamiento de la DA.

Formas rebeldes al tratamiento (*)
- Tacrolimus tépico.
- Psicofdrmacos para control del prurito.
- Fototerapia (mayores de 13 afios).
- Metotrexato oral
- Azatioprina oral
- Ciclosporina oral

(*)La dermatitis atépica tiene un curso habitual en brotes. Se entienden como rebeldes al tratamiento
los casos en que un brote determinado no remite, no aquellos en los que los brotes se repiten.
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1.3. FILAGRINA

1.3.1. INTRODUCCION.

La principal funcién de la piel es actuar como una barrera que separa el medio interno
del medio externo, protegiendo de agentes agresores exdgenos y minimizando la
pérdida de agua y otros componentes fundamentales del organismo hacia el exterior
(61). En el desarrollo de la barrera cutanea destaca la filagrina, tanto por su papel
fundamental en la diferenciaciéon epidérmica terminal como por su implicaciéon en

algunas de las enfermedades dermatoldgicas mas frecuentes, como la DA o la IV (62).

La filagrina es una importante proteina epidérmica estructural que fue identificada por
primera vez en 1977 por Dale (63) como una proteina insoluble, rica en histidina que fue
co-purificada junto a filamentos intermedios de queratina en extractos epidérmicos. Su
nombre procede del acrénimo de filament-aggregating protein en relacién a su papel
fisioldgico principal como proteina que produce una agregacion y compactacion de los

filamentos intermedios de queratina en el estrato corneo.

1.3.2. ESTRUCTURA MOLECULAR DE LA FILAGRINA.

La filagrina se sintetiza en forma de un precursor proteico denominado profilagrina que
es el principal componente de los granulos de queratohialina del estrato granuloso de
la epidermis, y representa el 6% del contenido proteico total de la epidermis. Esta
proteina precursora es un polimero de elevado peso molecular (>400 kDa), rica en
aminodcidos serina (25%), glicina (14%) e histidina (11%), que presenta un caracter
polimdrfico, pudiendo contener 10, 11 o 12 repeticiones de mondémeros de filagrina, de
324 aminoacidos cada una (37 kD). La variante mas frecuente de profilagrina es la que
contiene 11 mondmeros (51,5%) seguida de la de 10 (33,9%) y la de 12 (14,6%) (64).
Estos mondmeros estan flanqueados por dos repeticiones parciales imperfectas y por

dominios N- y C-terminales (Figura 3).



El dominio N-terminal estd compuesto a su vez por 2 subdominios A y B. El subdominio
A contiene dos lugares de unién al calcio (5100-like calcium-binding domain) (65). La
unién del calcio a este subdominio es el desencadenante de los cambios
conformacionales en la molécula de profilagrina que dan inicio a su procesamiento (62,
66). Por su parte, el subdominio B contiene una sefal de localizacién nuclear que facilita
la translocacion del fragmento N-terminal escindido al nucleo (67). Se ha sugerido que
este dominio, una vez dentro del nucleo, pudiese tener un papel importante en el
ensamblaje del estrato cérneo (68) y en la anucleacion del queratinocito en su
trasformacién a corneocito aplanado (69). Respecto al dominio C-terminal (3'UTR), se
sabe que es imprescindible para el correcto procesamiento de la profilagrina, aunque su

funcion exacta se desconoce (62).

Figura 3. Esquema de la estructura molecular de la Profilagrina.

‘O Mondmeros de filagrina (x10,x11,x12) ‘

Dominio Dominio

N-terminal ‘ O Repeticiones parciales imperfectas (x2) l C-terminal

1.3.3. PAPEL FISIOLOGICO DE LA FILAGRINA.

El estrato corneo epidérmico constituye la barrera fisica que separa el medio interno del
medio externo. La barrera cutanea se origina de forma continua como consecuencia de
la diferenciacidn y expresion proteica de los queratinocitos desde la capa basal a la capa
granulosa. En los pasos finales de este proceso de diferenciacién, los queratinocitos
sufren cambios profundos en su estructura que provocan su pérdida nuclear,

transformdandose en células planas anucleadas conocidas como corneocitos.

Los corneocitos se organizan en el estrato cérneo formando una estructura conocida
como “ladrillos y cemento” (bricks and mortar) que en conjunto se le conoce con el
nombre de envoltura cornificada (EC) o envoltura de células cornificadas y constituye la
verdadera funcion barrera ya que protege al medio interno de las agresiones externas,

y evita la pérdida de agua corporal (Figura 4a).
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En esta composicion los ladrillos serian los propios corneocitos anucleados, fuertemente
unidos entre si mediante uniones celulares estrechas o corneodesmosomas (Figura 4b),
y el cemento corresponderia a una matriz extracelular hidréfoba que provee a estas
células de resistencia mecanica y quimica (70-72). Esta matriz extracelular presenta dos
capas, una proteica y otra lipidica. La envoltura proteica contribuye a las propiedades
biomecanicas de la EC como resultado de diversos crosslink entre distintas proteinas
estructurales: filagrina, involucrina, loricrina, queratina, elafina y cistatina A. La
envoltura lipidica, esta formada mayoritariamente por ceramidas, colesterol y acidos
grasos libres. Se localiza en el exterior de la capa proteica y estd unida covalentemente
a ésta mediante enlaces tipo éster, proporcionando un recubrimiento de tipo teflén a
las células que ayuda a prevenir la pérdida interna de agua y evita la entrada de

sustancias solubles en ella.

Figura 4. Estructura de la envoltura cornificada y detalle de un corneodesmosoma.
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a) Estructura en ladrillos y cemento de la envoltura cornificada. Esta formacidn constituye la funcién
barrera epidérmica que protege al medio interno de las agresiones externas y evita la pérdida de agua del
medio interno debido a su impermeabilidad. En esta composicion los ladrillos serian los corneocitos y el
cemento la matriz extracelular hidréfobica. b) Estructura molecular detallada de un corneodesmosoma.
Los corneodesmosomas estan formados por glicoproteinas de transmembrana extracelular de la familia
de las cadherinas (desmogleina y desmocolina) que se unen fuertemente a los filamentos intermedios de
queratina intracelulares a través de la placa corneodesmosémica que incluyen placoglobina,
desmoplakina y placofilina.



El aumento de la concentracion de calcio en el estrato granuloso de la epidermis supone
la sefial que produce la liberacion del contenido de los granulos de queratohialina, de
forma que la profilagrina queda expuesta a la accidon de enzimas proteoliticas (furina,
endoproteinasa-1, calpaina-1, matriptasa y elastasa-2) que la fragmentan y defosforilan

en 10-12 mondémeros idénticos de filagrina (73, 74).

Los mondmeros de filagrina libre se unen a los filamentos intermedios de queratina
produciendo su agregacion y compactacion, lo cual provoca un colapso y aplanamiento
del queratinocito, transformandolo en corneocito (75). Coincidiendo con este proceso,
la célula expresa proteinas estructurales que conforman la porcidn proteica de la EC
(involucrina, loricrina, queratina, elafina y cistatina A) (76, 77) a la cual se unen, por
accion de las transglutaminasas, los filamentos intermedios de queratina agregados por

la filagrina (72).

Ademas, el aumento del calcio también provoca la liberacién del contenido de los
cuerpos laminares, granulos ricos en lipidos y enzimas originados en el aparato de Golgi.
A partir de estos lipidos y de la accién de las enzimas liberadas, se constituird la porcién

lipidica de la EC y la matriz extracelular del estrato cérneo (72, 76, 78).

A pesar de que la filagrina tiene como funcidn principal, y que da origen a su nombre, la
agregacidon y compactacion de los filamentos de queratina, tan sélo un pequeiio
porcentaje de la filagrina se une a las proteinas del EC. La mayor parte de los monémeros
de filagrina son degradados por distintas proteasas (caspasa-14, calpaina y bleomicina
hidrolasa), originando la liberacién de distintos aminodacidos higroscépicos que
constituyen el factor humectante natural (FHN), responsable de la impermeabilidad del

estrato cdrneo (79).

Por otro lado, la degradacién de algunos de estos aminodacidos da lugar a la formacion
de acidos organicos. La degradacién de histidina por la histidasa (histidina-amonio liasa)
da origen al acido trans-urocanico (AUC), que tiene un efecto fotoprotector frente a la
RUV y ha demostrado ser un mediador clave en la inmunosupresion inducida por los
UVB (80-82). Ademads, junto con la pirrolidona-5-carboxilico (PCA, derivado de la

glutamina), son los principales factores responsables del mantenimiento del pH acido
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en el estrato cérneo(83), el cual es fundamental por su papel en el metabolismo y
organizacién de los lipidos de la matriz extracelular, por su accién antimicrobiana y por

su papel regulador de la actividad enzimdtica y de la descamacidn fisioldgica (84, 85).

1.3.4. CONSECUENCIAS DEL DEFICIT DE FILAGRINA EN LA BARRERA CUTANEA.

Como ya se ha comentado, la filagrina tiene un papel protagonista en la organizacién de
la barrera epidérmica; por si misma al formar parte de la EC, asi como por sus derivados
proteoliticos responsables de la impermeabilidad y mantenimiento del pH, esenciales
para la funcionalidad del estrato cdrneo (85). Por esta razén, el déficit de filagrina
(primario o adquirido) tiene una importante repercusion sobre la barrera epidérmica a

distintos niveles:

1.3.4.a Alteracion en la expresidn y organizacion proteica epidérmica.

El primer defecto asociado al déficit de filagrina es la alteracién en la arquitectura intra
y extracelular de los queratinocitos lo que contribuye a una alteracién de la funcién
barrera de la EC (70, 84). A nivel microscopico-histoldgico se observa que el estrato
corneo epidérmico es mas grueso de lo normal y la capa granulosa esta muy reducida o
incluso ausente en estos pacientes (86). A nivel celular existe alteracion en la agregacion
de los filamentos intermedios de queratina del citoesqueleto y una disminucion de los
granulos de queratohialina, asi como de la densidad de corneodesmosomas y de

uniones intracelulares estrechas (84).

1.3.4.b Aumento del pH epidérmico y pérdida de hidratacion.

Directamente asociado con el déficit de filagrina, se produce una disminucién marcada
de FHN y en consecuencia de la hidratacién del estrato cérneo, siendo responsable de
la xerosis persistente en estos pacientes. Por el mismo motivo, existe un déficit de
aminoacidos higroscopicos derivados, especialmente AUC y PCA. El déficit de estas dos

moléculas origina una alcalinizacién del pH de la superficie cutanea (70, 83, 87).



No obstante, existe una regulacion al alza compensatoria del transportador de sodio-
hidrégeno parece contrarrestar este aumento de pH, lo que podria explicar por qué el
aumento del pH de la piel no esta siempre presente en los portadores de mutaciones en

FLG (88, 89).

1.3.4.c Aumento de la inflamacidn, el prurito y la inmunoreactividad.

El aumento persistente del pH también es responsable de la activacidon de serin-
proteasas (o calicreinas) que ademas de los efectos destructivos directos inducen una
respuesta inflamatoria mediada por Th2 al producir la activacion de la proteina TSLP de
los queratinocitos (25, 90-92). El receptor TSLP tiene elevados niveles de expresiéon en
los queratinocitos de piel lesional de pacientes con DA, y su sintesis puede estar inducida
por la exposicion a alérgenos, microorganismos o lesiones mecdnicas (92-94). La
activacion de TSLP es responsable del prurito ya que estimula a diversos nervios

cutaneos para liberar neuropéptidos que inducen picazén (95).

Debido a una mayor actividad de las proteasas enddgenas y/o exdgenas, se promueve
esta polarizacién hacia Th2 una serie de citoquinas liberadas por los queratinocitos
alterados como las IL-1 o la TSLP que actua sobre los linfocitos Th2 y células de

Langerhans (33).

1.3.4.d Alteracidn en la expresion de lipidos en el estrato cdrneo.

Debido a las anomalias citoesqueléticas descritas anteriormente, y el aumento del pH
del estrato cérneo, se originan alteraciones en la maduracidn y exocitosis de los cuerpos
laminares, provocando una distribucion no homogénea de los lipidos de la matriz

extracelular de la EC (84, 85).

Por otro lado, la secrecién de citoquinas proinflamatorias, como IFN-gamma, inhiben la
actividad de esfingomielinasas y elongasas de acidos grasos (ELOVL1 y ELOVL4) que se
requieren para generar ceramidas a partir de acidos grasos de cadena muy larga, como
consecuencia en la DA se produce un descenso en el nivel de ceramidas y dcidos grasos

no saturados omega-6, y un incremento de colesterol y fosfolipidos en la epidermis (96).
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1.3.4.e Aumento del riego de infecciones bacterianas.

El aumento del pH, secundario al déficit de filagrina, origina mayor susceptibilidad a la
colonizacién de la superficie epidérmica por S. aureus. Como ya se ha comentado en el
apartado 1.1.4.d del presente trabajo, la toxina a de S. aureus ataca y destruye de
manera preferente a los queratinocitos deficientes en filagrina, puesto que la expresion
normal de esta molécula asegura la secrecidon de esfingomielinasa, reduciendo asi el
numero de sitios de unidn a la toxina y riesgo de colonizacién por este microorganismo
(97). Clinicamente, esto se traduce en un aumento de 7 veces en el riesgo de infecciones
bacterianas en pacientes con mutaciones FLG y DA en comparacién con la observada en
pacientes con DA sin mutaciones en FLG (98). Ademads, se ha demostrado que los
pacientes afectos de DA con mutaciones en FLG presentan mayor riesgo de

sobreinfeccion por eccema herpético (99).

1.3.4.f Asociacién entre las mutaciones en el gen FLG y niveles de vitamina D.

Diversos estudios poblacionales han revelado que los individuos portadores de
mutaciones en el gen FLG tienen niveles séricos de vitamina D un 10% superiores a los
pacientes controles (25). Este hecho podria guardar relacién con el menor nivel de AUC
gue presentan los europeos del norte y que determina mayor sensibilidad a la radiacién
UV (80, 100, 101). Segun lo expuesto, podria pensarse que en latitudes con menor
incidencia de radiacién UV los portadores de mutaciones en FLG estarian mas protegidos
frente al desarrollo de enfermedades dependientes de vitamina D como el raquitismo y

la osteomalacia (86).

Por otro lado, es importante destacar que numerosos trabajos cientificos han
demostrado que la relacion estrecha entre la deficiencia de vitamina D y diferentes
enfermedades dermatoldgicas como la DA, la psoriasis, el vitiligo, la micosis fungoide, el
LES o la alopecia areata (102). En el caso de la DA, esta condicidn juega un papel esencial

tanto en el desarrollo como en la gravedad de la enfermedad.



1.3.5. GEN FLG, MUTACIONES DESCRITAS Y ASOCIACION CON LA DA.

El gen FLG (OMIM:135940) se localiza en el cromosoma 1, en la regién 1g21.3, con
coordenadas gendmicas (GRCh38: 1:152,302,174-152,325,202). Esta incluido dentro
del complejo génico de diferenciacion epidérmica de la regién 1921 que ocupa un
tamafio de 2,05 Mb de ADN e incluyen, por este orden, los siguientes genes: cadena
ligera de calpactina (CALIL; 114085), tricohialina (THL; 190370), profilagrina (FLG;
135940), involucrina (/IVL; 147360), cornifina-A (SPRR1A; 182265), loricrina (LOR;
152445), y calciclina (CACY; 114110) (103).

En 1989 McKinley-Grant et al. (104) aislaron por primera vez el cDNA del gen FLGy 3
afios mas tarde Presland et al. (66) lo secuenciaron y demostraron que el gen FLG
codifica una poliproteina de elevado peso molecular (>400 kDa) con numerosas
repeticiones, todas de la misma longitud (972 pb, 324 aminoacidos), de mondémeros de
filagrina, a la que se denomind profilagrina. Cada repeticidn presenta variaciones de una
sola base en su secuencia, por lo que la filagrina humana consiste en una poblacién

heterogénea de moléculas de diferentes tamarios, cargas y secuencias.

Este gen consta de 3 exones y 2 intrones (Figura 5). La trascripcidn se inicia en el exén 2,
de 159 pb. que Unicamente codifica el subdominio A del extremo N-terminal. El exdn 3
codifica la mayor parte de la proteina, constituyendo uno de los exones mas grandes de
todo el genoma (de 12.753 a 14.697 pb) (66). Es polimérfico con respecto al tamafio
debido a las diferencias alélicas simples entre individuos y puede contener 10, 11 o0 12
repeticiones de filagrina que se segregan a nivel familiar segiin un modelo mendeliano

clasico (105).

Figura 5. Representacion esquematica de la estructura génica de FLG.

Exon 1 Exdn 2 Exén 3
UTR 159 pb 12.753 - 14.697 pb
( ...) (159 pb) ( pb) SR
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Las secuencias de aminodcidos que codifican los extremos amino y carboxilo terminal
de los mondmeros estdn mas conservadas que el resto de la molécula, al igual que las
secuencias de las regiones 5’y 3" no traducidas. Se sospecha que la expresidon génica estd
controlada a través de secuencias reguladoras CAT y TATA, un intrén en la regién 5" no

traducida (105).

A pesar de que la secuenciacion del gen se consiguid en el afio 1992, no fue hasta el afio
2006 cuando se identificaran por primera vez mutaciones de pérdida de funcion en esta
region génica, debido a que la longitud del gen y la presencia de numerosas secuencias
repetitivas hacia que su secuenciacién por PCR convencional fuese técnicamente
complicada (27, 83). Las dos primeras mutaciones identificadas fueron R501X y
2282del4 pertenecientes a la primera region repetitiva del exén 3, descritas en 15
pacientes afectos de ictiosis vulgar (27). Estas mutaciones de pérdida de funcién de FLG
fueron propuestas como un importante factor genético predisponente para el
desarrollo de DA (26), lo que ha sido confirmado posteriormente en mas de 30 estudios

diferentes (85, 106-110) y 2 metaanalisis (111, 112).

En estos metaandlisis se establece que la haploinsuficiencia del gen FLG supone un
importante factor de riesgo para el desarrollo de DA con una razén de recurrencia u
odds-ratio (OR) de 3,12 (111) y 4,78 (112) respectivamente. Es decir, los portadores de
mutaciones en el gen FLG tienen 4 veces mas riesgo de sufrir DA que los no portadores.
Pero no sélo es un factor de riesgo, sino que también es factor prondstico puesto que
los pacientes con DAy presencia de mutaciones en FLG (DArg) presentan un inicio mas
temprano (113), mayor gravedad clinica (114), mayor tendencia a persistir en la edad
adulta (115), mayor incidencia de eczema herpético (hasta 10 veces mas) (99) y mayor
sensibilizacién alérgica y desarrollo de multiples alergias y asma, en comparacion con

aquellos pacientes afectos de DA y ausencia de mutacion (DAno-ric) (85).

Otro dato que apoya la haploinsuficiencia de FLG en su relacién con la DA es que
aproximadamente el 50% de las formas moderadas-severas de la enfermedad se deben,
al menos en parte, a mutaciones de pérdida de funcidén, mientras que en las formas mas

leves-moderadas sdlo se presenta mutacién en un 15% de los pacientes (114).



Ademas, se ha establecido que la variacién en el numero de copias (CNV, copy number
variations) de mondmeros de filagrina en FLG tiene relevancia clinica y constituye un
factor de riesgo dosis-dependiente para el desarrollo de DA (64). De este modo, aquellos
sujetos con genotipo FLG 10-10 (cuyos 2 alelos codifiquen 10 mondmeros de filagrina)
tienen un riesgo 1,67 veces mayor de sufrir DA respecto a aquellos con genotipo FLG 12-

12, y por cada mondédmero adicional este riesgo se reduciria con un OR de 0,88 (64).

Hasta el momento se han descrito un total de 119 variantes en FLG en la Ultima revisiéon
realizada con fecha 06/12/2019 en ClinVar, un recurso electrénico del National Center
for Biotechnology Information (NCBI) que recoge informacién sobre la variacién

gendmica y su relacion con la salud humana.

De las variantes identificadas, 13 corresponden con variantes del RNA-1 antisentido del
gen FLG (FLG-AS1), 4 con el gen FLG-2 asociado al complejo de diferenciacién epidérmica
y 5 estan relacionadas con grandes duplicaciones de la region 1g21.1 que dan origen a

una patologia genética conocida como sindrome de duplicacién del cromosoma 1q21.1.

El resto de variantes afectan especifica y puntualmente a la secuencia del gen FLG y
todas ellas son mutaciones de pérdida de funcién (nonsense o frameshift) que dan
origen a una proteina andmala o truncada en su regién C-terminal, con el resultado final
de pérdida de proteina funcional en la epidermis. La mayoria de ellas, a pesar de que
han sido propuestas como patogénicas, no se han asociado con ninguna enfermedad.
Sélo 16, de todas las variantes sefaladas, se han asociado con mayor o menor grado de

evidencia con DA y/o IV (Tabla 8).
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Tabla 8. Mutaciones identificadas en FLG asociadas con DA o IV.

Mutacion Mutacién Patologia Significado Ultima Evidencias
en cDNA en proteina Asociada  clinico Revision

c.5170G>T p.Glyl724Ter AD Patogénica Dic 18, 2017 Unica
c.7801G>A p.Asp2601Asn DA, IV VSI Mar 6, 2017 Varias
€.2282_2285delCAGT  p.Ser761Cysfs DA, IV VSI Ago 8, 2018 Varias
c.1501C>T p.Arg501Ter DA, IV Patogénica Ene 23, 2018 Varias
€.2379_2394 p.Leu794_Ser798 DA, IV VSI Jun 30, 2016 Unica
c.7339C>T p.Arg2447Ter DA, IV Patogénica Oct 30, 2017 Varias
c.12064A>T p.Lys4022Ter \% VSI May 13,2016  Varias
c.7189C>T p.GIn2397Ter \ Patogénica Mar 18, 2016 Unica
c.2143C>T p.GIn715Ter v Patogénica Dic 30, 2014 Unica
€.3905C>A p.Ser1302Ter \Y Patogénica Mar 18,2016  Unica
c.9887C>A p.Ser3296Ter v Patogénica Jul 20, 2017 Varias
c.5717C>A p.Ser1906Ter v Probable Pat. Mar 18, 2016 Unica
€.6032_6034delTCC p.Leu2011del \Y VSI Ago 7, 2018 Unica
c.4279G>A p.Alal427Thr \% VS| Oct 20, 2014 -
c.7661C>G p.Ser2554Ter DA, IV Patogénica Feb 1, 2007 -
c.10012A>T p.Ser3338Cys v VSI Ene 1, 2017 Unica

DA: dermatitis atdpica, IV: ictiosis vulgar, VSI: variante de significado incierto. Se presentan sombreadas
las variantes del gen FLG que serdn objeto principal de estudio en esta tesis doctoral.

1.3.6. DISTRIBUCION GEOGRAFICA Y PREVALENCIA DE LAS MUTACIONES EN FLG

Las mutaciones en FLG muestran variaciones étnico-geograficas manifestadas en
diferentes aspectos. En primer lugar, la prevalencia de mutaciones en FLG en poblacién
general, seria globalmente de un 7,7% a nivel europeo mientras que en asiaticos seria
de un 3% (86, 116). En pacientes afectos de DA las cifras son muy variables, tanto en
poblacion Europea (con frecuencias que varian del 1% a casi el al 50%) (83), como en

poblacién asiatica, con frecuencias del 15,7%, al 31,4% (117-119).

Otro aspecto a tener en cuenta es que las mutaciones detectadas en poblacién europea,
son diferentes de las detectadas en poblacién asidtica y también varia la frecuencia de
las mismas, ya que mientras que en la poblacién europea unas pocas son las
mayoritarias, en la asiatica todas se dan con frecuencias similares. Las mutaciones mas
frecuentes entre europeos son: R501X, 2282del4, S3247X, R2447X con una prevalencia
del 7 al 10% (83, 111). Las dos mutaciones mds prevalentes, R501X y 2282del4,

representan el 48% de las encontradas en los pacientes con DA (25, 62).



En asiaticos estas mutaciones estan ausentes y presentan su propio grupo étnico (120).
El abanico de mutaciones descritas en poblacidon asiatica es mucho mas amplio que el
de la poblacién europea, sin encontrar ninguna que destaque especificamente sobre las
demas, obteniendo frecuencias similares. La mutacién 3321delA ha sido descrita como

la mas comun con cifras que oscilan entre el 9,1% y 14,6% (117, 118, 121).

Centrando la atencidon en estudios europeos, llama la atencidn una clara diferencia de
prevalencia poblacional entre norte y sur del continente. La mayoria de las publicaciones
corresponden al norte, donde la frecuencia de mutacion se situa en un 10%, con cifras
que oscilan entre el 7% y 14% (85, 86). Respecto a la poblacién sur-europea
(Mediterranea), apenas existen 3 trabajos publicados hasta la fecha que evaluan la
frecuencia de estas mutaciones; uno en poblacién francesa (100), otro de poblacién
italiana (122) y otro de poblacién Croata (123) con frecuencias del 4%, 0,5% vy 2,6%
respectivamente. En general se establece que la frecuencia de portadores de mutacién
en FLG en regiones norte europeas es de aproximadamente un 8-10%, y en regiones sur

europeas de tan sélo el 1-4% (124).

En este entorno mediterraneo, se ha identificado que las mutaciones mas prevalentes
(R501X, 2282del4, R2447X) son las mismas que las observadas en el resto del continente
(106, 125) y en conjunto, contribuyen a explicar mas del 90% de la asociacién entre las

alteraciones en este geny la DA (126).

En la poblacién espafiola, Unicamente se ha encontrado un trabajo, publicado por
Cubero et al. (127). Este trabajo se ha realizado sobre una poblacién espanola (en la
region de Zaragoza), tomando como grupo experimental pacientes asmaticos. La
frecuencia poblacional obtenida para las mutaciones R501X y 2282del4 es del 2% y 1%
respectivamente (127). A pesar de la falta de trabajos realizados en poblaciéon espafiola,
como extremo sur del gradiente de latitud europeo, seria esperable obtener una tasa
de mutacién y frecuencia de las mismas, inferior a la de paises Nordicos y similares a las
de otras poblaciones mediterraneas con las que esta evolutivamente emparentado y

geograficamente mas cercano.
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Se ha propuesto, que en este gradiente europeo aparentemente dependiente de la
latitud, la mayor frecuencia de mutaciones en el gen FLG ofrezca algun tipo de ventaja
de supervivencia a las poblaciones norteuropeas (122). Un ejemplo de ello es que los
individuos portadores de mutaciones en el gen FLG tienen niveles séricos de vitamina D
un 10% superiores a los pacientes controles (25). Este hecho podria guardar relacién con
el menor nivel de AUC que presentan los europeos del norte y que determina mayor
sensibilidad a la RUV (80, 100, 101), de forma que podria pensarse que en latitudes con
menor incidencia de RUV los portadores de mutaciones en FLG estarian mds protegidos

de desarrollar enfermedades como el raquitismo(86).



1.4. VITAMINAD

1.4.1. INTRODUCCION.

En la ultima década se ha incrementado el interés por el estudio de la vitamina D, que
se demuestra con un aumento considerable de las solicitudes de analisis de 25-OH-
vitamina D (25(OH)D) en los laboratorios clinicos. Este aumento de la demanda es
consecuencia del reconocimiento de una alta prevalencia de deficiencia de vitamina D
en la poblacién general y del descubrimiento de que, ademas del papel ya conocido en
relacion al metabolismo fosfocalcico y mantenimiento éseo, la vitamina D estd implicada
en multitud de procesos fisioldgicos del organismo, pudiendo intervenir en la génesis y
prevencion de enfermedades autoinmunes, del sistema nervioso, cardiovasculares,

reproductivas, neoplasicas o infecciones (128).

1.4.2. ESTRUCTURA MOLECULAR Y SINTESIS DE LA VITAMINA D.

La vitamina D es una vitamina liposoluble, esencial para las funciones fisioldgicas en el
ser humano, que se puede obtener por dos vias: de forma exdgena mediante la
suplementacion dietética o de forma enddgena mediante la produccién por la piel tras

exposicidn solar, siendo ésta ultima la principal fuente de produccidn.

La sintesis enddgena de vitamina D3 (colecalciferol) se produce en los estratos
profundos de la epidermis y consiste en la fotoconversion de 7-dehidrocolesterol en
previtamina D o precalciferol por accidon de la RUV-B solar. La longitud de onda mas
favorable para la fotoconversién se localiza en el rango de 290 a 320 nm del espectro
electromagnético. A temperatura corporal se produce una isomerizacion quimica, de
forma que la previtamina D se transforma en vitamina D3 a nivel de la membrana
plasmatica de los queratinocitos en un proceso que dura varios dias. Finalmente, la
vitamina D3 producida en la epidermis alcanza la red capilar cutdnea desde donde es
transportada al higado, unida a su proteina transportadora (DBP, vitamin D binding
protein) para iniciar su transformacién metabdlica. La previtamina D3, tiene baja

afinidad por la DBP y permanece en la piel.
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La sintesis de vitamina D3 en la piel depende de la edad, de la raza, de los polimorfismos
de la 7-dehidrocolesterol reductasa y de la calidad e intensidad de la RUV-B presente en
la luz solar (que varia con la estacion y la latitud). En un estudio realizado en 2018 por la
Universidad Politécnica de Valencia, se definen los tiempos minimos de exposicién solar
necesarios para dotar al cuerpo de la cantidad de vitamina D recomendada (1.000
Ul/dia) en la poblacién espafiola. En los meses de invierno (enero), se necesitan 130
minutos de exposicion solar, en los meses intermedios (octubre) son necesarios 30

minutos, mientras que en los meses mas luminosos bastaria con 10 minutos (129).

El exceso de exposicidn solar es una causa infrecuente de intoxicacidn por vitamina D,
ya que la misma RUV-B convierte el exceso de previtamina D3 en dos esteroles

biolédgicamente inertes, lumisterol y taquisterol, evitando asi posibles efectos tdxicos.

De forma minoritaria, se pueden obtener pequefias cantidades de vitamina D3 a través
de la dieta, a partir del consumo de alimentos ricos en vitamina D, como algunos
pescados azules (salmdn, arenque, atun y caballa), aceites de higado de pescado, yema
de huevo o alimentos enriquecidos, sobre todo de tipo lacteo, que contribuyen a los
niveles séricos de vitamina D en algunas poblaciones deficientes. También puede
obtenerse de la dieta vitamina D2 (ergocalciferol) que se encuentra en pequenas

cantidades en alimentos de origen vegetal (principalmente hongos) (Tabla 9).

Tabla 9. Aporte de vitamina D en determinados alimentos y por exposiciéon a UVB

Fuente

Champifiones secados al sol (100g)
Aceite de higado de bacalao (5ml)
Salmon fresco silvestre (100g)
Salmoén enlatado (100g)

Sardinas enlatadas (100g)
Arenque enlatado (100g)

Atun enlatado (100g)

Salmoén fresco de cultivo (100g)
Leche supl. vitD (250 ml)
Champifiones frescos (100g)
Zumo naranja supl. vitD (250ml)
Huevos (unidad)

Contenido en vitamina D

1600 Ul vitamina D2
1360 Ul vitamina D3
600-1000 Ul vitamina D3
300-600 Ul vitamina D3
500 Ul vitamina D3

250 Ul vitamina D3

230 Ul vitamina D3
100-250 Ul vitamina D2 o D3
120 Ul vitamina D3

100 Ul vitamina D2

100 Ul vitamina D3

20 Ul vitamina D2 o D3

Tablas de composicion de alimentos del CESNID. 40 Ul equivalen a 1pug de vitamina D2 o D3.



La vitamina D inactiva requiere dos pasos de hidroxilacion para obtener la forma
biolégicamente activa. La primera hidroxilacion, en la posicion 25, se lleva a cabo en el
higado a través de un sistema enzimatico (25-hidroxilasa) dependiente del citocromo P-
450 (CYP2R13) presente en las mitocondrias y microsomas del hepatocito, dando lugar
a la formacién de 25-OH-vitamina D (25(0OH)D) o calcidiol, siendo ésta la principal forma
circulante de la vitamina D (Figura 6) y la que se determina de forma rutinaria en los

laboratorios clinicos ante la solicitud de analisis en sangre de esta hormona.

La segunda hidroxilacion, en la posicién 1 (Figura 6), se produce principalmente en las
células de los tubulos proximales del rifidn mediante la enzima la-hidroxilasa del
sistema citocromo P450 (CYP27B) dando lugar a la 1,25-(OH);-vitamina D (1,25(OH).D)
o calcitriol, la forma biolégicamente activa de la vitamina D y la responsable de sus
funciones bioldgicas. La que 1,25(0OH);D es al menos 10 veces mas potente que la

25(0OH)D, aunque tiene una concentracion circulante 1.000 veces inferior.

Figura 6. Estructura molecular de los precursores de la vitamina D

25-Hidroxilasa
2

HO™ HOV HO™

Vitamina D3 (colecalciferol) 25-0OH-vitamina D (calcidiol) 1,25-(OH)z-vitamina D (calcitriol)

Esta segunda hidroxilacién puede producirse en otras localizaciones como la placenta,
corteza cerebral, préstata, células epiteliales del colon, queratinocitos, macréfagos y
linfocitos T. La 1,25(OH).D producida en estos tejidos extrarrenales no contribuye a los

niveles circulantes ya que actua localmente de forma paracrina o autocrina.

La vitamina D (y sus metabolitos) se transporta en sangre unida a DBP. Esta proteina
transporta el 95-99% del total de la 25(0OH)D y el 1-5% restante es transportado por la
albumina y/o lipoproteinas. Ademas de proporcionar un sistema de transporte, la DBP

constituye el principal lugar de almacenamiento y de depdsito de la 25(OH)D.
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1.4.3. FUNCION BIOLOGICA DE LA VITAMINA D.

La 1,25(OH);D realiza sus funciones bioldgicas mediante la regulacién de la transcripcion
de genes a través de la activacién de un receptor nuclear de alta afinidad por la vitamina
D (VDR) en las células diana. El VDR pertenece a la superfamilia de receptores nucleares
de esteroides y estd presente en la mayoria de tejidos y células del organismo y tiene
una afinidad 1.000 veces mayor por la 1,25(0OH).D que por la 25(0OH)D. Tras la unién
1,25(0OH),D-VDR, el complejo se transloca al nicleo donde forma un heterodimero con
el receptor del retinoide X (RXR). El complejo RXR-VDR se une a secuencias especificas
de nucledtidos del ADN conocidas como elementos de respuesta de vitamina D,
promoviendo la transcripcién de mas de 200 genes que codifican proteinas de gran
importancia bioldgica produciendo asi una amplisima variedad de efectos bioldgicos

entre los que se incluye acciones hormonales endocrinas o autocrinas.

A nivel endocrino, la principal funcién bioldgica de la 1,25(0OH);D es el mantenimiento
de la homeostasis fosfocalcica. Actua a varios niveles en el metabolismo de estos
elementos: en el intestino delgado, promueve la absorcion de calcio y fésforo, en el
rindn estimula la reabsorcién de calcio para reducir su pérdida tras el filtrado
glomerular. En el hueso ejerce una accién dual; contribuye a aumentar los depdsitos de
este mineral en el compartimento 6seo, al inducir la formacién de nuevo hueso, aunque
en cantidades muy altas interactia con el ligando del receptor activador del factor
nuclear K (RANK) de los preosteoclastos inmaduros estimulando su conversién en
osteoclastos maduros que dan lugar a la resorcion dsea, favoreciendo el paso de calcio
y fésforo a la circulacion. Por ultimo, ejerce un efecto regulador sobre las glandulas

paratiroides al inhibir la sintesis de hormona paratiroidea.

A nivel autocrino, el VDR estd presente en la mayoria de tejidos y células del organismo.
Muchos de estos érganos y células, incluyendo el cerebro, el musculo liso vascular, la
prostata, la mama, y los macréfagos, no sélo presentan el VDR, sino que también tienen
la capacidad para producir 1,25(0OH),D. Mediante este mecanismo autocrino las células
captan la 25(OH)D circulante, la hidroxilan a 1,25(0OH);D, la utilizan y la degradan. Esta
forma de 1,25(0OH),D no circula en sangre en condiciones fisioldgicas, permanece

solamente a nivel intracelular. Esta produccién probablemente depende de la



disponibilidad de 25(0OH)D en la circulacién, lo cual refleja la importancia bioldgica del

mantenimiento de niveles sanguineos adecuados de este metabolito.

Los 200 genes que se estima son regulados directa o indirectamente por la 1,25(0H),D
tienen una amplia gama de acciones bioldgicas, incluyendo la inhibicion de la
proliferacion celular, la induccion de la diferenciacién celular, la inhibicion de la
angiogénesis, la estimulacién de la produccidén de insulina, la induccién de apoptosis, la

inhibicidn de la produccidn de renina o la adipogénesis entre otras (130, 131).

1.4.4. CONSECUENCIAS DEL DEFICIT DE VITAMINA D.

El déficit de vitamina D (o hipovitaminosis D) puede resultar de la ingesta insuficiente
por una dieta inadecuada, o, principalmente estar causado por una inadecuada
exposicidon solar. También puede ser deficitaria por trastornos que limiten su absorcién
a nivel intestinal o condiciones que imposibiliten su conversidon en metabolito activo,

como alteraciones del higado o rifidn.

En cualquier caso, el déficit de vitamina D supone un importante problema de salud a
nivel mundial, especialmente entre los paises industrializados, que ha llevado a las
autoridades publicas a indicar la necesidad de exponerse a la radiacion solar de forma
segura para mantener niveles éptimos de esta vitamina (132). Una exposicion solar
sensata (descubrir cara, brazos y manos durante 5-10 minutos diarios, o férmulas
equivalentes a ésta) y un incremento en el consumo de alimentos frescos ricos en
vitamina D, y/o procesados enriquecidos en ella, deberian bastar como estrategias
globales para combatir esta “pandemia” (133). Segun el comité de nutricidon de la
Asociacion Espafiola de Pediatria (AEP), se recomienda la ingesta de 400 Ul/dia de

vitamina D en nifios menores de un afio, y de 600 Ul/dia en el resto (134).

A dia de hoy sigue existiendo controversia sobre el punto de corte para definir el estatus
de vitamina D de un individuo, medido en términos de deficiencia, insuficiencia y niveles
optimos de 25(0OH)D. Existen varias causas: en primer lugar, los valores de referencia

basados en la poblacién son problematicos debido a la variabilidad de los niveles de
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25(0OH)D en los diferentes origenes étnicos, socioculturales y de estilo de vida. En
segundo lugar, hay pruebas sustanciales de que la deficiencia de vitamina D es comun
en muchos paises, por lo que es dificil definir una poblacién "normal". Finalmente, la
definicion de niveles de vitamina D normales es una cuestion a debate, puesto que

muchas personas sin signos de enfermedad, son deficientes en vitamina D.

Hay varios criterios que definen el nivel 6ptimo de la concentracién de 25(0OH)D en
suero. Un criterio fisiolégico es observar la relacion entre la 25(0OH)D y la PTH, de forma
que un aumento de PTH unido a concentraciones de 25(OH)D por debajo de 30-35
ng/mL sugiere deficiencia de vitamina D, a pesar de que la enfermedad manifiesta no
sea evidente. Otro criterio es el del comité del American Institute of Medicine (IOM) que
en un informe publicado en 2010 (135) concluia que era necesario concentraciones de
25(0OH)D superiores a 20 ng/mL para evitar resultados adversos de salud, especialmente

relacionados con el riesgo de fracturas dseas relacionadas con la osteoporosis.

Actualmente, la mayoria de los laboratorios clinicos utilizan como valores de referencia
los definidos por la Endocrine Society (ENDQO) (133) y la International Osteoporosis
Foundation (IOF) (Tabla 10). Sugieren como nivel minimo 30 ng/mL (75 nmol/L) en
pacientes adultos para minimizar el riesgo de fracturas y por su papel beneficioso frente

a patologias no dseas.

Tabla 10. Definicidn del estatus de vitamina D segun la Endocrine Society (ENDO).

Estatus de vitamina D 25(OH)D en suero (ng/ml) 25(OH)D en suero (nmol/L)
Deficiencia <20 ng/ml < 50 nmol/L
Insuficiencia 20-29 ng/ml 50-72,5 nmol/L
Suficiencia > 29 ng/ml 72,5 nmol/L

Rango Optimo 30-60 ng/ml 75-150 nmol/L

Las manifestaciones clinicas de la deficiencia de vitamina D dependeran de la gravedad
y la duracién de la misma. La mayoria de los pacientes con deficiencia de 25(OH)D de
leve a moderada (entre 15-20 ng/mL) permanecen asintomaticos. En las situaciones de
deficiencia severa prolongada de vitamina D (<15 ng/mL), se reduce la absorcién
intestinal de calcio y fésforo y se produce hipocalcemia, causando el hiperparatiroidismo
secundario, que conduce a un aumento de la fosfaturia, a la desmineralizacidon dsea y

cuando es prolongada, a la osteomalacia en adultos y raquitismo en los nifos.



La deficiencia de vitamina D se ha relacionado con otras patologias en distintos aparatos
y sistemas, aunque la evidencia de los beneficios sobre estos sistemas bioldgicos no es
tan fuerte como la evidencia de los efectos sobre el esqueleto. Asi, se ha encontrado
gue el déficit de vitamina D es un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades
neurolégicas, demencia (136), enfermedad de Alzheimer (137), depresidn (138), incluso
autismo (139). Dadaa sus propiedades inmunomoduladoras, el déficit de vitamina D se
asocia con una activacién del sistema inmune y mayor desarrollo de enfermedades
inflamatorias crénicas como la diabetes mellitus tipo 2 (140), artritis reumatoide (141),
enfermedad inflamatoria intestinal crénica (142), el lupus eritematoso sistémico (143),
la esclerosis multiple (144) o la dermatitis atépica (128) de la que se hablara
ampliamente en los siguientes apartados de esta tesis doctoral. A nivel pulmonar, la
deficiencia de vitamina D sugiere que las exacerbaciones del asma son mas frecuentes y
de peor control y su suplementacién contribuye a la estabilizacion de la enfermedad
(145, 146). Finalmente, se ha demostrado ampliamente la relacién existente entre los

niveles séricos de vitamina D y cancer.

1.4.5. VITAMINA D, GEN VDR Y RELACION CON LA DA.

Numerosos trabajos cientificos han demostrado que la deficiencia de vitamina D esta
asociada con diferentes enfermedades dermatoldgicas como la DA, la psoriasis, el

vitiligo, la micosis fungoide, el LES o la alopecia areata entre otros (102).

En el caso de la DA, la vitamina D juega un papel esencial en el desarrollo y gravedad de
la enfermedad. La mayoria de los estudios observacionales han demostrado una relacién
inversa entre los niveles de vitamina D y la gravedad de la DA, de una forma dosis-
dependiente. Por ejemplo, en un estudio realizado por Oren et al. (147) el riesgo de
desarrollo de DA fue 5 veces mayor en pacientes deficientes en vitamina D en
comparacion con aquellos con niveles éptimos. En cuanto a la mejoria de la enfermedad
tras el tratamiento con vitamina D existen resultados discordantes, algunos autores
defienden que la sobrecarga de vitamina D se asocia con una mejoria de la enfermedad
(148), y otros, mas recientes, apuntan a que faltan evidencias que sugieran que la

suplementacion con vitamina D genere un beneficio en los pacientes afectos (149, 150).
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En 1988 Baker et al. (151) aislaron y secuenciaron por primera vez el cDNA del gen VDR
(OMIM:601769), localizado en el cromosoma 12g13.11, con coordenadas gendmicas
(GRCh38:12:47,841,536-47,905,030) dentro de una regidn génica que se ha asociado al
desarrollo de asmay alergia en estudios GWAS (152-154). El gen VDR codifica el receptor
celular de la vitamina D, una proteina de 427 aminoacidos (48,3 kDa) que pertenece a la
superfamilia de receptores proteicos que actian como factores de transcripcion, entre
los que se incluyen los receptores de hormonas tiroideas y esteroideas con los que
mantiene homologia de secuencia (151). Este gen se compone de una regién promotora
5°-UTR que incluye 6 exones (1a-1f) que no se traducen, y 8 exones (del 2 al 9) que dan
origen a los distintos dominios funcionales de la proteina final (A-F). En los exones 2 y 3
se localizan los dominios de unidn a secuencias especificas de ADN y las sefales de
localizacion nuclear, y los exones 7, 8 y 9 estdn implicados en el reconocimiento y unién

a la vitamina D (155, 156).

Los polimorfismos genéticos son variantes del genoma que aparecen por mutaciones en
algunos individuos, se transmiten a la descendencia y adquieren cierta frecuencia en la
poblacién tras multiples generaciones. Se ha estimado que hay una variante en cada

1.000 pares de bases de los 3.000 millones que configuran el genoma humano.

Los polimorfismos son la base de la evolucién y los que se consolidan, bien pueden ser
silentes o proporcionar ventajas a los individuos, aunque también pueden contribuir a
causar enfermedades. En la actualidad muchos trabajos se centran en identificar genes
con polimorfismos que se dan en la poblacidn con mayor frecuencia y que influyen en el
riesgo de padecer una enfermedad, pero con baja probabilidad (son los llamados

polimorfismos de «baja penetrancia»).

Los polimorfismos mas frecuentes son cambios de una Unica base (single nucleotide
polymorphism o SNP). Hasta el momento se han descrito mas de 60 SNPs en el gen VDR.
Algunos de ellos como Fokl (rs2228570), Bsml (rs1544410), Apal (rs7975232) y Tagql!
(rs731236), se han estudiado ampliamente, mediante andlisis molecular de fragmentos
de restriccién, y se ha demostrado que presentan asociacién con el desarrollo de
enfermedades inflamatorias caracterizadas por una hiperactividad del sistema inmune

como la DA o el asma (157-160).



Estos resultados podrian ser contradictorios en base a estudios mas recientes, que

demuestran que Unicamente Bsm/ incrementa el riesgo de DA (161).

El mecanismo fisiopatoldgico por el cual se explica esta asociacién es complejo. Por un
lado, el receptor VDR se expresa en los queratinocitos y la vitamina D sintetizada en ellos
modula de forma autocrina la proliferacién y diferenciacién de los queratinocitos
promoviendo la integridad de la barrera epidérmica (160). Por otro lado, el déficit de
vitamina D (adquirido o genético), asi como la hipofuncionalidad de VDR causada por
ciertos SNPs, estimulan el sistema inmune con la proliferacion de linfocitos Ty citoquinas
(162). En resumen, estos mecanismos sugieren que tan importante son los niveles
séricos de vitamina D, como la actividad del receptor VDR para una funcion adecuada

del sistema inmune y de la funcidn barrera epidérmica.

La funcionalidad de VDR también depende de la actividad de ciertas enzimas
responsables del metabolismo enddégeno de 1,25(OH),D en los queratinocitos y
linfocitos como son las enzimas 25-hidroxivitaminaD3-1a-hidroxilasa (codificada por el
gen CYP27B1, OMIM:609506) y 1,25-dihidroxivitaminaD3-24-hidroxilasa (codificada por
el gen CYP24A1, OMIM:126065). La primera sintetiza calcitriol y la segunda lo inactiva
transformando en la forma 24-OH-D. La presencia de determinados SNPs en estos genes

se ha asociado con asmay DA (163).

1.4.6. DA, VITAMINA D Y SINDROME METABOLICO.

En los ultimos afios, se ha producido un incremento significativo de las enfermedades
atdpicas (DA, asma, rinitis y/o alergias alimentarias). Al mismo tiempo ha aumentado la
prevalencia de sindrome metabdlico, obesidad, y otras patologias relacionadas
(dislipemia, HTA, diabetes, etc...), lo que ha sugerido que ambas entidades, atopia y

enfermedades metabdlicas, estén relacionadas.

En un estudio recientemente publicado se concluye que la prevalencia de sobrepeso,
obesidad y dislipidemia es mayor en nifios con DA que en nifios sanos de la misma edad

(164). Otras investigaciones han relacionado la obesidad con una mayor gravedad y peor
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control de pacientes asmaticos (165). Sin embargo, la mortalidad de los pacientes
atdpicos no parece deberse a enfermedades cardiovasculares o metabdlicas (166). Mas
recientemente, un estudio danés ha evidenciado la asociacion entre DM2 y mutaciones
en FLG, indicando que dichas mutaciones serian un factor de riesgo para el desarrollo
de DM2 en pacientes con bajo indice de masa corporal. La descripcidon reciente en
pacientes con DM2 de polimorfismos en el cromosoma 1g21 (en el mismo locus que

FLG) podria explicar una alteracion genética comun en ambas enfermedades (167, 168).

Entre otras funciones, la vitamina D, participa en el control endocrino del metabolismo
glucolipidico y sus niveles circulantes muestran una relacién inversa con la hipertension,
la diabetes, la hipertrigliceridemia y la obesidad (169). La deficiencia de vitamina D se
observa con mas frecuencia de lo esperado en niflos y adolescentes obesos y podria
contribuir al aumento de la morbilidad asociada a la obesidad infantil, como la
resistencia a la insulina, diabetes mellitus, aumento de riesgo cardiovascular,

dislipidemia aterogénica e hipertension (170-172).

La union de vitamina D a su receptor (VDR) permite la formacion de heterodimero RXR-
VDR que va a modular la transcripcién de genes relacionados con la adipogénesis,

influyendo de esta forma en la regulacidon de los lipidos séricos (173, 174).

Por todo ello, es légico pensar, que en los pacientes con DA, la deficiencia de vitamina
D (ya sea por carencia en sus concentraciones séricas, o por la hipofuncionalidad de su
receptor, VDR, o de las enzimas implicadas en su metabolismo, CYP24A1) pudiera
contribuir a la aparicién del sindrome metabdlico, especialmente en la infancia. En
estudios recientes se ha demostrado que los polimorfismos cldsicos del gen VDR (Foki,

Apal y Tagl) se asocian con el desarrollo de obesidad (173, 175).

Por el momento no queda establecida una clara asociacion de alteraciones metabdlicas
en los pacientes con DA, si bien el uso frecuente y continuado de corticosteroides y otros
farmacos inmunosupresores sistémicos en estos pacientes los convierte en una

poblacién de riesgo (168).









2.

JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
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La realizacion del estudio que se plantea a continuacién va a permitir ampliar el
conocimiento actual sobre el ambiente genético tan complejo que se relaciona con la

dermatitis atdpica.

Existen muy pocos estudios que hayan evaluado la asociacién de las mutaciones mas
frecuentes en el gen FLG en el entorno mediterraneo en pacientes afectos de DA, y
ninguno en poblacién espafiola. Tampoco existen muchos trabajos, o si los hay son
contradictorios, que estudien la relacién entre la atopia y polimorfismos de genes
relacionados con el metabolismo de la vitamina D, como VDR y CYP24A1. Por todo ello,
evaluar, por un lado, las mutaciones mas frecuentes en FLG en nuestra poblacion
infantil, y por otro aportar mas evidencias al posible papel de determinados
polimorfismos en genes relacionados con el metabolismo de la vitamina D en la DA,

puede resultar de gran valor.

Por otro lado, estudiar la asociacién entre genotipos relacionados con la DA y algunos
aspectos del metabolismo fosfocdlcico y de la vitamina D, asi como del perfil lipidico
puede ayudar a establecer las bases etiopatogénicas de la asociacién epidemiolégica
observada entre vitamina D y el sindrome metabdlico. Estos aspectos en los que por el
momento no se ha profundizado mucho en la comunidad cientifica, son de gran
importancia (especialmente en la infancia) para evitar el desarrollo de comorbilidades y

riesgo cardiovascular en la edad adulta.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Existen mutaciones en el gen FLG y polimorfismos poblacionales en los genes VDR y
CYP24A1 que han demostrado su asociacién o pudieran estar asociados al desarrollo de
dermatitis atdpica u otras enfermedades atdpicas. Asi mismo, estos condicionantes
genéticos pueden influir en el metabolismo fosfocalcico y de la vitamina D, asi como en

el perfil lipidico.

Objetivo principal:

Conocer la asociacién entre las variaciones genéticas en el gen de la filagrina (FLG) y

polimorfismos en el gen del receptor de la vitamina D (VDR) y la dermatitis atdpica.

Objetivos Secundarios:

1. Conocer la prevalencia de las mutaciones mds frecuentes del gen FLG en el entorno
mediterraneo en la poblacion pediatrica global y en el grupo de afectos por DA.

2. Estudiar la asociacidn entre el genotipo FLG y DA.

3. Estudiar la asociacién entre el genotipo FLG, gravedad de la DA y otras
enfermedades atdpicas.

4. Conocer la frecuencia de polimorfismos del gen VDR y CYP24A1 en el entorno
mediterraneo en la poblacion pediatrica espanola general y en afectos por DA.

5. Estudiar la asociacién entre los polimorfismos de los genes relacionados con el
metabolismo de la vitamina D (VDR y CYP24A1) y la DA.

6. Estudiar la asociacion entre los polimorfismos de los genes relacionados con el
metabolismo de la vitamina D (VDR y CYP24A1), gravedad de la DA y otras
enfermedades atdpicas.

7. Estudiar la relacién existente entre genotipos de los genes seleccionados y los
niveles séricos de vitamina D.

8. Estudiar la relacidon existente entre genotipos de los genes seleccionados y las

concentraciones de lipidos séricos.
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4.1. DISENO Y POBLACION DE ESTUDIO

Se realiza un estudio observacional, prospectivo de casos y controles, en el que se
analiza la relacion existente entre caracteristicas clinico-demograficas de la enfermedad
(DA), ciertos biomarcadores y determinados polimorfismos y mutaciones en genes

relacionados con el desarrollo de DA.

Se incluyen como casos (en adelante grupo DA) a nifios/as con edades comprendidas
entre 0-14 aifos, fenotipo europeo-Mediterraneo, fototipos de | a IV, afectos de
dermatitis atdpica y que cumplen criterios diagndsticos de Hanifin y Rajka. El
reclutamiento de estos pacientes se realizé consecutivamente a lo largo de un afio
(enero a diciembre de 2012) por los servicios de Dermatologia del Hospital San Jorge de

Huesca y el Hospital Infantil Universitario del Nifio Jesus de Madrid.

A todos los pacientes se les realizé una extraccién de sangre para la determinacion de
niveles séricos de colesterol total, colesterol-HDL, colesterol-LDL, triglicéridos, 25-OH-
vitamina D, paratohormona, calcio y fdsforo. Ademas, de las muestras bioldgicas
sobrantes del andlisis de sangre se extrajo ADN para el estudio genético molecular de

mutaciones en el gen FLG y polimorfismos de los genes VDR y CYP24A1.

Como grupo control se han incluido nifios/as de similar edad (aunque con mayor
flexibilidad en el reclutado) y caracteristicas fenotipicas, que no presentan ni han
presentado dermatitis atépica, alergias de ningun tipo (alimentarias, medicamentosas,
animales, pdlenes...), ni otros rasgos de atopia. El reclutamiento de los controles se ha
realizado a lo largo de los afios 2016-2018 por el doctorando (investigador principal de
este proyecto) en la Unidad Central de Laboratorios (UCL) del Hospital Universitario
Miguel Servet de Zaragoza, previa seleccion de los pacientes segun los criterios

indicados y firma del consentimiento informado por los padres o representantes legales.

Teniendo en cuenta la necesidad de obtencidon de muestras de sangre para realizar los
analisis indicados, se seleccionaron pacientes que acudian a la unidad de extracciones
para realizarse un analisis (por algln otro proceso, la gran mayoria preoperatorios de

traumatologia o adenoidectomias), y asi obtener los especimenes de sangre necesarios
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sin necesidad de realizar ninguna venopuncién adicional, ni extraer mds sangre de la
necesaria, ya que para este proyecto se utilizaron las muestras de sangre sobrantes de

los analisis solicitados por otros facultativos.

Como criterios de exclusiéon se consideraron los grupos étnicos no mediterraneos
(fototipos Vy VI), pacientes en tratamiento con Vitamina D o con otras patologias graves
o enfermedades crénicas. Como se indica en el consentimiento informado la retirada de
los sujetos de estudio se realizara siempre que el paciente, o su tutor legal, deseen
revocar el consentimiento informado. En tal caso, se procederda a la retirada vy
eliminaciéon de la muestra de estudio, asi como todos los resultados que de ella se

hubiesen generado.

Tabla 11. Criterios de inclusion y exclusidn en el estudio.

Criterios de inclusion Criterios de exclusion
- Nifios con edad 0-14 afios. - Fototipos V y VI.
GRUPO | - Pacientes con diagndstico de DA. | - Pacientes en tratamiento con vitD.
DA - Fenotipo Europeo-Mediterraneo. | - Pacientes con otras patologias graves.
- Fototipos | a IV. - Negativa para firmar Cl
- Nifios con edad 0-18 afios. - Fototipos Vy VI.
GRUPO | - Ausencia de enfermedad atdpica. | - Alergia o algln rasgo de atopia
CONTROL | _ Fenotipo Europeo-Mediterraneo. | - Enfermos croénicos.
- Fototipos | a IV. - Negativa para firmar Cl




4.2. VARIABLES DE ESTUDIO

Las variables recogidas y analizadas en el presente estudio se definen a continuacion, a

modo de resumen en las siguientes tablas (Tablas 12 a 17):

Tabla 12. Variables antropométricas.

Sexo Varén / Mujer.

Edad Edad del sujeto en aios.

Peso Peso del sujeto en Kg.

Talla Altura del sujeto en cm.

IMC indice de masa corporal del sujeto calculado como: Peso (Kg) / (Talla(cm)/100)?

Fototipo | Capacidad de adaptacidn al sol que tiene cada persona. La escala de fototipos estd
basada en el color basico de la piel y en la estimacion que hace la propia persona
de su capacidad para broncearse y su sensibilidad al eritema solar (Tabla 13).

Tabla 13. Escala para definir fototipos.

Fototipo | Color de piel Respuesta a la exposicion solar
| Blanco Pdlido  Nunca se broncea, se quema facilmente.
] Blanco Se broncea con dificultad, se quema facilmente.
]l Blanco Se broncea facilmente, puede quemarse al inicio de exposicion
v Moreno Claro  Se broncea facilmente, raramente se quema.
\'} Moreno Se broncea facilmente, casi nunca se quema.
Vi Negro Se oscurece mas su piel, no se quema

Tabla 14. Variables relacionadas con el estado de salud y gravedad de la DA.

Asma Presencia de episodios de asma en el sujeto (si/no).
Rinitis Presencia de episodios de rinitis en el sujeto (si/no).

SCORAD* | Scoring atopic dermatitis index, escala que identifica la gravedad de la DA. El
calculo de este indice se realiza seglin se muestra en el Anexo A. En este estudio
se clasifica la gravedad de la enfermedad en base a esta escala como:
Leve (SCORAD <25), Moderada (SCORAD 25-50) y Grave (SCORAD >50).

*La gravedad de la DA puede definirse segun diferentes escalas, que miden: la extension de las areas
afectadas, la gravedad de las lesiones y los sintomas subjetivos del paciente. Las mds ampliamente
aceptadas son: SCORAD (Scoring Atopic Dermatitis) y EASI (Eczema Area and Severity Index). Otras escalas
son: IGA (Investigator global assessment), y NRS (Numerical Rating Scale).
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Tabla 15. Variables relacionadas con pardmetros bioquimicos. (*)

Analito Abreviatura Espécimen Unidad de Método de medida
medida
IgE total IgE Suero ul/L Inmunoquimioluminiscencia
25-OH-vitamina 25(0OH)D Suero ng/mL Electroquimioluminiscencia
Colesterol total COLT Suero mg/dL Espectrofotometria
Colesterol HDL HDLc Suero mg/dL Espectrofotometria
Colesterol LDL LDLc Calculado mg/dL Calculo indirecto **
Triglicéridos TG Suero mg/dL Espectrofotometria
Caicio total Ca Suero mg/dL Espectrofotometria
Fésforo total P Suero mg/dL Espectrofotometria
Paratohormona PTH Suero pg/mL Inmunoquimioluminiscencia

(*) Los valores de referencia utilizados se muestran en el Anexo B. (**) Calculo segun férmula de
Friedewall.

Para el analisis del genotipo FLG, se han elegido, de entre todas las mutaciones
identificadas como patogénicas o demostrada su asociacion con la DA (Tabla 8), las tres
mas prevalentes en el continente europeo, y que a su vez se han identificado

previamente en paises mediterrdneos. Se resumen a continuacién (Tabla 16):

Tabla 16. Mutaciones analizadas en el gen FLG.

Mutacién | ClinVar® HGVS® Gen Cromosoma Alelos
R501X rs61816761 NM_002016.1:c.1501C>T FLG 1921.3 Cc/T*
2282deld | rs558269137 NM_002016.1:c.2282_2285delCAGT FLG 1921.3 wt/del
R2447X rs138726443 NM_002016.1:c.7339C>T FLG 1921.3 Cc/T*

2 Nomenclatura de la mutacién en términos de SNPs en la base de datos ClinVar. ® Nomenclatura de la
mutacion segin HGVS. *alelo mutado.

Para el estudio del genotipo VDR y CYP24A1 se han elegido SNPs en los que previamente
se habia demostrado asociacion con la DA, asma u otras enfermedades inflamatorias
crénicas como rs2228570, rs1544410, rs7975232, rs731236, rs2248359 y rs2296241.
Ademas, se han seleccionado otros SNPs relacionados con el metabolismo fosfocalcico
o con influencia sobre el perfil lipidico, localizados en regiones intrdnicas o reguladoras
de factores de transcripcion del gen VDR como rs2107301, rs1540339, r239179,
rs2239185 y rs3782905 (Tabla 17).



Tabla 17. Polimorfismos de los genes VDR y CYP24A1.

SNP (%)

rs2239185
rs1544410
rs7975232
rs2238136
rs3782905
rs2239179
rs1540339
rs2107301
rs2239182
rs731236
rs2248359
rs2296241

Posicion (°)

chr12:47850776
chr12:47846052
chr12:47845054
chr12:47883930
chr12:47872384
chr12:47863983
chr12:47863543
chr12:47861787
chr12:47861628
chr12:47844974
chr20:54174979
chr20:54169680

Gen
VDR
VDR
VDR
VDR
VDR
VDR
VDR
VDR
VDR
VDR
CYP24A1
CYP24A1

Alelos (°)
G/A
C/A/G/T
C/A
C/T
G/C
T/C
C/T
G/A
T/C
A/G
c/T
G/A

Ref Al (%)
G=0,498
C=0,704
C=0,485
C=0,833
G=0,763
T=0,639
C=0,614
G=0,663
T=0,521
A=0,723
C=0,551
G=0,542

Alt Al (°)
A=0,502
T=0,296
A=0,515
T=0,167
C=0,237
C=0,361
T=0,386
A=0,337
C=0,479
G=0,277
T=0,449
A=0,458

Toda la informacién recogida en esta tabla se ha obtenido de las bases de datos Ensembl (version 97,
ultima actualizacién en Julio de 2019) y dbSNP del NCBI (National Center for biotechnology information

de la US. National Library of Medicine, ultima actualizacién en Julio de 2019)

(%) nomenclatura del polimorfismo segtin dbSNP. (°) cromosoma y posicién génica de la variante tomando
como transcrito de referencia GRCh38. () alelos posibles. se muestra primero el alelo identificado como
ancestral en el transcrito de referencia GRCh38, el segundo o sucesivos son las distintas alternativas. (¢)
frecuencia génica del alelo de referencia. (®) frecuencia génica del alelo alternativo. Los valores de

frecuencia alélica se obtienen de la base de datos 1000 Genomes Project phase3 release V3+.
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4.3. ANALISIS DE PARAMETROS BIOQUIMICOS

Las determinaciones analiticas en suero se realizaron en el Servicio de Bioquimica Clinica
del Hospital Miguel Servet de Zaragoza, en los equipos automatizados utilizados en la
rutina diaria del laboratorio, siguiendo la misma sistematica de andlisis que las muestras
ordinarias que se procesan aqui. Las determinaciones séricas medidas en este estudio,
junto con el método e instrumento de anadlisis empleado se explican a continuacion, y

se resumen en la Tabla 15:

La medida de Calcio total sérico se ha realizado mediante espectrofotometria en el
equipo automatizado AU5400 de Beckman Coulter. Este procedimiento se basa en la
reaccién de los iones de calcio con Arsenazo Ill para formar un complejo de color
purpura. La medida de absorbancia del complejo a 660/700 nm es directamente

proporcional a la concentracion de calcio en la muestra, expresada en mg/dl.

La medida de Fosforo inorganico sérico se ha realizado mediante espectrofotometria en
el equipo automatizado AU5400 de Beckman Coulter. Este método se basa en la
reaccion del fosfato inorganico con molibdato para formar un complejo de
heteropoliacido cuya absorbancia a 340/380 nm es directamente proporcional al nivel

de fésforo inorganico presente en la muestra. El resultado se expresa en mg/dl.

La medida de paratohormona (PTH) e inmunoglobulina E (IgE) séricas se realizé
mediante inmunoquimioluminiscencia (tipo sandwich) en el equipo automatizado
UniCel DxI 800 de Beckman Coulter. Los complejos inmunes formados en la reaccidn
antigeno-anticuerpo, dispersan la luz en proporcidn a su concentracion, de forma que la
tasa de disminucién de la intensidad de la luz transmitida a través de particulas
suspendidas en solucion es proporcional a la concentracion del analito. Los resultados

de PTH se expresan en pg/mly los de IgE en UI/L.

La medida de vitamina D (25(OH)D) sérica mediante electroquimioluminiscencia se
realizo en el equipo automatizado Cobas e601 de Roche Diagnostics. Este ensayo utiliza
como proteina de captura una proteina fijadora de vitamina D marcada con quelato de

rutenio que se liga a la 25(0OH)D. La reactividad cruzada frente a la 24,25-di(OH)D esta



bloqueada por un anticuerpo monoclonal especifico. Los resultados de vitamina D se

expresan en ng/ml.

La medida de Triglicéridos séricos se ha realizado mediante espectrofotometria en el
equipo automatizado AU5400 de Beckman Coulter. Este procedimiento se basa en una
serie de reacciones enzimaticas acopladas. En primer lugar, los triglicéridos de la
muestra se hidrolizan por accién de lipasas. El glicerol resultante es fosforilado a glicerol-
3-fosfato, por accidon de glicerol quinasa, y después éste, es oxidado por oxigeno
molecular en presencia de glicerol fosfato oxidasa, produciendo peréxido de hidrégeno
(H202) y dihidroxiacetona fosfato. Finalmente, el H202 reacciona con 4-aminofenazona
y N, N-bis (4-sulfobutil) -3,5-dimetilanilina, sal disédica (MADB) en presencia de
peroxidasa produciendo un croméforo. El aumento de la absorbancia a 660/800 nm es

proporcional al contenido de triglicéridos de la muestra, expresado en mg/dl.

La medida de Colesterol total en suero se ha realizado mediante espectrofotometria en
el equipo automatizado AU5400 de Beckman Coulter. Este procedimiento se basa en
una serie de reacciones enzimaticas acopladas. En primer lugar, se hidrolizan los ésteres
de colesterol por accién de la enzima colesterol esterasa, y el colesterol libre generado
se oxida por la colesterol oxidasa, generando en el proceso H202. Finalmente, el H202
reacciona con con 4-minoantipirina y fenol en presencia de peroxidasa produciendo un
croméforo (rojo de quinoneimina) que es leido a 540/600 nm, siendo la absorbancia
observada, proporcional al contenido de colesterol total de la muestra expresado en

mg/dl.

La medida de Colesterol-HDL en suero se realizd mediante espectrofotometria en el
equipo automatizado AU5400 de Beckman Coulter. Este procedimiento permite la
medida selectiva de colesterol HDL en suero en presencia de otras particulas de
lipoproteinas. El ensayo consta de dos fases. En la primera fase, el colesterol libre
presente en las lipoproteinas no HDL se solubiliza y se consume por el sistema
enzimatico colesterol oxidasa/peroxidasa y DSBmT para generar un producto final
incoloro. En la segunda fase, se solubilizan selectivamente las lipoproteinas HDL y el
colesterol HDL se libera para la reaccidn con colesterol esterasa, colesterol oxidasa y un

sistema cromoégeno que se puede medir a 600/700 nm. El aumento resultante en la
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absorbancia es directamente proporcional a la Concentraciéon de HDL-C en la muestra

expresado en mg/dl.

La medida de colesterol LDL se realiza de forma indirecta, a través de los valores
anteriores de triglicéridos, colesterol total y colesterol HDL, mediante la férmula
establecida por Friedewald y utilizada ampliamente en la practica clinica. Segun esta
formula el colesterol LDL se obtiene de: cLDL = CT — [cHDL+(TG/5)]. Esta formula no

puede ser aplicada si la concentracién de triglicéridos es > 400 mg/dl.



4.4. ANALISIS DE MUTACIONES EN EL GEN FLG

El estudio y analisis de las mutaciones R501X, 2282del4 y F2447X del gen FLG se ha
realizado en las instalaciones del Laboratorio de Genética, perteneciente al Servicio de
Bioquimica Clinica, del Hospital Universitario Miguel Servet de Zaragoza. Todo el
proceso, desde la seleccidon de los pacientes, hasta la obtencion de los resultados y

elaboracién de la base de datos, se ha realizado por el doctorando.

El espécimen de partida para este estudio es sangre total, contenida en tubos Vacutainer
(Becton, Dickinson and Company (BD), Estados Unidos) con EDTA como anticoagulante,
precisando de un volumen minimo de 1 mL. Previo al andlisis mutacional se realizé una
extraccién de ADN de linfocitos de sangre periférica mediante un sistema automatizado,
utilizando el Biorobot EZ1 vy el kit de extraccién EZ1 DNA blood 350 ul Kit (Qiagen,
Alemania). Posteriormente se analizd la calidad de la extraccion midiendo la absorbancia
del producto purificado (Abs260/Abs280nm) en el biofotometro UV Espectrofotometer

Q3000 (Quawell, Estados Unidos). Se aceptaron valores comprendidos entre 1,8 - 2,0.

El andlisis de las mutaciones puntuales descritas se realizdé siguiendo el protocolo

descrito en la Tabla 18.

Tabla 18. Principales etapas del protocolo de andlisis de mutaciones en FLG.

Etapa | Protocolo
1 PCR de Amplificacion
Objetivo: Amplificar los fragmentos de ADN que contienen las secuencias de interés.

2 PCR de Secuenciacion
Obijetivo: Preparar el ADN amplificado para la secuenciacién.
3 Purificacion

Objetivo: Eliminar impurezas del ADN, principalmente restos proteicos.
4 Secuenciacion
Obijetivo: Obtener la secuencia ordenada de nucledtidos del ADN de interés.

En el paso inicial del protocolo, se amplifican los fragmentos que contienen las
secuencias de interés del exén 3 del gen FLG. Para ello, se idearon primers (Tabla 19) a
partir del andlisis de las secuencias génicas. Las PCRs de amplificacidén y secuenciacién
se realizaron en un termociclador 2729 (Applied Biosystems, Estados Unidos) siguiendo

los protocolos de reaccion representados en las figuras 7 y 8 respectivamente.
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Tabla 19. Primers (Cebadores) utilizados en la PCR de amplificacién en el estudio de FLG.

Mutacion Primers (Cebadores)

R501X F: GTAAAACGACGGCCAGTGCTCATGAACAGCCTGACTC
R: CAGGAAACAGCTATGACCATATGTGGTGTGGCTGTGATG

2282del4 F: GTAAAACGACGGCCAGTGGTGGCCGGTCAGCAGGAA
R: CAGGAAACAGCTATGACCATTGAGTGTCCAGATCTATCTACCAA

R2447X F: GTAAAACGACGGCCAGTGATCCCGCCACCAGCTCCA
R: CAGGAAACAGCTATGACCATGGAAAGACCCTGAACGTCGA

(*) Se remarca subrayado en cada primer una misma secuencia universal, que permite realizar la reaccion
de secuenciacion de varias muestras a la vez. Estas secuencias derivan del fago M13.
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Figura 7. Protocolo de reaccion: PCR de Amplificacion
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Figura 8. Protocolo de reaccidn: PCR de Secuenciacion



Los fragmentos, amplificados y purificados, se secuenciaron mediante un método

Sanger convencional en el equipo 3130X1 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, EEUU).

Para cada mutacidn se realizé el andlisis de los dos fragmentos (forward y reverse). La

identificacion de las mutaciones se realizé segun se muestra en las figuras 9, 10y 11.

Figura 9. Analisis e identificacion de la mutacién R501X.
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c} R501X R- Wt (c 1501 C/C)

b) R501X-F- mut (c.1501 C/T)

d) R501X-R- mut (c.1501 C/T)

Figura 10. Analisis e identificacion de la mutacion 2282del4.
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d) 2282del4-R- (wt/del)

€.1501C>T

Mutacién puntual sin sentido, de
pérdida de funcion, en la cual se
produce un cambio en la posicién
1501 de la secuencia codificante
del gen FLG, que origina un cambio
C > T y en consecuencia la
sustitucion de la Arginina 501 de la
profilagrina por un coddén Stop
(ARG501TER).  Esta  situacidn
conduce a una proteina truncada
de 500 aminoacidos. Los individuos
con el alelo normal (wt) presentan
un Unico pico C y se identifican
como C/C. Los individuos con el
alelo mutado (mut) son
heterocigotos y presentan dos
picos de Cy T, y se identifican como
C/T. Se muestran los fragmentos
forward (F) reverse (R)

€.2282_2285 delCAGT

Microdelecciéon de 4 pb (CAGT)
en la posicidn 2282 del cDNA del
gen FLG. Esta delecion origina
una mutacién de tipo frameshit
gue da origen a una modificacion
del marco de lectura, cambio en
la secuencia de aminoacidos y
una terminacién prematura 107
pb después. Esta situacion
conduce a una proteina truncada
en la primera repeticion de
filagrina. Los individuos con el
alelo normal (wt) presentan
secuencia CAGT visible como
picos simples y continuidad en la
secuencia. Los individuos con el
alelo mutado (mut) son
heterocigotos y  presentan
solapamiento de secuencias wt y
del. Se presentan los dos
fragmentos analizados, forward
(F) y reverse (R)
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Figura 11. Analisis e identificacion de la mutacién R2447X
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b) R2447X-F- mut (c.7339 C/T)

€.7339 C>T

Mutacién puntual sin sentido, de
pérdida de funcién, en la cual se
produce un cambio en la posicion
7339 de la secuencia codificante
del gen FLG, que origina un
cambio C> Ty en consecuencia la
sustitucion de la Arginina 2447 de
la profilagrina por un coddn Stop
(ARG2447TER). Esta situacién
conduce a una proteina truncada
de 2446 aminoacidos. Los
individuos con el alelo normal
(wt) presentan un Unico pico Cy
se identifican como C/C. Los
individuos con el alelo mutado
(mut) son heterocigotos vy
presentan dos picosde Cy T,y se
identifican como C/T. Se
muestran los dos fragmentos
analizados, forward (F) reverse

(R)



4.5. ANALISIS DE POLIMORFISMOS EN EL GEN VDR

El analisis de los polimorfismos seleccionados en los genes VDR y CYP24A1 se realizé con
el apoyo metodoldgico y material del centro de diagndstico genético NIMGenetics
(Madrid). El estudio de genotipado se realizé a través de un kit comercial, Flex Six™
Genotyping IFC (Fluidigm®, Londres). El fundamento metodolégico empleado en este
método de analisis, es una modificaciéon de la PCR especifica de alelo, en este caso,

integrada en un chip (o array) dinamico dentro de un circuito fluidico integrado (IFC).

El punto de partida inicial para el analisis de los polimorfismos genéticos propuestos son
las muestras de ADN obtenidas en el estudio previo (mutaciones en FLG). Debido a que
la cantidad de muestra utilizada en este método es menor, se requirid que la
concentraciéon de DNA minima fuese de 60 ng/ml y la pureza, medida como Abs
(260/280), estuviese comprendida entre 1,8 y 2,0. Todas aquellas muestras que no

cumplieron los estandares minimos de calidad fueron descartadas.

El analisis de SNPs se realizé siguiendo el protocolo descrito en la Tabla 20. que incluye

la realizacion de una PCR especifica de alelo y andlisis de secuencias.

Tabla 20. Principales etapas del protocolo de analisis de polimorfismos en VDR y CYP24A1.

Etapa | Protocolo

1 Cebado y acondicionamiento inicial del chip (Flex Six™ Genotyping IFC). Para esta
etapa se requiere del equipo automatizado Juno™.
2 PCR de amplificacién de los alelos de interés, o PCR especifica de alelo, se realiza en
un termociclador FC1 ™ Cycler, seglin el protocolo de reaccidn propuesto en las
instrucciones del fabricante.
3 Lectura y analisis de las secuencias (SNPs) de interés, utilizando para ello un lector
con sistema de deteccién de punto final (EP1 ™)

Para la realizacion de la PCR especifica de alelo se emplean tres sondas (primers), tal
como se muestra en la figura 12. Dos sondas especificas de alelo marcadas (Allele-

Specific Primers, ASP) y una sonda especifica de locus (Locus-Specific Primer, LSP).
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Figura 12. Posicion de los primers en la PCR especifica de alelo

ASP
S— ¢

Y

P
LSP

Tabla 21. Sondas utilizadas en la PCR especifica de alelo en el estudio de VDR y CYP24A1.

SNP rs1540339 rs1544410

ALELO AG AG

ASP1_SEQ TGTTGGTGCCCACCCTAAT CAGAGCCTGAGTATTGGGAATGT
ASP2_SEQ TGTTGGTGCCCACCCTAAC AGAGCCTGAGTATTGGGAATGC
LSP_SEQ ACACATTCTCAGTGGGCCCT TCCTGGGGCCACAGACAG

SNP rs2107301 rs2238136

ALELO CcT AG

ASP1_SEQ ATGTCTTGCATGGGAATAACTTGC ACTAGTGGACAATGAGCCAAGATAAT
ASP2_SEQ CATGTCTTGCATGGGAATAACTTGT ACTAGTGGACAATGAGCCAAGATAAC
LSP_SEQ CCTACATGGCTGCTCAGAAGCT TGGGCCAGCCCAGCTTA

SNP rs2239179 rs2239182

ALELO AG AG

ASP1_SEQ TGTTACCTGACCTCTCCCCAT AACACTCTTTCAGAACCTGTTTACTCTTA
ASP2_SEQ GTTACCTGACCTCTCCCCAC CACTCTTTCAGAACCTGTTTACTCTTG
LSP_SEQ CGGACCCTCCTGGCTATGG GAAGACACTATATGATATATGAAGCCATTGACCT
SNP rs2239185 rs2248359

ALELO CT CcT

ASP1_SEQ CACCCTCCTCTGTCTTCACG TCTTGCCAGCCGCGG

ASP2_SEQ CACCCTCCTCTGTCTTCACA TCTTGCCAGCCGCGA

LSP_SEQ CAGCAACACAATTCCAGTCACATCT GTCCTAGGCAGGTCCAGTGA

SNP rs2296241 rs731236

ALELO AG CT

ASP1_SEQ GTTGTTTTCTTTGAAGGTCTTGGCT GACGCCGCGCTGATC

ASP2_SEQ TTGTTTTCTTTGAAGGTCTTGGCC GGACGCCGCGCTGATT

LSP_SEQ TGGCCTCTTTCATCACAGAGCT ACGTCTGCAGTGTGTTGGACA

SNP rs3782905

ALELO CG

ASP1_SEQ GTGGGAGGGAGTGCTGAG

ASP2_SEQ GTGGGAGGGAGTGCTGAC

LSP_SEQ GAGATGTTTAAAATCTACTTTAAAATCTACTTTCACCCAC

ASP_SEQ, secuencia en bases de las sondas especificas de alelo (Allele-Specific Primers, ASP); LSP_SEQ,

secuencia en bases de la sonda especifica de locus (Locus-Specific Primer, LSP).



4.6. ANALISIS DE DATOS

La recogida de los datos se ha realizado en una hoja de calculo de Excel (Microsoft®
Office 365), y posteriormente la base de datos se ha procesado para incorporarse a
ficheros adecuados para su uso en los programas estadisticos SPSS v. 19 (SPSS Inc) y R

(GNU GPL).

Se realiza un analisis descriptivo de las variables de estudio incluyendo todos los
pacientes que cumplieron los criterios de inclusién. Para las variables cualitativas se
presentan los resultados de frecuencias relativas (%) y absolutas (n) y para las variables
cuantitativas se muestra la media y desviacién estandar (SD); o mediana y rango
intercuartilico (RIQ), segun criterios de normalidad. La normalidad de las variables se

comprueba mediante el Test de Shapiro Wilks.

Los estudios de asociacidon entre variables cualitativas se evaltuan con el test Chi-
Cuadrado o con el test de Fisher (en caso de que no se cumplan las condiciones para
aplicar Chi Cuadradado). La comparacidon de medias entre grupo independientes se

realiza mediante el test T de Student o el test de Mann-Whitney (segin normalidad).

Un aspecto de especial relevancia y dificultad en el estudio estadistico de este trabajo

es el andlisis de los polimorfismos genéticos de VDR:

En primer lugar, se realiza una estimacién de las frecuencias alélicas y genotipicas de
cada SNP en los grupos de estudio. Posteriormente se comprueba que las poblaciones
estan en equilibrio utilizando el calculo de Hardy-Weinberg. El principio de equilibrio de
Hardy-Weinberg determina qué frecuencias deben observarse en la poblacién para cada
genotipo en funcidn de las frecuencias de los alelos. En condiciones habituales, si la
transmisidn de los alelos de los progenitores a los descendientes es independiente y no
ocurren fendmenos distorsionadores, como la aparicion frecuente de nuevas
mutaciones o la seleccidon de alelos, la probabilidad de observar una combinacién de
alelos concreta (un genotipo) depende del producto de las probabilidades (frecuencias)
de cada alelo. Estas frecuencias esperadas se comparan con las observadas mediante el

empleo de un test Chi-Cuadrado con un grado de libertad. Antes de realizar el andlisis
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de asociaciéon se debe comprobar si se cumple el principio de equilibrio de Hardy-
Weinberg en la muestra de controles (como representantes de la poblacion general). En
el caso de que se observara una desviacion del equilibrio se deberia revisar el método
de genotipificacion, pues en ocasiones se producen sesgos al interpretar los resultados
por ser mas facil de detectar un genotipo que otros. En la muestra de casos es posible
gue no se cumpla el equilibrio de Hardy-Weinberg; ello puede ser indicativo de que el

polimorfismo pueda estar asociado con la enfermedad.

Finalmente, se realizan los estudios de asociacién. La magnitud de la asociacién de cada
SNP con la variable enfermedad (DA) se estima mediante el calculo de Odds Ratio (OR)
e Intervalo de confianza al 95% (IC). Los cdlculos estadisticos se realizan utilizando los
cinco modelos de herencia genética posibles: codominante, dominante, recesivo,
sobredominante y aditivo (Tabla 22). Se establece el nivel de significacion estadistica

para un p valor menor a 0,05.

Tabla 22. Modelos de herencia genética posibles en el andlisis estadistico de polimorfismos.
Modelo dominante. Supone que una Unica copia de C es suficiente para modificar el riesgo y que ser
portador de 2 copias lo modifica en igual magnitud; es decir, heterocigotos TC y homocigotos CC tienen

el mismo riesgo. Se puede comparar la combinacién de estos 2 genotipos respecto a los homocigotos TT.

Modelo recesivo. Supone que son necesarias 2 copias de C para modificar el riesgo; por tanto,
heterocigotos TC y homocigotos del alelo mas frecuente TT tienen el mismo riesgo. Se compara la

combinacidn de ellos respecto a los homocigotos del alelo variante CC.

Modelo aditivo. Supone que cada copia de C modifica el riesgo en una cantidad aditiva (en escala log);
por tanto, los homocigotos CC tienen el doble de riesgo que los heterocigotos TC. Se compara la

combinacidn ponderada, donde se da peso 1 a los heterocigotos TC y peso 2 a los homocigotos CC.

Modelo codominante. Es el mas general. Cada genotipo proporciona un riesgo de enfermedad diferente
y no aditivo. Se comparan heterocigotos (He) y homocigotos variantes (Va) por separado respecto a los

homocigotos del alelo mas frecuente. Este modelo emplea 2 coeficientes (grados de libertad).

Modelo sobredominante. Supone que los heterocigotos TC presentan un riesgo mayor que los

homocigotos CCy TT. Por ello se compara la relacién entre heterocigotos y homocigotos.

Modelos propuestos suponiendo dos alelos, uno Cy otro T



4.7. ASPECTOS ETICOS

En su primera fase, este estudio fue propuesto al Comité Etico de Investigacion Clinica
de Aragdn en 2008 obteniendo un dictamen favorable (PI08/8). Con posterioridad, para
la realizacién de esta tesis doctoral y todos los estudios pertinentes, se envidé una adenda
a este mismo organo, que con fecha 16 de diciembre de 2015 (acta CP20/2015), emitid
un dictamen favorable aprobando la ampliacién del estudio y el reclutado de controles

sanos (Anexo C).

Al tratarse de un estudio en menores de edad, los padres o tutores fueron los que
recibieron toda la informacion del estudio y firmaron las hojas de informacion y

consentimiento informado (Anexo D).

El estudio se ha realizado respetando la legislacién vigente en materia de investigacion
clinica (Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacién biomédica), proteccién de datos (Ley
Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de caracter personal),
autonomia del paciente (Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica reguladora de la
autonomia del paciente y de sus derechos y obligaciones en materia de informacion y

documentacidn clinica).

Esta tesis doctoral se ha podido realizar gracias al apoyo econémico suministrado por el
grupo emergente de investigacion reconocido por el Gobierno de Aragén B18 17D
“Dermatologia y Fotobiologia”, por el apoyo econémico de Werfen Group, asi como por
la cesidon de instalaciones y equipos del Laboratorio de Bioquimica Clinica del Hospital

Universitario Miguel Servet.
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5.1. ANALISIS DESCRIPTIVO.

A continuacidn, se presenta a través de tablas, un resumen de los resultados descriptivos
mas destacados del estudio. Siguiendo los criterios de inclusidn y exclusidn descritos en
el apartado 4.1, se han incluido un total de 246 pacientes: 103 controles y 143 casos

(DA), de los que 52 proceden del HNJ y 92 del HSJ.

En la Tabla 23 se muestran las caracteristicas descriptivas de la poblacién de estudio. Se
presentan los resultados separados por grupo de estudio y hospital. La edad media del
grupo control fue de 8,9315,81 afios y la del grupo DA de 5,43+3,98 afios. Por el diseifo
del estudio, se tuvo cierta flexibilidad a la hora de seleccionar los controles, y por este
motivo el grupo control esta formado por nifios de una edad mayor, y por tanto con
mayor peso y altura. Ambos grupos tienen una distribucidn por sexos equiparable, ya
gue a pesar de que la DA no es una enfermedad dependiente del sexo, se intentd
seleccionar grupos homogéneos. Se reclutaron pacientes con fototipos del 1 al 4, siendo
los fototipos mayoritariamente reclutados el 2 y el 3, representando la suma de ellos el

71,3 % del grupo DAy el 85,5 % de los controles (Tabla 23).

Tabla 23. Caracteristicas descriptivas de la poblacién de estudio.

Control (n=103) DA (n=143) HNJ (n=51) HSJ (n=92)

Sexo

Hombres 57 (55,3%) 73 (51,0%) 24 (47,1%) 49 (53,3%)

Mujeres 46 (44,7%) 70 (49,0%) 27 (52,9%) 43 (46,7%)
Edad en afios * 8,9315,81 5,43%3,98 6,4413,78 4,8614,01
Peso en kg 29,24+16,12 24,59+18,93 26,65+16,4 23,41+20,24
Alturaencm * 124,0+28,3 111,4+29,0 117,6%25,2 107,9430,5
IMC 17,36+2,95 17,47+4,16 17,58+3,30 17,41+4,61
Fototipo

Fototipo 1 1(1,0%) 8 (5,6%) 1(1,9%) 7 (7,6%)

Fototipo 2 36 (35,0%) 52 (36,3%) 24 (47,1%) 28 (30,4%)

Fototipo 3 52 (50,5%) 50 (35,0%) 20 (39,2%) 30 (32,6%)

Fototipo 4 14 (13,6%) 33 (23,1%) 6 (11,8%) 27 (29,3%)

Se presentan los valores de n y % para las variables cualitativas, mediazSD para las cuantitativas.
*significacion estadistica (p<0.05).

En la Tabla 24 se describen las caracteristicas clinicas de los pacientes en relacién con la
atopia. Se muestra la clasificacion de los pacientes en relacidn con la gravedad de la DA,

medida a través de la escala SCORAD. Segun este indice 69 pacientes (48,3 %) presentan
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DA leve, 61 (42,7 %) DA moderada y 13 (9,0 %) tienen DA grave. Estos porcentajes son
similares en ambos hospitales. También se estudia la coexistencia de otras
enfermedades atdpicas como asma vy rinitis. El 34,6 % de los pacientes ha presentado
asma, un 22,0 % rinitis y un 16,5 % ambos procesos. Por ultimo, se mide el estado de
alergia del individuo a través de la medida de IgE especificas (Phadiatop Infant test) e
IgE sérica total. Un 54,3 % de los pacientes tuvieron test positivo, mientras que los
valores de IgE sérica fueron superiores en el grupo DA respecto al grupo control (325,2
vs 157,6 UI/L), pasando de ser patoldgicos en el primer caso, a normales en el segundo.
Segun se ha definido el estudio, ninguno de los controles presenta o ha presentado asma

o rinitis y el grado de alergia es negativo.

Tabla 24. Caracteristicas clinicas de los grupos de estudio en relacién con la atopia.

Control DA HNJ HSJ

SCORAD

DA Leve (<25) 0(0,0%) 69 (48,3%) 21 (41,2%) 48 (52,2%)

DA Moderada (25-50) 0(0,0%) 61 (42,7%) 25 (49,0%) 36 (39,1%)

DA Grave (>50) 0 (0,0%) 13 (9,0%) 5(9,8%) 8 (8,7%)
Asma - Si 0 (0,0%) 44 (34,6%) 26 (51,0%) 18 (23,7%)
Asma - No 103 (100,0%) 83 (65,4%) 25 (49,0%) 58 (76,3%)
Rinitis - Si 0(0,0%) 28 (22,0%) 15 (29,4%) 13 (17,1%)
Rinitis - No 103 (100,0%) 99 (78,0%) 36 (70,6%) 63 (82,9%)
Asma + Rinitis 0(0,0%) 21 (16,5%) 13 (25,5%) 8 (10,5%)
Asma o Rinitis 0(0,0%) 30 (23,6%) 15 (29,4%) 15 (19,7%)
Ni Asma ni Rinitis 103 (100,0%) 76 (59,8%) 23 (45,1%) 53 (69,7%)
Grado de alergia

Positivo 0(0,0%) 75 (54,3%) 45 (90,0%) 30 (34,10%)

Negativo 103 (100,0%) 63 (45,7%) 5(10,0%) 58 (65,9%)
IgE sérica (UI/L)* 157,61163,5 325,2+767,3 704,9+1154,5 149,21+396,3

Normal (<165,3 UI/L) 37 (82,2%) 83 (69,2%) 16 (42,1%) 67 (81,7%)

Patolégico (>165,3 UI/L) 8(17,8%) 37 (30,8%) 22 (57,9%) 15 (18,3%)

Se presentan los valores de n y % para las variables cualitativas, mediazSD para las cuantitativas.
*significacion estadistica (p<0.05)

En la Tabla 25 se presenta la relacidon existente entre la DA y los pardmetros séricos del
metabolismo fosfocalcico y vitamina D. Se observa que los pacientes con DA tienen
niveles de vitamina D inferiores a los de los controles (27,00 ng/ml vs 35,52 ng/ml).
Teniendo en cuenta los rangos de normalidad definidos en la Tabla 10, se clasifica al
grupo DA como poblacién insuficiente en vitamina D, mientras que el grupo control
presenta niveles 6ptimos (o suficientes) de esta hormona. Este hecho también se refleja

en que la poblacién no suficiente para vitamina D es superior al 60% en el grupo DA,



mientras que en el grupo control es inferior al 35%. Por otro lado, la insuficiencia en
vitamina D supone un factor de riesgo para el desarrollo de DA, como se deduce del
andlisis de asociacion. Puede decirse, que por cada ng/ml que aumenta la vitamina D

disminuye un 5% el riesgo de DA (OR 0,95; 1C95% 0,91-0,99; p-valor 0,018) (Tabla 25).

Respecto al calcio y fésforo, ambos parametros se encuentran dentro de los intervalos
de normalidad establecidos, y no se observan diferencias estadisticamente significativas
entre controles y pacientes con DA. Unicamente destaca que, en referencia al fésforo
sérico, cada unidad de aumento (en mg/dl), aumenta el riesgo de DA en un 68%, sin ser
ésta una diferencia estadisticamente significativa (OR 1,68; 1C95% 0,99-2,85; p-valor
0,052) (Tabla 25).

Finalmente, en referencia al estudio comparativo y de asociacion de la PTH, se debe
destacar que el nimero de datos recogidos fue menor, y en cualquier caso no se han
detectado ningun sujeto con PTH elevada. En las PTH observadas inferiores al rango de
referencia biolégico (PTH < 15 pg/ml) se comprobd normocalcemia y normofosfatemia
en los pacientes, asi como adecuados niveles de vitamina D, como factores excluyentes

de estos resultados.

Tabla 25. Asociacion entre DA y metabolismo fosfocalcico en los grupos de estudio.

Analito® Control DA OR (1C95%) p
Vitamina D (ng/ml) | 35,52 (28,65;39,26) 27,00 (20,90;33,40) 0,95(0,91;0,99) 0,018*
Deficiencia 4 (3,88%) 29 (21,17%)
Insuficiencia 32 (31,07%) 54 (39,42%)
Normal 67 (65,05%) 54 (39,42%)
Calcio (mg/dl) 9,90 (9,70;10,10) 9,80 (9,40;10,10) 0,64 (0,32;1,28) 0,204
Normal 93 (90,29%) 135 (97,83%)
Patoldgico bajo 3(2,91%) 1(0,72%)
Patoldgico alto 7 (6,80%) 2 (1,45%)
Fosforo (mg/dl) 5,05 (4,40;5,43) 5,10 (4,70;5,60) 1,68 (0,99;2,85) 0,052
Normal 92 (89,32%) 124 (91,18%)
Patolégico bajo 4 (3,89%) 7 (5,15%)
Patoldgico alto 7 (6,80%) 5(3,68%)
PTH (pg/ml) 25,85 (23,37;34,02) 25,25(16,33;38,70) 1,00(0,96;1,05) 0,931
Normal 48 (94,12%) 109 (81,34%)
Patoldgico bajo 3 (5,88%) 25 (18,66%)
Patolégico alto 0 (0,00%) 0 (0,00%)

Se representa la mediana (RIQ) para las variables cuantitativas, n (%) para las categdricas. ~Los valores de
normalidad y de cada grupo patoldgico se definen en el Anexo B. *significacion estadistica (p<0.05).
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En la Tabla 26 se presentan los niveles de vitamina D sérica en funcion de la gravedad
de la DA estratificados por fototipos; claros (I a lll) y oscuros (V). En la primera parte de
la grafica se muestran los resultados correspondientes a la clasificacion de SCORAD
elegida en este trabajo. Los resultados no pueden ser valorables ya que para uno de los
grupos no existen datos suficientes para realizar el analisis estadistico. Por ello se
reclasifica la gravedad de la DA como: Leve (SCORAD <15), Moderada (SCORAD 15-40) y
Grave (SCORAD >40). En base a esto los resultados muestran que existe una relacién
inversa entre las concentraciones de vitamina D séricas y la gravedad de la DA en nifnos
con fototipos claros (p-valor 0,049), en cambio esta relacién no se observa en los

pacientes con fototipo oscuro.

Tabla 26. Relacidn entre niveles de vitamina D y gravedad de la DA estratificados por fototipos

Fototipo DA Leve DA Moderada DA Grave p-valor
(<25) (25-50) (>50)

Fototipos Claros (I-111) 30,99+11,76 28,67+10,71 26,03+14,64 0,381

Fototipos Oscuros (1V) 23,62+8,87 28,00+10,95 nd** 0,050*

Fototipo DA Leve DA Moderada DA Grave p-valor
(<15) (15-40) (>40)

Fototipos Claros (I-111) 36,47+11,97 28,68+11,43 27,58+12,11 0,049*

Fototipos Oscuros (1V) 18,97+2,57  28,3319,96 24,41+14,20 0,290

Se presentan los valores de mediazSD para los niveles de vitamina D en suero (ng/ml). Gravedad de la DA
medida segun la escala SCORAD. **nd, resultado no valorable (n=1). *significacién estadistica (p<0.05)

El estudio de los parametros lipidicos en sangre se resume en la Tabla 27. Se muestran
los resultados de los lipidos séricos en cada poblacidn de estudio, asi como el estudio de
asociacion con la DA. Unicamente se observa asociacién estadistica significativa entre el
colesterol LDL y la DA, de forma que, por cada mg/dl de aumento del nivel de LDL
aumenta un 1% el riesgo de tener DA (OR 1,01; IC95% 1,00-1,03; p-valor 0,041). En el
resto de pardmetros no se observan diferencias ni en valor cuantitativo ni en cuanto a

proporciones entre los grupos de estudio.



Tabla 27. Asociacion entre DA y lipidos séricos en los grupos de estudio.

Analito® Control DA OR (1C95%) p
Triglicéridos 66 (55;80) 60 (45;88)
Normal 103 (100,00%) 117 (93,60%) 1,00 (1,00;1,01) 0,395
Patologico 0 (0,00%) 8 (6,40%)
Colesterol Total 163 (149;181) 164 (147;179)
Deseable 93 (90,29%) 118 (87,41%) 1,00 (0,99;1,01) 0,627
Limite 10 (9,71%) 14 (10,37%)
Elevado 0 (0,00%) 3(2,22%)
HDL 56 (49;63) 51,5 (46;59)
Normal 66 (64,08%) 54 (64,29%) 0,97 (0,94;1,01) 0,102
Patolégico bajo 5(4,85%) 11 (13,10%)
Patoldgico alto 32 (31,07%) 19 (22,62%)
LDL 95(81;108) 101 (86,95;120)
Normal 96 (100,00%) 76 (90,48%) 1,01 (1,00;1,03) 0,041%*
Riesgo 0 (0,00%) 8 (9,52%)

Se representa mediana (RIQ) para las variables cuantitativas, n (%) para las variables categodricas. ~Los

valores de normalidad y de cada grupo patoldgico se definen en el anexo B. *significacion estadistica

(p<0.05).
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5.2. PREVALENCIA DE MUTACIONES EN EL GEN FLG.

Los resultados que se muestran en los apartados 5.2 y 5.3 del presente trabajo, han sido
recientemente publicados como articulo original en la revista Pediatric Dermatology
bajo el titulo “Prevalence of FLG loss-of-function mutations R501X, 2282del4, and

R2447X in Spanish children with atopic dermatitis” (176).

En la Tabla 28 se muestra la frecuencia y distribucién de las mutaciones analizadas en el
gen FLG. El analisis genético se realizé en la totalidad de los controles reclutados (n=103)
y en 111 pacientes (de los 146 casos iniciales), debido a problemas en el analisis

molecular, fundamentalmente relacionados con la estabilidad del ADN.

En el grupo DA se identifican las tres mutaciones estudiadas (R501X, 2282del4 y R2447X)
con una prevalencia global combinada del 12,61 %. De los 14 pacientes que presentan
al menos una mutacién en FLG, 12 de ellos (10,81 %), la presentan en heterocigosis
simple y 2 (1,80 %) como heterocigotos compuestos. En el grupo control sélo se
identifican las mutaciones R501X y 2282del4 en dos sujetos (en heterocigosis simple), lo
gue supone una prevalencia global combinada del 1,94 %. El genotipo detallado y las
caracteristicas clinicas de todos los sujetos de estudio con mutacién identificada en FLG

se presenta resumida en la Tabla 29.

Tabla 28. Frecuencia de mutaciones en FLG en los grupos de estudio.

Genotipo FLG® DA (n=111) Control (n=103)
Genotipo aa 2 1,80 % 0 0,0%
Combinado Aa 12 10,81 % 2 1,94 %
AA 97 87,39 % 101 98,06 %
R501X C>T 11 9,91 % 1 0,97 %
wt 100 90,09 % 102 99,03 %
2282del4 del 2 1,80 % 1 0,97 %
wt 109 98,20 % 102 99,03 %
R2447X C>T 3 2,70% 0 0,00 %
wt 108 97,30 % 103 100,00 %

2Genotipo FLG: (AA) homocigoto-wt; (Aa) heterocigoto; (aa) homocigoto
recesivo o heterocigoto compuesto; (wt), wild-type=genotipo normal.



Analizando cada mutacién individualmente, R501X es la mutacién mas prevalente en el

grupo DA, seguida de R2447X y 2282del4 identificadas en 11 (9,91 %), 3 (2,70 %) y 2

(1,80 %) pacientes respectivamente (Tabla 28). En el grupo control, las frecuencias

observadas para R501X y 2282del4 son idénticas (0,97 %). Todas las mutaciones se

encuentran en heterocigosis simple o como heterocigotos compuestos (Tabla 29). No se

identifican homocigotos recesivos en ninguno de los dos grupos.

Tabla 29. Caracteristicas clinicas y genotipicas de los sujetos con mutacidn identificada en FLG.

NID

12
18
21
31
32
66
94
121
130
114
90
75
195
188

NID, n2 de estudio del sujeto; wt, wild-type=genotipo normal. ? Edad en afios.

Grupo

DA
DA
DA
DA
DA
DA
DA
DA
DA
DA
DA
DA
DA
DA
Control

Control

Genotipo FLG

R501X / wt
R501X / wt
R501X / wt
R501X / R2447X
R501X / wt
R501X / wt
R501X / wt
R501X / wt
R501X / wt
R501X / wt
R501X / wt
R2447X [ wt
2282del4 / wt
R2447X/2282del4
R501X / wt
2282del4 / wt

Sexo

Mujer
Hombre
Hombre
Mujer
Hombre
Mujer
Hombre
Mujer
Mujer
Hombre
Mujer
Mujer
Hombre
Hombre
Hombre

Hombre

Edad?

4,0

6,0

5,0
13,0
8,0

0,1

8,0

2,0

4,0

1,5

4,0

4,0

0,5
12,0
19,0
22,0

SCORAD

30,00
11,30
39,60
12,70
28,40
19,40
24,50
14,00
20,00
18,00
21,00
38,00
36,00
25,00

Asma

No
Si
Si
Si
Si

No

No

No
Si
Si
Si

No
Si

No

No

No

Rinitis

No
No
No
Si

Si

No
No
No
No
Si

No
No
No
No
No
No
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5.3. ASOCIACION ENTRE GENOTIPO FLG, DA y ATOPIA.

El estudio de asociacion entre genotipo FLG y DA muestra una asociacién
estadisticamente significativa entre genotipo y enfermedad (Tabla 30). Dicho de otro
modo, la presencia de alguna de las tres mutaciones analizadas en el gen FLG aumenta

el riesgo de DA en 6,81 veces (IC95% 1,81-48,10; p-valor 0,003).

Al analizar cada mutacién individualmente, s6lo R501X muestra un OR significativo (OR
9,88; 1C95% 1,85-245,85; p-valor 0,004), lo que indica que, a la vista de estos resultados,
Unicamente puede establecerse asociaciéon entre DA y la mutacién R501X. Para
2282del4 se obtiene un OR 1,87 que no se puede considerar significativo desde el punto
de vista estadistico (IC95% 0,167-20,955; p-valor 1,00). En el caso de R2447X no es

posible realizar el calculo de OR debido a la ausencia de mutaciones en el grupo control.

Tabla 30. Asociacion entre genotipo FLG y DA.

Genotipo FLG® DA (n=111) Control (n=103) p-valor OR (IC95%)

Genotipo aa 2 1,80 % 0 0,0% 0,003*» 6,81 (1,81-48,10)*"
Combinado Aa 12 10,81 % 2 1,94 %
AA 97 87,39% 101 98,06 %

R501X CT 11 9,91 % 1 0,97 % 0,004* 9,88 (1,85-245,85)*
wt 100 90,09% 102 99,03 %

2282del4 del 2 1,80 % 1 0,97 % 1,000 1,87 (0,167-20,955)
wt 109 98,20% 102 99,03 %

R2447X C>T 3 2,70 % 0 0,00 % 0,248 -

wt 108 97,30% 103 100,00 %

aGenotipo FLG: (AA) homocigoto-wt; (Aa) heterocigoto; (aa) homocigoto recesivo o heterocigoto
compuesto; (wt), wild-type=genotipo normal. *significacion estadistica (p<0.05). “p-valor que
corresponde a la comparacion entre los grupos no mutado y al menos una mutacion en FLG.

En la Tabla 31 se tiene en cuenta el hospital de origen de los casos (HNJ vs HSJ). Cuando
se analiza el genotipo combinado, en el caso de tener alguna de las tres mutaciones se
observan diferencias entre controles y casos de ambos hospitales, aunque se deben
principalmente a pacientes procedentes del HNJ (16,7% vs 10,2%). En el andlisis de la
mutacion R501X se observan diferencias estadisticas entre el grupo control y pacientes
procedentes del HNJ (0,97 % vs 16,67 %; p-valor 0,002) pero no las hay entre grupo
control y los procedentes del HSJ (0,97% vs 5,80%; p-valor 0,159).



Tabla 31. Asociacidon entre genotipo FLG y DA por hospital y grupo.

Genotipo FLG® HNJ HSJ Control p p p o]
(n=42) (n=69) (n=103) C-HNJ C-HSJ HNIJ-HSJ

Genotipo aa 1(2,4%) 1(1,5%) 0(0,0%) 0,003* 0,008* 0,046* 0,478

Combinado Aa 6 (14,3%) 6 (8,7%) 2 (1,9%)
AA 35 (83,3%) 62 (89,9%) 101 (98,1%)

R501X T 7 (16,7%) 4 (5,8%) 1(1,0%) 0,001* 0,002* 0,159 0,148
wt 35 (83,3%) 65 (94,2%) 102 (99,0%)

2282del4 del 0 (0,0%) 2 (2,9%) 1(1,0%) 0,590 1,000 0,848 0,848
wt | 42(100,0%) 67(97,1%) 102 (99,0%)

R2447X C>T 1(2,4%) 2 (2,9%) 0(0,0%) 0,193 0434 0,434 1,000
wt 41 (97,6%) 67 (97,1%) 103 (100,0%)

aGenotipo FLG: (AA) homocigoto-wt; (Aa) heterocigoto; (aa) homocigoto recesivo o heterocigoto compuesto; (wt),

wild-type=genotipo normal. *significacion estadistica (p<0.05); C, grupo control.

Por otro lado, se analiza la asociacién entre genotipo FLG y la gravedad de la DA medida

a través de la escala SCORAD (Tabla 32). Todas las mutaciones identificadas estan

presentes en pacientes con DA leve (n=9; 16,1%) o moderada (n=5; 11,1%). No se ha

identificado ninguna mutaciéon en pacientes con enfermedad grave, aunque debe

tenerse en cuenta que la distribucidn de los grupos no es homogénea, y por tanto estos

resultados no son concluyentes. No se puede afirmar que exista una relacién

estadisticamente significativa entre la prevalencia de mutaciones en FLG y la gravedad

de la enfermedad, tanto si se analizan las mutaciones en conjunto como por separado.

Tabla 32. Asociacion entre genotipo FLG y severidad de la DA.

Genotipo FLG® DA leve DA moderada DA grave p-valor

Genotipo aa 2 3,6% 0 0,0% 0 0,0% 0,483

Combinado Aa 7 12,5% 5 11,1% 0 0,0%
AA 47 83,9% 40 88,9% 10 100%

R501X C>T 8 14,3% 3 6,7% 0 0,0% 0,243
wt 48 85,7% 42 93,3% 10 100%

2282del4 del 1 1,8% 1 2,2% 0 0,0% 0,892
wt 55 98,2% 44 97,8% 10 100%

R2447X C>T 2 3,6% 1 2,2% 0 0,0% 0,787
wt 54 96,4% 44 97,8% 10 100%

Severidad de la DA: leve (SCORAD <25), moderada (SCORAD 25-50) y grave (SCORAD >50). ®Genotipo FLG:
(AA) homocigoto-wt; (Aa) heterocigoto; (aa) homocigoto recesivo o heterocigoto compuesto; (wt), wild-

type=genotipo normal. *significacidn estadistica (p<0.05).
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Finalmente, se analiza la asociacidon entre mutaciones en FLG y otras enfermedades
atdpicas. Se demuestra una asociacién estadisticamente significativa entre el desarrollo
de asma y presencia de mutaciones en FLG (OR 5,71; 95%IC, 1,92-17,0; p-valor 0,002).
Mas concretamente, si se analizan las mutaciones individualmente, sélo es posible
establecer asociacion estadistica significativa entre R501X y asma, de forma que los
sujetos portadores de esta mutacion tienen 7,78 veces mads de riesgo de desarrollo de

asma que aquellos con genotipo wt (OR 7,78; 95%IC, 2,28-28,7; p-valor 0,001) Tabla 33.

No existe asociacién entre genotipo FLG y rinitis, ni tampoco si se valora la presencia de

ambos procesos atdpicos (asma mas rinitis) en conjunto (Tablas 34 y 35).

Tabla 33. Asociacion entre genotipo FLG y asma.

Genotipo FLG No Asma Si Asma OR (95% IC) p-valor
R501X C>T | 5(2,94%) 7 (19,44%)

wt 165 (97,06%) 29(80,56%) 7,78 [2,28;28,7] 0,001*
2282deld  del 2 (1,18%) 1(2,78%)

wt 168 (98,82%) 35(97,22%) 0,39[0,03;12,6] 0,519
R227X T | 2(1,18%) 1(2,78%)

wt 168 (98,82%) 35 (97,22%) 0,39[0,03;12,6] 0,519
FLGmut No 162 (95,29%) 28 (77,78%)
mut | 8(4,71%) 8(22,22%) 5,71[1,92;17,0] 0,002*
HETcom HetC | 1 (0,59%) 1(2,78%)
wt 169 (99,41%) 35(97,22%) 0,21 [0,01;8,30] 0,350
Se evalla tanto en DA como en controles. FLGmut: mut; presencia de al menos una mutacion

en el gen FLG, No; ausencia de mutacién en FLG. HETcom: HetC; heterocigoto compuesto, wt;
wild type. *significacion estadistica (p<0.05).

Tabla 34. Asociacion entre genotipo FLG y rinitis.

Genotipo FLG® No Rinitis Si Rinitis OR (95% IC) p-valor
R501X C>T | 9(4,86%) 3 (14,29%)

wt | 176(95,14%) 18(85,71%) 3,32[0,65;12,6] 0,133
2282del4 del 3(1,62%) 0 (0,00%)

wt 182 (98,38%) 21 (100,00%)
R227X C>T | 2(1,08%) 1(4,76%)

wt 183 (98,92%) 20 (95,24%) 0,21[0,02;6,76] 0,305
FLGmut No 172 (92,97%) 18 (85,71%)
mut | 13 (7,03%) 3(14,29%) 2,27 [0,46;8,02] 0,278
HETcom HetC | 1(0,54%) 1(4,76%)
wt 184 (99,46%) 20 (95,24%) 0,11 [0,00;4,45] 0,204
Se evalla tanto en DA como en controles. FLGmut: mut; presencia de al menos una mutacion

en el gen FLG, No; ausencia de mutacién en FLG. HETcom: HetC; heterocigoto compuesto, wt;
wild type. *significacion estadistica (p<0.05).
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Tabla 35. Asociacion entre genotipo FLG y enfermedades atdpicas.

Genotipo FLG® No Asm+Rin Si Asm+Rin OR (95% IC) p-valor
R501X CT | 9(4,74%) 3 (18,75%)

wt 181 (95,26%) 13 (81,25%) 4,70[0,91;18,6] 0,063
2282deld del 3(1,58%) 0 (0,00%)

wt 187 (98,42%) 16 (100,00%)
R227X C>T | 2(1,05%) 1(6,25%)

wt 188 (98,95%) 15 (93,75%) 0,15[0,01;5,01] 0,233
FLGmut No 177 (93,16%) 13 (81,25%)

mut | 13 (6,84%) 3(18,75%) 3,21[0,64;11,9] 0,14
HETcom HetC | 1(0,53%) 1(6,25%)

wt | 189(99,47%) 15(93,75%) 0,08 [0,00;3,30] 0,155

Se evalla tanto en DA como en controles. FLGmut: mut; presencia de al menos una mutacion
en el gen FLG, No; ausencia de mutacién en FLG. HETcom: HetC; heterocigoto compuesto, wt;

wild type. *significacidn estadistica (p<0.05).
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5.4. PREVALENCIA DE POLIMORFISMOS EN VDR y CYP24A1

En la Tabla 36 se muestra el resultado del genotipado de los 12 SNPs que se eligieron de
inicio para este estudio, correspondientes a los genes VDR y CYP24A1, tal cdmo se
definen en la Tabla 17. La ordenacién de los genotipos posibles para cada SNP se ha
realizado tomando como alelo wt (wild-type) al alelo con mayor frecuencia poblacional
entre el alelo de referencia (Ref. Al.) y el alelo alternativo (Alt. Al.). Se presenta para cada

genotipo el valor de n y su frecuencia.

Junto a estos resultados descriptivos, se presentan dos columnas adicionales para cada
grupo de estudio, que se corresponden con la mayor frecuencia alélica observada (MAF,
major frequency allele) y el valor del estadistico Chi-cuadrado con un grado de libertad
para el andlisis del equilibrio de Hardy-Weinberg. Los resultados indican que se cumple
el equilibrio de Hardy-Weinberg para todos los SNPs analizados en el grupo de estudio,
no asi en los controles, ya que los SNPs rs7975232 y rs2107301 tienen un porcentaje de
missings superior al 90%, lo que impide realizar el estudio estadistico con garantias. Por

esta razén se eliminan y no se tienen en cuenta para analisis posteriores.

Para completar la tabla, se afnade una referencia a la frecuencia de genotipos para los
SNPs estudiados correspondientes a la poblacidon 1000 Genomes Project Phase 3, en la
poblacién mundial total (TOT, n=2504), europea (EUR, n=503) y de la peninsula ibérica

(IBS, n=107), con las que se comparan los resultados analizados (Tabla 36).

De los resultados descriptivos, se puede destacar, a grandes rasgos, que algunos
polimorfismos muestran diferencias en su distribucion respecto a la poblacion de
referencia. Para los genotipos rs2238136-CC y rs2238136-CT se observan diferencias en
las frecuencias poblacionales del grupo control (0,676 para CCy 0,243 para CT), respecto
a la poblacion de referencia (0,505 y 0,449 respectivamente), siendo en ambos casos el
alelo rs2238136-TT el minoritario. El genotipo rs3782905-CC tiene para el grupo DA una
frecuencia poblacional inferior a la observada en el grupo control (0,076 vs 0,115
respectivamente), coincidente a su vez con la poblacidn de referencia (0,112). Para el
SNP rs2239179, los genotipos rs2239179-TT y rs2239179-CC se observan diferencias en

las frecuencias poblacionales del grupo control (0,448 y 0,155 para TT y CC



respectivamente) en relacion a la poblacién de referencia (0,290 para TT y 0,215 para
CC). Si se comparan las frecuencias genotipicas de la poblacidon de referencia con el
grupo DA, las diferencias son todavia mayores puesto que la frecuencia de rs2239179-
CC aqui es 0,097. Otro ejemplo es el SNP rs731236, las frecuencias poblacionales
obtenidas para el grupo DA son mas cercanas a la poblacidon de referencia que las
obtenidas en el grupo control, especialmente para el polimorfismo AA, que pasa a ser el
mayoritario, mientras que en el grupo DA y poblacién de referencia el mayoritario es
GA. Finalmente, rs2248359-CT es mas frecuente en la poblacién de referencia (0,495)

que el obtenido en este estudio (0,375).

105



Tabla 36. Prevalencia de SNPs en VDR y CY24A1 en los grupos de estudio.

SNP Gen Ref Al Alt Al Genotipo Control DA 1000 Genomes Project
n F MAF HW n F MAF HW TOT EUR IBS
rs2239185 VDR G=0.498 A=0.502 A/A 29 0,322 0,508 0,148 | 36 0,319 0,527 0,428 0,277 0,340 0,374
G/A 30 0,337 47 0,416 0,450 0,429 0,383
G/G 30 0,337 30 0,265 0,273 0,231 0,243
rs1544410 VDR C=0.704 T=0.296 c/C 27 0,380 0,585 0,404 | 40 10,342 0,573 0,676 0,520 0,370 0,308
/T 29 0,408 54 0,462 0,367 0,433 0,505
T/T 15 0,211 23 0,197 0,112 0,177 0,187
rs7975232 VDR C=0.485 A=0.515 A/A nd nd nd nd 23 0,324 0,542 0,554 0,293 0,338 0,374
C/A nd nd 31 0437 0,444 0,433 0,393
C/C nd nd 17 0,239 0,262 0,229 0,234
rs2238136 VDR C=0.833 T=0.167 c/C 50 0,676 0,639 0,148 | 45 0,433 0,605 0,625 0,700 0,527 0,505
c/T 18 0,243 51 0,490 0,267 0,408 0,449
T/T 6 0,081 8 0,077 0,034 0,066 0,047
rs3782905 VDR G=0.763 C=0.237 G/G 47 0,540 0,713 0,404 | 66 0,555 0,739 0,691 0,589 0,455 0,421
G/C 30 0,345 44 0,370 0,347 0,421 0,467
C/C 10 0,115 9 0,076 0,064 0,123 0,112
rs2239179 VDR T=0.639 C=0.361 T/T 36 0,448 0,647 0,532 | 48 0,425 0,664 0,676 0,428 0,354 0,290
T/C 32 0,397 54 0,478 0,422 0,431 0,495
c/C 12 0,155 11 0,097 0,150 0,211 0,215
rs1540339 VDR C=0.614 T=0.386 c/C 32 0,397 0,610 0,544 | 44 0,379 0,582 0,428 0,419 0,412 0,449
T/C 35 0,426 47 0,405 0,390 0,439 0,439
T/T 15 0,183 25 0,216 0,191 0,149 0,112
rs2107301 VDR G=0.663 A=0.337 G/G 21 0,700 nd nd 40 0,465 0,651 0,428 0,486 0,499 0,523
G/A 6 0,300 32 0,372 0,353 0,410 0,430
A/A 0 0,000 14 0,163 0,161 0,091 0,447
rs2239182 VDR T=0.521 C=0.479 T/T 24 0,282 0,506 0,532 | 45 0,375 0,592 0,554 0,292 0,252 0,159
T/C 38 0,447 52 0,433 0,459 0,475 0,561
C/C 23 0,271 23 0,192 0,250 0,272 0,280
rs731236 VDR A=0.723 G=0.277 A/A 37 0475 0,639 0,148 | 44 0,38 0,605 0,625 0,544 0,378 0,327
G/A 25 0,328 50 0,439 0,360 0,445 0,486
G/G 15 0,197 20 0,175 0,097 0,177 0,187
rs2248359 CYP24A1 C=0.551 T=0.449 c/C 33 0,344 0,531 0,404 | 35 0,360 0,564 0,554 0,313 0,344 0,374
c/T 36 0,375 40 0,412 0,476 0,499 0,495
T/T 27 0,281 22 0,226 0,211 0,157 0,131
rs2296241 CYP24A1 G=0.542 A=0.458 G/G 17 0,170 0,603 0,811 22 0,244 0,524 0,754 0,292 0,211 0,252
G/A 44 0,440 43 0,463 0,499 0,513 0,449
A/A 39 0,390 27 0,293 0,208 0,276 0,299

La n es variable, en funcidn del nimero de muestras validas para el analisis molecular. Ref Al, alelo de referencia; Alt Al, alelo alternativo; F, frecuencia; MAF, major frequency allele.
Frecuencia de genotipos en la poblacion 1000 Genomes Project Phase 3, poblacién mundial total (TOT, n=2504), europea (EUR, n=503) e ibérica (IBS, n=107).



5.5. ASOCIACION ENTRE GENOTIPO VDR, CYP24A1, DA y ATOPIA.

En las Tablas 37 a 46 se estudia la asociacidén entre DA y los diferentes polimorfismos del gen VDR y
CYP24A1. Se muestran los resultados para los cinco modelos genéticos posibles: codominante,
dominante, recesivo, sobredominante y aditivo, asi como los posibles genotipos que se derivan de
cada modelo. La eleccién del mejor modelo en cada caso, depende del menor valor de AIC (coeficiente

de informacion de Akaike) obtenido en el estudio estadistico (Anexo E).

Unicamente se observa asociacién estadistica significativa con los polimorfismos rs2239182 vy
rs2238136, ambos del gen VDR. En el caso de rs2239182 (Tabla 40) se observa un efecto protector en
el modelo codominante, ya que el genotipo C/C reduce en un 66% el riesgo de DA (OR 0,34; 1C95%
0,13-0,87; p-valor 0,026) y la presencia del alelo C, en el modelo dominante, reduce el riesgo en un

58% (OR 0,42;1C95% 0,18-0,90; p valor 0,031).

El SNP rs2238136 (Tabla 44) se muestra como un factor de riesgo para el desarrollo de DA en los
modelos codominante, dominante y sobredominante y sin ser significativa, pero con un p valor limite,
en el aditivo (p-valor 0,024; 0,019; 0,016 y 0,055 respectivamente). Segun estos resultados, los
pacientes con genotipo C/T tienen de 2,94 a 3,09 veces mas riesgo de tener DA segun se utilice el
modelo sobredominante o codominante respectivamente. Segin el modelo dominante, el resultado
indica que tener el alelo T en dicho polimorfismo aumenta en 2,70 veces el riesgo de DA (OR 2,70;

1C95% 1,24-6,15; p-valor 0,019).

Tabla 37. Andlisis de asociacion entre rs731236 y DA

Modelo Total Control DA OR (IC 95%) p? Pt
Genotipo
Codominante
A/A 81 (42,40%) 37 (47,54%) 44 (38,60%) 0,354
G/A 75 (39,28%) 25 (32,79%) 50 (43,86%) 1,64 10,82;3,34] 0,166
G/G 35 (18,32%) 15 (19,67%) 20 (17,54%) 1,09 [0,47;2,64] 0,838
Dominante
A/A 81 (42,40%) 37 (47,54%) 44 (38,60%) 0,326
G/A-G/G 110(57,59%) 40 (52,46%) 70 (61,40%) 1,4410,76;2,711 0,259
Recesivo
A/A-G/A 156 (81,68%) 62 (80,52%) 94 (82,46%) 0,887
G/G 35 (18,32%) 15(19,48%) 20 (17,54%) 0,8710,39:1,981 0,726
Sobredominante
A/A-G/G 116 (60,73%) 52 (67,53%) 64 (56,14%) 0,207
G/A 75 (39,27%) 25 (32,47%) 50 (43,86%) 1,59 [0,84;3,10] 0,158
Aditivo 0,77 (0,74) 0,72 (0,78) 0,79 (0,72) 1,13[0,74;1,731 0,561 0,572

ap-valor del test de asociacion (comparacion con el modelo nulo). *significacidn estadistica (p<0.05)
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Tabla 38. Andlisis de asociacion entre rs1544410 y DA

Modelo Total Control DA OR (IC 95%) p p
Genotipo
Codominante
C/C 67 (35,64%) 27 (38,03%)  40(34,19%) 0,774
C/T 83 (44,15%) 29 (40,85%) 54 (46,15%) 1,25[0,64;2,45] 0,506
T/T 38(20,21%) 15 (21,13%) 23 (19,66%) 1,03 0,46;2,371 0,938
Dominante
C/C 67 (35,64%) 27 (38,03%) 40 (34,19%) 0,707
C/T-T/T 121 (64,36%) 44 (61,97%) 77 (65,81%) 1,18 [0,64;2,18] 0,597
Recesivo
C/C-C/T 150 (79,79%) 56 (78,87%) 94 (80,34%) 0,956
T/T 38(20,21%) 15 (21,13%) 23 (19,66%) 0,9110,44;1,931 0,805
Sobredominante
C/C-T/T 105 (55,85%) 42 (59,15%) 63 (53,85%) 0,576
C/T 83 (44,15%) 29 (40,85%) 54 (46,15%) 1,24 [0,68;2,271 0,483
Aditivo 0,85 (0,73) 0,83 (0,76) 0,85 (0,72) 1,05[0,70;1,571 0,829 0,832
Tabla 39. Andlisis de asociacion entre rs2239185 y DA
Modelo Total Control DA OR (IC 95%) p p
Genotipo
Codominante
A/A 65 (32,18%) 29 (32,20%) 36 (31,86%) 0,519
G/A 77 (38,12%) 30 (33,90%) 47 (41,59%) 1,2410,57;2,68] 0,586
G/G 60 (29,70%) 30 (33,90%) 30(26,55%) 0,7910,36;1,771 0,571
Dominante
A/A 65 (32,19%) 29 (32,58%) 36 (31,86%) 1
G/A-G/G 137 (67,.82%) 60 (67,41%) 77 (68,14%) 1,02[0,51;1,99]1 0,959
Recesivo
A/A-G/A 142 (70,30%) 59 (66,29%) 83 (73,45%) 0,406
G/G 60 (29,70%) 30(33,71%) 30 (26,55%) 0,7110,36;1,411 0,321
Sobredominante
A/A-G/G 125(61,88%) 59 (66,29%) 66 (58,41%) 0,414
G/A 77 (38,11%) 30(33,71%) 47 (41,59%) 1,38[0,72;2,711 0,333
Aditivo 0,97 (0,78) 1,02 (0,82) 0,95 (0,77) 0,89[0,60;1,33]1 0,577 0,588
Tabla 40. Andlisis de asociacion entre rs2239182 y DA
Modelo Total Control DA OR (IC 95%) p p
Genotipo
Codominante
T/T 69 (33,66%) 24 (28,24%) 45 (37,50%) 0,039*
T/C 90 (43,90%) 38 (44,71%) 52 (43,33%) 0,47 10,20;1,08] 0,084
C/C 46 (22,44%) 23 (27,06%) 23(19,17%) 0,340,13;0,871 0,026*
Dominante
T/T 69 (33,66%) 24 (28,24%) 49 (40,80%) 0,046*
T/C-C/C 136 (66,34%) 61 (71,76%) 71 (59,16%) 0,42 [0,18;0,90] 0,031*
Recesivo
T/T-T/C 159 (77,56%) 62 (72,94%) 97 (80,83%) 0,244
C/C 46 (22,44%) 23 (27,06%) 23(19,17%) 0,64 [0,33;1,25] 0,189
Sobredominante
T/T-C/C 115 (56,10%) 47 (55,29%) 68 (56,67%) 0,958
T/C 90 (43,90%) 38 (44,71%) 52 (43,33%) 0,95[0,54;1,66] 0,846
Aditivo 0,89 (0,74) 0,99 (0,75) 0,82 (0,73) 0,7310,50;1,07] 0,104 0,105




Tabla 41. Andlisis de asociacion entre rs1540339 y DA

Modelo Total Control DA OR (IC 95%) p p
Genotipo
Codominante
C/C 76 (38,38%) 32(39,71%) 44 (37,93%) 0,816
T/C 82 (41,41%) 35(42,65%) 47 (40,52%) 0,99[0,51;1,951 0,988
T/T 40 (20,21%) 15 (17,65%) 25(21,55%) 1,27 [0,55;3,031 0,577
Dominante
C/C 76 (38,38%) 32(39,02%) 44 (37,93%) 0,935
T/C-T/T 122 (61,62%) 50 (60,98%) 72 (62,07%) 1,08 0,58;1,991 0,811
Recesivo
C/C-T/C 158 (79,80%) 67 (81,71%) 91 (78,45%) 0,655
T/T 40 (20,20%) 15 (18,29%) 25(21,55%) 1,27 [0,60;2,831 0,535
Sobredominante
C/C-T/T 116 (58,59%) 47 (57,32%) 69 (59,48%) 0,898
T/C 82 (41,41%) 35(42,68%) 47 (40,52%) 0,920,50;1,691 0,778
Aditivo 0,82 (0,75) 0,78 (0,73) 0,84 (0,76) 1,11[0,74;1,661 0,617 0,616
Tabla 42. Andlisis de asociacion entre rs2239179 y DA
Modelo Total Control DA OR (IC 95%) p p
Genotipo
Codominante
T/T 84 (43,52%) 36 (45,00%) 48 (42,48%) 0,426
T/C 86 (44,56%) 32 (40,00%) 54 (47,79%) 1,27 [0,64;2,53] 0,496
C/C 23(11,92%) 12 (15,00%) 11 (9,73%) 0,66 [0,24;1,871 0,431
Dominante
T/T 84 (43,52%) 36 (45,00%) 48 (42,48%) 0,896
T/C-C/C 109 (56,48%) 44 (55,00%) 65 (57,52%) 1,10[0,58;2,09] 0,771
Recesivo
T/T-T/C 170 (88,08%) 68 (85,00%) 102 (90,27%) 0,388
C/C 23(11,92%) 12 (15,00%) 11 (9,73%) 0,59 [0,23;1,57] 0,281
Sobredominante
T/T-C/C 107 (55,44%) 48 (60,00%) 59 (52,21%) 0,396
T/C 86 (44,56%) 32 (40,00%) 54 (47,79%) 1,39[0,73;2,671 0,318
Aditivo 0,68 (0,67) 0,71 (0,73) 0,67 (0,65) 0,93 [0,58;1,48] 0,751 0,762
Tabla 43. Andlisis de asociacion entre rs3782905 y DA
Modelo Total Control DA OR (IC 95%) p p
Genotipo
Codominante 0.623
C/C 113 (54,85%) 47 (54,02%) 66 (55,46%)
C/G 74 (35,92%) 30(34,48%) 44 (36,97%) 1,0410,57;1,911 0,889
G/G 19 (9,22%) 10 (11,49%) 9 (7,56%) 0,64 10,24;1,741 0,383
Dominante 0,95
c/C 113 (54,85%) 47 (54,02%) 66 (55,46%)
C/G-G/G 93 (45,15%) 40 (45,98%) 53 (44,54%) 0,94 [0,54;1,651 0,839
Recesivo 0,472
C/C-C/G 187 (90,78%) 77 (88.51%) 110 (92,44%)
G/G 19 (9,22%) 10 (11,49%) 9 (7,56%) 0,63[0,24;1,66] 0,349
Sobredominante 0,825
C/C-G/G 132 (64,08%) 57 (65,52%) 75 (63,03%)
C/G 74 (35,92%) 30(34,48%) 44 (36,97%) 1,11[0,62;2,001 0,717
Aditivo 0,54 (0,66) 0,57 (0,69) 0,52 (0,64) 0,880,58;1,34] 0,563 0,57
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Tabla 44. Andlisis de asociacion entre rs2238136 y DA

Modelo Total Control DA OR (IC 95%) p p
Genotipo
Codominante
C/C 95 (53,37%) 50(67,57%) 45 (43,27%) 0,024*
C/T 69 (38,76%) 18(24,32%) 51 (49,04%) 3,091[1,34;7,731 0,008*
T/T 14 (7,87%) 6 (8,11%) 8 (7,69%) 1,4410,37;7,411 0,618
Dominante
C/C 95 (53,37%) 50 (67.57%) 45 (43,27%) 0,019*
C/T-T/T 83 (46,63%) 24 (32,43%) 59 (56,73%) 2,70[1,24;6,151 0,012*
Recesivo
C/C-C/T 164 (92,13%) 68 (91,89%) 96 (92,31%) 1
T/T 14 (7,87%) 6 (8,11%) 8 (7,69%) 0,920,24:4,621 0,907
Sobredominante
C/C-T/T 109 (61,24%) 56 (75,68%) 53 (50,96%) 0,016*
C/T 69 (38,76%) 18 (24,32%) 51 (49,04%) 2,94 [1,30;7,241 0,009*
Aditivo 0,58 (0,63) 0,41 (0,64) 0,64 (0,62) 1,92[1,00;3,711 0,052 0,055
Tabla 45. Andlisis de asociacion entre rs2296241 y DA
Modelo Total Control DA OR (IC 95%) p p
Genotipo
Codominante
A/A 66 (34,38%) 39(39,00%) 27 (29,35%) 0,63
G/A 87 (45,31%) 44 (44,00%) 43 (46,74%) 1,39[0,50;3,88] 0,526
G/G 39(20,31%) 17 (17,00%) 22 (23,91%) 1,7510,51:6,331 0,376
Dominante
A/A 66 (34,38%) 39(39,00%) 27 (29,35%) 0,527
G/A-G/G 126 (65,63%) 61(61,00%) 65 (70,65%) 1,50[0,59;3,90] 0,398
Recesivo
A/A-G/A 153 (79,69%) 83 (83,00%) 70(76,09%) 0,667
G/G 39 (20,31%) 17 (17,00%) 22 (23,91%) 1,46 [0,49;4,571 0,499
Sobredominante
A/A-G/G 105 (54,69%) 56 (56,00%) 49 (53,26%) 0,982
G/A 87 (45,31%) 44 (44,00%) 43 (46,74%) 1,12 0,46;2,731 0,810
Aditivo 0,88 (0,74) 0,79 (0,73) 0,95 (0,74) 1,34[0,73;2,46] 0,341 0,345
Tabla 46. Andlisis de asociacion entre rs2248359 y DA
Modelo Total Control DA OR p p
Genotipo (n=71) (n=32) (n=39) (IC95%)
Codominante 0.885
C/C 68 (35,23%) 33 (34,38%) 35(36,08%)
C/T 76 (39,38%) 36 (37,50%) 40(41,24%) 1,05[0,34;3,171 0,935
T/T 49 (25,39%) 27 (28,12%) 22 (22,68%) 0,7910,23;2,731 0,710
Dominante 1,000
c/C 68 (35,23%) 33 (34,38%) 35 (36,08%)
C/T-T/T 125 (64,77%) 63 (65,63%) 62 (63,92%) 0,94 [0,34;2,53] 0,899
Recesivo 0,832
C/C-C/T 144 (74,61%) 69 (71,88%) 75 (77.32%)
T/T 49 (25,39%) 27 (28,12%) 22 (22,68%) 0,77 10,26;2,31] 0,638
Sobredominante 0,953
C/C-T/T 117 (60,62%) 60 (62,50%) 57 (58,76%)
C/T 76 (39,38%) 36 (37,50%) 40 (41,24%) 1,16 [0,44;3,08] 0,770
Aditivo 0,90 (0,78) 0,94 (0,80) 0,87 (0,77) 0,90[0,49;1,64] 0,721 0,727




También, se analiza la posible asociacion entre genotipos VDR y CYP24A1 y la gravedad de la DA
medida a través de la escala SCORAD (Tabla 47). No se evidencia ninguna relacién estadisticamente
significativa entre los diferentes SNPs analizados y la gravedad de la enfermedad, aunque debe tenerse
en cuenta que la distribucion de los grupos no es homogénea, y que, para simplificar la tabla, los
resultados mostrados Unicamente hacen referencia al modelo codominante en cada uno de los SNPs,

independientemente de que éste sea el modelo que mejor se ajuste a la distribucidn o no.

Tabla 47. Asociacion entre polimorfismos VDR, CYP24A1 y gravedad de la DA

SNP Genotipo DA Leve DA Moderado DA Grave p-valor

rs731236 G/G 8 (15,38%) 10 (20,41%) 2(22,22%) 0,835
G/A 24 (46,15%) 20 (40,82%) 5 (55,56%)
A/A 20 (38,46%) 19 (38,78%) 2(22,22%)

rs1544410 T/T 10 (18,52%) 10 (20,00%) 3(33,33%) 0,561
c/C 18 (33,33%) 19 (38,00%) 1(11,11%)
c/T 26 (48,15%) 21 (42,00%) 5 (55,56%)

rs2239185 G/G 18 (35,29%) 10 (20,41%) 1(11,11%) 0,322
A/A 16 (31,37%) 15 (30,61%) 3(33,33%)
G/A 17 (33,33%) 24 (48,98%) 5 (55,56%)

rs2239182 c/C 9 (16,36%) 10 (19,61%) 4 (40,00%) 0,442
T/T 24 (43,64%) 18 (35,29%) 2 (20,00%)
T/C 22 (40,00%) 23 (45,10%) 4 (40,00%)

rs1540339 T/T 12 (22,64%) 11 (22,00%) 1(11,11%) 0,860
c/C 18 (33,96%) 19 (38,00%) 5 (55,56%)
T/C 23 (43,40%) 20 (40,00%) 3(33,33%)

rs2239179 c/C 3 (5,88%) 6(12,24%) 2(22,22%) 0,415
T/T 23 (45,10%) 20 (40,82%) 2(22,22%)
T/C 25 (49,02%) 23 (46,94%) 5 (55,56%)

rs3782905 G/G 4(7,27%) 3 (6,00%) 2 (20,00%) 0,104
C/G 17 (30,91%) 20 (40,00%) 6 (60,00%)
c/C 34 (61,82%) 27 (54,00%) 2 (20,00%)

rs2238136 T/T 4 (8,51%) 3(6,38%) 1(14,29%) 0,821
c/T 24 (51,06%) 23 (48,94%) 4 (57,14%)
c/C 19 (40,43%) 21 (44,68%) 2 (28,57%)

rs2296241 G/G 12 (33,33%) 16 (21,05%) 1(11,11%) 0,542
A/A 10 (27,78%) 12 (31,58%) 2(22,22%)
G/A 14 (38,89%) 18 (47,37%) 6 (66,66%)

rs2248359 T/T 8 (23,53%) 10 (26,32%) 1(11,11%) 0,974
c/C 14 (41,18%) 12 (31,58%) 4 (44,44%)
C/T 12 (35,29%) 16 (42,11%) 4 (44,44%)

Severidad de la DA: leve (SCORAD <25), moderada (SCORAD 25-50) y grave (SCORAD >50).

En la Tabla 48 se presenta el estudio de asociacidn entre los polimorfismos en VDR y CYP24A1 y otras

enfermedades atdpicas, tales como asma y rinitis. No se ha encontrado asociacién estadistica

significativa para ninguno de los SNPs analizados.
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Tabla 48. Asociacion entre polimorfismos de VDR y CYP24A1 y otras enfermedades atdpicas.

SNP Genotipo Asma Rinitis Asma+Rinitis
Si no p si no p si no p

rs731236 G/G | 7(19,44%) 3(17,56%) 0,357 | 2(10,00%) 28(19,05%) 0,226 | 2(13,33%) 28(18,42%) 0,117

G/A | 11(30,56%) 57 (43,51%) 6 (30,00%) 62 (42,18%) 3(20,00%) 65 (42,76%)

A/A | 18(50,00%) 51 (38,93%) 12 (60,00%) 57 (38,78%) 10 (66,67%) 59 (38,82%)
rs1544410 T/T | 7(18,92%) 9(20,42%) 0,791 | 2(9,52%) 34(21,52%) 0,206 | 2(12,50%) 34(20,86%) 0,099

C/C | 15(40,54%) 49 (34,51%) 11(52,38%) 53(33,54%) 10(62,50%) 54 (33,13%)

C/T | 15(40,54%) 64 (45,07%) 8(38,10%) 71 (44,94%) 4(25,00%) 75 (46,01%)
rs2239185 G/G | 14 (40,00%) 33(25,58%) 0,207 | 8(40,00%) 39(27,08%) 0,174| 8(53,33%) 39(26,17%) 0,122

A/A | 11(31,43%) 43(33,33%) 3(15,00%) 51(35,42%) 3(20,00%) 51 (34,23%)

G/A | 10(28,57%) 53 (41,09%) 9 (45,00%) 54 (37,50%) 4(26,67%) 59 (39,60%)
rs2239182 C/C | 8(21,62%) 38(23,90%) 0,297 | 2(9,09%)  44(25,29%) 0,179 | 1(6,25%) 45 (25,00%) 0,153

T/T | 16 (43,24%) 48(30,19%) 10 (45,45%) 54 (31,03%) 8 (50,00%) 56 (31,11%)

T/C | 13(35,14%) 73 (45,91%) 10 (45,45%) 76 (43,68%) 7 (43,75%) 79 (43,89%)
rs1540339 T/T | 8(21,62%) 7(19,57%) 0,425| 5(23,81%) 30(19,48%) 0,120| 3(18,75%) 32(20,13%) 0,139

Cc/C | 11(29,73%) 57 (41,30%) 4(19,05%) 64 (41,56%) 3(18,75%) 65 (40,88%)

T/C | 18 (48,65%) 54 (39,13%) 12 (57,14%) 60 (38,96%) 10(62,50%) 62 (38,99%)
rs2239179 C/C | 3(8,57%) 7(13,28%) 0,802 | 0(0,00%) 20(13,99%) 0,207| 0(0,00%) 20(13,51%) 0,352

T/T | 16 (45,71%) 53 (41,41%) 10 (50,00%) 59 (41,26%) 8(53,33%) 61 (41,22%)

T/C | 16 (45,71%) 58 (45,31%) 10 (50,00%) 64 (44,76%) 7 (46,67%) 67 (45,27%)
rs3782905 G/G | 1(2,70%) 8(11,25%) 0,285 | 1(4,55%) 18 (10,29%) 0,710| 0(0,00%) 19 (10,50%) 0,216

C/G | 13(35,14%) 57 (35,62%) 7(31,82%) 63 (36,00%) 4(25,00%) 66 (36,46%)

Cc/C | 23(62,16%) 85 (53,12%) 14 (63,64%) 94 (53,71%) 12 (75,00%) 96 (53,04%)
rs2238136 T/T 2 (6,45%) 7 (6,67%) 0,522 | 0(0,00%) 9(7,50%) 0,253 0(0,00%) 9(7,26%) 0,548

C/T | 16(51,61%) 43 (40,95%) 10(62,50%) 49 (40,83%) 7 (58,33%) 52 (41,94%)

c/c | 13(41,94%) 55 (52,38%) 6(37,50%) 62 (51,67%) 5(41,67%) 63 (50,81%)
rs2296241 G/G | 5(26,32%) 11(18,97%) 0,658 | 2(25,00%) 14(20,29%) 0,896 | 2(28,57%) 14(20,00%) 0,774

A/A | 5(26,32%) 21(36,21%) 2 (25,00%) 24 (34,78%) 2 (28,57%) 24 (34,29%)

G/A | 9(47,37%) 26 (44,83%) 4 (50,00%) 31 (44,93%) 3(42,86%) 32 (45,71%)
rs2248359 T/T | 3(17,65%) 15(29,41%) 0,685| 0 (0,00%) 18(29,51%) 0,211| 0(0,00%) 18 (29,03%) 0,317

c/Cc | 7(41,18%) 17(33,33%) 4(57,14%) 20(32,79%) 3(50,00%) 21 (33,87%)

C/T | 7(41,18%) 19 (37,25%) 3(42,86%) 23(37,70%) 3(50,00%) 23 (37,10%)

Se evalla tanto en DA como en controles.

Por ultimo, se estudia la posible combinacién de alelos (o haplotipos) para algunos SNPs seleccionados.

Se eligen rs2238136, rs2239185 y rs1540339 (Tabla 49) por ser SNPs presentes en regiones intrdnicas

relacionadas con factores de transcripcion en el gen VDR. Por otro lado, se eligen los SNPs rs2239182,

rs2107301y 2239179 por estar todos ellos en la misma regién intrénica (entre los exones 4 y 5 del gen

VDR) y por tanto poder estar en equilibrio de ligamiento (Tabla 50). Y finalmente los haplotipos

correspondientes a la combinacién de SNPs del gen CYP24A1: rs2296241 y rs2248359 (Tabla 51).

De los haplotipos analizados, Unicamente se observa significacion estadistica con el haplotipo GCC

(rs2239185-G, rs1540339-C, rs2238136-C) que parece ser un haplotipo protector frente al desarrollo

de DA, puesto que reduce el riesgo de DA en un 49% (OR 0,511; IC 95% 0,232-0,939; p-valor 0,038).



Tabla 49. Haplotipos resultantes de la combinacion de rs2239185, rs1540339 y rs2238136.

rs2239185 rs1540339 rs2238136 F OR IC 95% p-valor
A C C 0,262 1 NA NA NA

A C T 0,090 0,830 0,270 2,546 0,744
A T C 0,091 0,474 0,175 1,279 0,140
A T T 0,072 2,882 0,634 13,097 0,171
G C C 0,208 0,511 0,232 0,939 0,038*
G C T 0,032 0,686 0,240 2,409 0,570
G T C 0,166 0,933 0,441 1,974 0,856
G T T 0,079 1,252 0,411 3,812 0,692

F=frecuencia del haplotipo. *significacidn estadistica (p<0.05)

Tabla 50. Haplotipos resultantes de la combinacion de rs2239182, rs2107301 y rs2239179.

rs2239182 rs2107301 rs2239179 F OR IC 95% p-valor
C G C 0,347 1 NA NA NA

C A C 0,010 80,403 80,285 80,521 0,000
C G T 0,087 0,752 0,323 1,754 0,510
T A T 0,284 1,555 0,726 3,334 0,256
T G T 0,267 1,053 0,539 2,059 0,880

F=frecuencia del haplotipo

Tabla 51. Haplotipos resultantes de la combinacion de rs2248359 y rs2296241.

rs2248359 rs2296241 F OR 1C 95% p-valor
T A 0,398 1 NA NA NA

C A 0,138 1,620 0,552 4,751 0,380
C G 0,398 1,108 0,546 2,247 0,777
T G 0,065 0,904 0,189 4,323 0,899

F=frecuencia del haplotipo
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5.6. ASOCIACION ENTRE GENOTIPOS, VIT D y METABOLISMO FOSFOCALCICO.

A continuacioén, se analiza la posible asociacién entre las mutaciones y polimorfismos en los genes
seleccionados y los pardmetros séricos relacionados con el metabolismo fosfocalcico y la vitamina D.
Para ello se comparan tanto los valores séricos cuantitativos, como dichos valores categorizados segln
la clasificacion normal/patoldgica. Para este analisis se considera una Unica poblacién de estudio con

todos los pacientes reclutados, sin diferenciar entre casos y controles.

En cuanto al andlisis de asociacidn entre vitamina D y los genotipos estudiados, se evidencia que no
existe asociacion estadistica significativa entre los niveles de vitamina D y la presencia de mutaciones

en el gen FLG (Tabla 52) ni tampoco con los SNPs del gen CYP24A1 (Tabla 53).

Tabla 52. Asociacidn entre mutaciones FLG y vitamina D.

vitamina D p Normal Insuficiencia  Deficiencia p
(ng/ml)
R501X c/T 30,06+12,69 2 (18,18%) 4 (36,36%) 5 (45,45%)
wt 28,58+12,22 0,703 22 (20,75%)  45(42,45%) 39 (36,79%) 0,852
2282deld  del 30,30£16,69 1 (50,00%) 0 (0,00%) 1 (50,00%)
wt 28,69+12,22 0,854 23 (20,00%) 49 (42,61%) 43 (37,39%) 0,407
R2447X C>T 36,60+23,46 1(33,33%) 1(33,33%) 1(33,33%)
wt 28,51+11,91 0,259 23(20,18%) 48(42,11%) 43 (37,72%) 0,854
FLGmut No 28,55+£12,29 21(20,39%) 44 (42,72%)  38(36,89%)
mut 29,96+12,06 0,686 3(21,43%) 5(35,71%) 6 (42,86%) 0,875
HETcom HetC 40,80+31,54 1 (50,00%) 0 (0,00%) 1 (50,00%)
wt 28,51+11,85 0,159 23(20,00%) 49 (42,61%) 43 (37,39%) 0,407

FLGmut: mut; presencia de al menos una mutacion en el gen FLG, No; ausencia de mutacion en FLG. HETcom: HetC;
heterocigoto compuesto, wt; wild type. Se presentan los valores de n y % para las variables cualitativas, media+SD
para las cuantitativas.

Si que se observa asociacién con algin SNP del gen VDR (Tabla 53). Los sujetos que presentan el alelo
rs2239182-CC tienen niveles de vitamina D mas elevados que aquellos con genotipo rs2239182-TT
(28,10+8,80 vs 24,80+8,70 ng/ml, p-valor 0,027). También se observan diferencias estadisticas
significativas en el SNP rs2238136, los sujetos con genotipo rs2238136-TT presentan niveles de
vitamina D mas bajos que los sujetos con genotipo CT o CC (21,82 vs 27,06 y 29,04 ng/ml

respectivamente, p-valor 0,046).

Al analizar las diferencias entre grupos patolédgicos (normal, insuficiente y deficiente), se observan
diferencias significativas en el rs2239185 ya que el alelo heterocigoto GA tiene una elevada proporcion

de pacientes con deficiencia (42,31 %) en comparacion con las alternativas genotipicas homocigotas



AAvy GG que tienen porcentajes de 30,56 y 33,33 %. Asi mismo, rs2248359-TT presenta una proporcion
de pacientes con deficiencia de vitamina D muy superior a los alelos CCy CT (56,52% vs 33,73y 35,29%

respectivamente).

Tabla 53. Asociacidn entre polimorfismos en VDR y CYP24A1 y vitamina D.

SNP Genotipo | vitamina D p Normal Insuficiencia Deficiencia p
(ng/ml)
rs731236 G/G 28,35+ 12,28 9 28,57% 11 33,33% 12 38,10% 0,444

G/A 27,81+11,20 0,860 16 24,07% 23 35,19% 26 40,74%
A/A 28,05+12,82 0,924 12 18,18% 35 52,27% 20 29,55%

rs1544410 T/T 29,51+11,10 6 16,67% 15 41,67% 15 41,67% 0,232
c/C 29,35+13,74 0,957 9 14,63% 32 51,22% 21 34,15%
C/T 26,42+10,55 0,282 22 31,03% 23 32,76% 25 36,21%

rs2239185 G/G 29,60+ 14,91 9 20,00% 21 46,67% 15 33,33% 0,049*
A/A 27,45+9,15 0,470 8 13,89% 30 55,56% 17 30,56%
G/A 27,4A9+11,93 0,444 19 30,77% 17 26,92% 26 42,31%

rs2239182 c/C 28,10+ 8,80 8 20,83% 14 37,50% 15 41,67% 0,478
T/T 24,80 £ 8,70 0,027* 17  25,00% 32 47,73% 18 27,27%
T/C 30,00+13,50 0,254 18 20,69% 30 34,48% 39 44,83%

rs1540339 T/T 25,61+10,01 9 24,00% 17 44,00% 12 32,00% 0,795
c/C 2890+13,65 0,265 18 2553% 24 34,04% 29 40,43%
T/C 28,27+1091 0,362 15 20,00% 35 46,00% 26 34,00%

rs2239179 c/C 27,35+7,60 3 18,18% 8 45,45% 6 36,36% 0,448
T/T 26,99 + 9,89 0,929 14 18,75% 36 50,00% 23 31,25%
T/C 2897+14,05 0,682 18 27,12% 21 32,20% 26 40,68%

rs3782905 c/C 29,90 £ 9,88 3 22,22% 5 3333% 6 44,44% 0,206
C/G 26,92+12,59 0,505 23 32,61% 23 32,61% 24 34,78%
C/C 29,70+12,21 0,962 15 14,29% 48 45,71% 42 40,00%

rs2238136 T/T 21,82 +11,46 6 50,00% 5 37,50% 2 12,50% 0,138
c/T 27,06 £9,85 0,177 17 20,75% 38 47,17% 26 32,08%
C/C 29,04 +10,26  0,046* 14 19,15% 24 34,04% 33 46,81%

rs2296241 G/G 28,85+ 13,97 6 18,18% 18 54,55% 9 27,27% 0,101
A/A 31,54 £ 8,26 0,577 6 14,29% 6 14,29% 30 71,43%
G/A 26,62+12,75 0,619 15 25,00% 27 45,00% 18 30,00%

rs2248359 T/T 27,82 £11,60 12 43,48% O 0,00% 16 56,52% 0,007*
c/C 29,24 £17,95 0,805 9 18,07% 24 48,19% 17 33,73%
c/T 29,30+ 10,96 0,796 6 11,76% 27 52,94% 18 35,29%
Se presentan los valores de n y % para las variables cualitativas, mediatSD para las cuantitativas. *significacion estadistica
(p<0.05)

En las Tablas 54 y 55 se muestra el estudio de asociacidn entre los genotipos estudiados y los
pardmetros séricos relacionados con el metabolismo fosfocalcico (calcio, fésforo y PTH). Unicamente
se han demostrado diferencias significativas en cuanto al nivel de fésforo para rs1540339; la presencia
de un alelo C (CC, C/T) sugiere menores niveles de fosforo que el haplotipo TT (5,11 vs 6,75 mg/dI, p-
valor 0,036).
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Tabla 54. Asociacion entre genotipo FLG y metabolismo fosfocalcico.

Calcio p Fésforo p PTH p
(mg/dlI) (mg/dI) (pg/ml)
R501X C/T |9,57+0,47 0,154 4,77+0,68 0,520 32,76 +15,06 0,485
wt 9,81 +£0,54 5,45 £3,46 28,94 £16,55
2282deld del 9,67+0,40 0,675 4,73%1,78 0,729 48,55118,17 0,094
wt 9,80 £0,54 5,41 £3,36 28,94 +£16,25
R2447X C>T | 9,53+0,32 4,50 +1,13 30,15 +7,85
wt 9,80+0,54 0,395 5,42+3,37 0,640 29,26+16,53 0,940
FLGmut No 9,82 £0,55 5,47 £3,51 28,60 +£16,46
mut | 9,58 +0,43 0,102 4,79+0,89 0,461 34,56 +15,53 0,219
HETcom HetC | 9,60 +0,42 4,15 £1,34 35,70 £NA
wt 9,80+0,54 0,606 5,41+3,35 0,596 29,22+16,46 0,696

FLGmut: mut; presencia de al menos una mutacion en el gen FLG, No; ausencia de mutacion en FLG.

HETcom: HetC; heterocigoto compuesto, wt; wild type. Se presentan los valores de mediaSD.

Tabla 55. Asociacidn entre polimorfismos VDR y CYP24A1 y metabolismo fosfocdlcico.

SNP Genotipo | Calcio p Fésforo p PTH p
(mg/dl) (mg/dl) (pg/ml)

rs2239185 G/G 9,79 +0,59 5,34 £1,24 28,67 £16,17

A/A 9,84 +0,50 0,686 5,01+0,65 0,685 24,38 £14,34 0,295

G/A 9,78 £0,57 0,986 5,975,110 0,390 29,55 17,15 0,816
rs1544410 T/T 9,83 £0,55 4,98 0,84 29,06 £16,98

c/C 9,89 +0,55 0,653 5,42+1,18 0,591 28,06 £15,62 0,816

Cc/T 9,71 0,54 0,326 5,68+4,80 0,366 27,43 £16,37 0,685
rs731236 G/G 9,75 0,58 4,89 +0,86 27,14 £16,42

G/A 9,78 +0,55 0,830 5,854%5,03 0,259 26,94 14,88 0,963

A/A 9,84 +0,56 0,534 5,35+1,11 0,596 29,52 £17,75 0,589
rs3782905 G/G 9,84 +0,49 5,18 +0,47 28,57 £14,76

C/G 9,69 +0,57 0,372 4,93+0,71 0,819 29,03 £17,86 0,938

c/C 9,85 10,52 0,977 5,77 4,35 0,579 27,33 £15,20 0,830
rs2239179 c/C 9,90 +0,50 5,06 +0,74 25,53 £12,72

T/T 9,87 £0,54 0,856 6,11+5,19 0,310 27,42 £14,51 0,729

T/C 9,70 £0,56 0,207 5,090,72 0,982 28,49 £18,11 0,581
rs1540339 T/T 9,89 +0,64 6,75 17,12 28,30 £15,29

c/C 9,73 0,54 0,221 5,11+0,75 0,036* 26,86 £17,90 0,725

T/C 9,80 10,51 0,463 5,11+0,75 0,033* 28,92 £15,17 0,878
rs2239182 c/C 9,86 +0,45 5,00 +0,67 26,03 £13,97

T/T 9,82 +0,57 0,719 6,105,551 0,152 27,50 £15,48 0,725

T/C 9,74 £0,56 0,301 5,11+0,82 0,878 29,57 £17,44 0,379
rs2238136 T/T 9,81 +0,66 5,79 £1,74 28,96 £15,27

c/T 9,90 £0,55 0,653 5,22+0,91 0,098 29,06 £14,94 0,985

c/C 9,73 +0,53 0,689 5,25+0,71 0,116 24,21 £13,41 0,386
rs2248359 T/T 9,3310,84 8,94 £12,02 38,05 +10,43

c/C 9,59 10,44 0,223 4,86+0,48 0,054 32,42 £15,21 0,363

c/T 9,71 0,51 0,072 5,030,76 0,055 30,71 £17,67 0,238
rs2296241 G/G 9,72 £0,48 5,02 £0,78 36,43 £16,64

A/A 9,30 10,80 0,057 7,82+10,17 0,183 33,88 £10,92 0,705

G/A 9,63 10,44 0,673 4,78+0,66 0,900 30,27 £17,24 0,308

Se presentan los valores de mediatSD. *significacion estadistica (p<0.05)



5.7. ASOCIACION ENTRE GENOTIPOS Y LIPIDOS SERICOS.

En el siguiente apartado se analiza la asociacidon entre genotipo y concentraciones de lipidos séricos.
Respecto al genotipo FLG se observan diferencias significativas en el nivel de triglicéridos séricos ante
la presencia/ausencia de mutacién 2282del4 (128,67+108,67 mg/dl vs 74,19+41,54 mg/dI
respectivamente, p-valor 0,031) (Tabla 56). Si bien, debido al pequeiio tamafio muestral que presenta
el grupo mutado (n=3), los resultados deben considerarse con cautela. A la vista de estos resultados,

no es posible establecer asociacion estadistica entre genotipo FLG y concentracion de lipidos séricos.

Si es posible establecer asociacién entre los niveles de lipidos séricos y algunos polimorfismos de los
genes analizados (Tabla 57). En concreto, los SNPs rs2239185-AA, rs2239182-CC y rs1540339-CC,
todos ellos en el gen VDR, se asocian a mayores concentraciones séricas de colesterol total, que sus
correspondientes alternativas genotipicas para el modelo seleccionado. EI SNP rs2239182-TT se asocia
con mayor nivel de colesterol LDL y su polimorfismo TC con menor nivel de colesterol HDL. Ambos
SNPs del gen CYP24A1, tanto rs2296241-AA como rs2248359-TT se asocian con mayores niveles de

colesterol HDL.

Tabla 56. Asociacidn entre genotipo FLG y lipidos séricos.

COL (mg/dl) p LDL-c (mg/dl) p HDL-c (mg/dl) p TRIG (mg/dl)

R501X c/T 162,42 +26,49 0,739 100,00 +29,50 0,870 53,20+15,80 0,962 76,75 +45,11 0,897

wt 165,13 +£27,22 101,99 +£26,41 53,45 +11,03 75,06 43,51

p

2282del4  del 165,67 £32,72 0,963 95,67 +37,90 0,680 44,67+16,92 0,170 128,67 +108,67 0,031*

wt 164,93 +27,11 102,07 +26,26 53,66 +11,01 74,19 +41,54
R2447X C>T | 165,33 £15,53 0,980 109,50+10,61 0,684 55,50 4,95 0,794 47,67 £3,06 0,270
wt 164,93 +27,29 101,78 +26,60 53,40 £11,27 75,69 £43,72

FLGmut No 165,04 +27,30 0,884 102,03+26,33 0,863 53,70+10,90 0,372 74,18 +41,46 0,369

mut | 164,00 £25,94 100,44 +28,94 50,22 +14,63 84,50 +60,07
HETcom HetC | 159,00 +15,56 0,756 102,00 £NA 0,997 59,00 £NA 0,619 49,00 +2,83 0,393
wt 165,01 +27,23 101,91 26,52 53,39 £11,22 75,50 +43,65

Se evalla tanto en DA como en controles. FLGmut: mut; presencia de al menos una mutacion en el gen FLG, No; ausencia de

mutacién en FLG. HETcom: HetC; heterocigoto compuesto, wt; wild type. Se presentan los valores de mediaSD.
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Tabla 57. Asociacidn entre genotipo VDR y CYP24A1 y lipidos séricos.

SNP Gen | Colesterol p LDL p HDL p Triglicéridos p
(mg/dI) (mg/dI) (mg/dl) (mg/dl)

rs731236 G/G | 171,22 +29,50 108,60 +28,86 52,42 £12,14 83,22 +41,04

G/A | 168,54 +31,48 0,690 106,74 +29,41 0,813  52,77+12,89 0,914 79,59 +55,10 0,761

A/A | 162,17 25,26 0,176 99,57 +27,37 0,261 52,54 9,73 0,971 74,21 +50,49 0,449
rs1544410 T/T | 170,26 +24,58 104,50 +24,24 53,70 £12,76 79,71 £40,48

C/C | 163,48 +25,51 0,288 100,02 +27,26 0,540 53,70 +10,50 0,999 74,52 +48,66 0,644

C/T | 166,60+32,16 0,556 107,30+29,96 0,695 51,71+11,61 0,501 78,55 +54,30 0,915
rs2239185 G/G | 160,71 £23,63 98,69 +22,29 53,75 £9,55 78,08 £54,82

A/A | 176,78 £33,68 0,036* 112,98+33,50 0,062 53,69+12,16 0,984 74,44 +37,65 0,747

G/A | 166,04 £27,54 0,367 101,06 +26,51 0,740 51,41+12,23 0,430 82,05+57,35 0,712
rs2239182 C/C | 175,97 £26,76 113,83 +28,55 57,68 11,79 69,92 +29,82

T/T | 156,37 26,51  0,009* 98,22 +25,90 0,024* 52,73+12,45 0,083 80,45 +55,17 0,305

T/C | 166,30 +28,78 0,087 104,27 26,77 0,148 51,63 19,59 0,028* 77,18 +48,93 0,458
rs1540339 T/T | 158,26 £22,55 96,33 +20,72 52,09 £13,04 89,63 £59,93

c/Cc | 171,58 £30,87 0,036* 108,44 +31,12 0,096 53,12+11,77 0,731 73,63 +46,83 0,156

T/C | 164,70+28,06 0,301 103,48 +27,68 0,327 53,02+10,43 0,756 74,66 +46,86 0,182
rs2239179 C/C | 177,07 £23,27 109,16 £25,11 57,18 £15,64 82,67 +37,52

T/T | 162,59 +27,57 0,081 100,68 +26,66 0,372  51,48+11,98 0,143 80,10 +52,39 0,863

T/C | 168,03 30,59 0,273  107,50%30,38 0,862 52,63 19,67 0,244 76,58 +52,48 0,678
rs3782905 G/G | 168,27 +23,06 104,48 £21,22 53,67 £14,65 75,33 32,11

C/G | 169,19+26,91 0,910 104,96 +22,69 0,957 54,82+10,33 0,757 73,74 +42,84 0,901

Cc/C | 164,15+29,37 0,599 103,07 +30,00 0,867 52,58+11,15 0,758 76,35 146,56 0,934
rs2238136 T/T | 168,33 +40,99 109,70 +46,48 52,00 +18,19 100,22 +44,92

C/T | 165,28 +26,98 0,780 104,77 +2596 0,702  51,74+11,82 0,961 76,46 55,76 0,217

Cc/C | 166,97 +31,15 0,900 104,33 +30,19 0,678 52,65+11,19 0,902 79,71 51,44 0,282
rs2296241 G/G | 160,08 +27,36 104,75 +31,55 48,00 £11,75 88,50 +46,87

A/A | 163,56 27,81 0,700 102,58 +19,48 0,864 61,50 +8,83 0,048* 88,00 +49,27 0,982

G/A | 162,31+18,36 0,788  95,11+12,89 0,461 52,57+12,59 0,514 103,96 +64,99 0,445
rs2248359 T/T | 163,82 £28,39 110,87 +24,42 70,33 16,66 101,45 455,99

C/C | 159,50 +23,03 0,626 98,12 +21,07 0,392  52,2549,74 0,016* 82,75 +46,58 0,380

C/T | 162,06£20,49 0,845 94,52 +19,82 0,311  46,40+10,71 0,005* 114,82 +65,83 0,541

Se evalla tanto en DA como en controles. Gen., genotipo;



6. DISCUSION
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La dermatitis atopica es una enfermedad muy prevalente en la infancia, que presenta una gran
heterogeneidad genética puesto que existen numerosos genes predisponentes para el desarrollo de
la misma. La presente tesis doctoral permite comprender en profundidad la relacion existente entre
las mutaciones mds prevalentes del entorno mediterraneo en el gen FLG y determinados

polimorfismos de los genes VDR y CYP24A1 y el desarrollo de DA.

Los resultados obtenidos indican que la prevalencia global de las mutaciones mas frecuentes en el gen
FLG es del 1,94 % para la poblacién espaiiola general, y del 12,61 % para la cohorte de nifios espafioles
afectos de DA. La mutacién R501X se identifica como la mas prevalente en ambos grupos seguida de
R2447X y 2282deld. Respecto a los polimorfismos estudiados en los genes VDR y CYP24A1, se
presentan, por primera vez, datos de prevalencia del genotipo de estos SNPs en una cohorte de nifios

espafioles afectos de DA.

No se ha demostrado asociacién entre ninguno de los genotipos analizados y la gravedad de la DA, y
Unicamente se ha evidenciado relacién entre la mutacién R501X en el gen FLG y asma, pero no asi con

el resto de genotipos analizados ni otras enfermedades atépicas.

En el estudio de asociacidn entre genotipo y niveles de vitamina D, se ha demostrado asociacion
positiva entre los polimorfismos rs2239182 y rs2238136 y negativa para rs2239185-GA y rs2248359-
TT.

Por ultimo, se ha demostrado asociacién entre algunos polimorfismos y los niveles de lipidos séricos;
en este caso, la presencia de rs2239185-AA, rs2239182-CC y rs1540339-CC, se asocian con mayores
concentraciones séricas de colesterol total, y los polimorfismos rs2296241-AA y rs2248359-TT con

mayores niveles de colesterol HDL
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6.1. PREVALENCIA DE MUTACIONES EN EL GEN FLG.

El estudio que aqui se presenta es el primero que evalla la frecuencia de las principales mutaciones
de pérdida de funcién del gen FLG (R501X, 2282del4 y R2447X) en una cohorte de nifios espafioles con

fenotipo mediterraneo afectos de DA.

La prevalencia global de mutacién en FLG, definida como la presencia de al menos una de las tres
mutaciones estudiadas en el grupo control, es del 1,94 %. Dado el planteamiento y el disefio del
estudio en cuanto al reclutado de los controles, ésta cifra podria significar, con una gran aproximacién,
una estimacion de la prevalencia global de las tres mutaciones en la poblacién espafiola, o si no, al
menos, en la poblacion aragonesa, lugar donde se obtuvo la muestra. Estos resultados estan en
concordancia con el Unico trabajo similar publicado hasta la fecha por Cubero et al. (127), en una
poblacién de similares caracteristicas étnicas y regién geografica (ciudad de Zaragoza). El estudio
reveld una frecuencia poblacional de mutacién en FLG del 2 % (Tabla 58). Los resultados para el grupo
experimental no pueden ser comparables, puesto que se seleccionaron pacientes afectos de asma en

lugar de DAy, ademas, s6lo se analizaron dos de las tres mutaciones: R501X y 2282del4 (Tabla 59).

Nuestros resultados también son concordantes con los obtenidos previamente en otros estudios
poblacionales realizados en regiones mediterraneas o sur-europeas. Giardina et al. (177) presentan
una prevalencia global del 1,2 % en su estudio realizado sobre poblacién italiana, Pipinic et al. (123)
un 2,6 % en poblacion Croata, y Mlitz et al. (100) un 4 % en poblacién francesa. En contraste, las valores
obtenidos para poblacidn centro y norte-europea son mas dispares, variando del 2,8 % obtenido por
Debinska et al. (178) en su estudio sobre poblacién polaca, al 8.8 % obtenido por Barker et al. en

poblacién inglesa (179) (Tabla 58).

Cuando se analiza individualmente cada mutacién, la frecuencia poblacional estimada para las
mutaciones R501X y 2282del4 es del 1 % y para R2447X cercana al 0 %. Estos resultados estan en
sincronia con los observados en grandes estudios poblacionales, como el de 1000 Genomes Project
gue supone la mejor estimacién de las prevalencias poblacionales por areas geograficas. En esta base
de datos, la prevalencia individual estimada para poblacion de la peninsula ibérica es de 1,9 % para

2282del4, 0,9 % para R501X, y cercana al 0 % para R2447X (Tabla 58).



Segun estos datos R501X y R2447X deberian ser catalogadas como variantes raras y por tanto
patogénicas, ya que su frecuencia poblacional es inferior al 1 %. En el caso de 2282del4 podria hablarse
de polimorfismo poblacional, no obstante, en toda la bibliografia aparece descrita como mutacién
patogénica, puesto que es demostrable el efecto de pérdida de funcionalidad que produce esta

alteracion.

Tabla 58. Frecuencias poblacionales de mutaciones para grupo control en FLG en la literatura.

Grupo n R501X 2282del4 R2447X G.Comb. Poblacién Autor (aho)

Control 1463 5,6% 3,3% 8,8% Inglesa Barker (2007)

Control 402 2,5% 3,5% 1,5% 7,5% Alemana  Greisenegger (2010)
Control 503 2,0% 2,8% 0,6% 5,4% Europea 1000 Genomes Project
Control 99 3,0% 1,0% 0,0% 4,0% Fancesa Mlitz (2011)

Control 100 2,0% 1,0% 3,0% Espafiola  Cubero (2016)

Control 107 0,9% 1,9% <0,01% 2,8% Ibérica 1000 Genomes Project
Control 71 1,4% 1,4% 0,0% 2,8% Polaca Debinska (2017)
Control 2,6% Croata Pipinic (2015)

Control 2504 0,7% 1,1% 0,2% 1,9% Mundial 1000 Genomes Project
Control 103 1,0% 1,0% 0,0% 1,9% Espafola Gonzdlez-Tarancon (2019)
Control 420 0,0% 0,5% 1,2% Italiana Giardina (2008)

n; tamafio muestral del estudio, G.Comb; genotipo combinado. Adaptado de Gonzalez-Tarancdn et.al. (176). Se presentan
los estudios ordenados de mayor a menor % de genotipo combinado.

Al evaluar los resultados en la cohorte DA, la prevalencia global de las mutaciones mas frecuentes en
FLG es del 12,6 %, muy inferior a los resultados publicados en estudios realizados sobre poblacién
centro y norte-europea afecta de DA, con cifras que pueden variar del 22,9 % en poblacién alemana
(180) al 42,3 % en poblacidn Inglesa (179). No obstante, existen otros trabajos realizados en poblacién
polaca y alemana con cifras del 10,3 % y 11,0 % respectivamente, mas proximos a nuestros resultados
y a los de otros grupos poblacionales sur-europeos, con porcentajes del 10,3 % en poblacién francesa
(100) y 11,0 % en croatas (123). Estas diferencias pueden explicarse debido a la gran heterogeneidad
genética de las poblaciones europeas y a la dificultad de seleccién de poblaciones “puras” en estudios

de tipo poblacional.

Respecto a los porcentajes de cada mutacién en la cohorte DA, los resultados son discordantes con
otros estudios. En este trabajo R501X se destaca como la mutaciéon mas prevalente dentro de los
pacientes con DA (9,9 %) seguida de R2447X (2,7 %) y 2282del4 (1,8 %). En cambio, en otros estudios
los porcentajes de mutacién son muy bajos (<1 %) como en Giardina et al. (177), no hay diferencias

entre mutaciones (100), o la mutacidn 2282del4 prevalece sobre R501X (178, 181) (Tabla 59).
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Otro aspecto importante que se debe destacar es que en este trabajo, no se han identificado
homocigotos recesivos en ninguno de los dos grupos, pero si se han publicado en estudios previos,

con frecuencias que pueden llegar incluso al 11,6 % para la mutacion 2282del4 (181).

Tabla 59. Frecuencias poblacionales de mutaciones en FLG para grupo DA en la literatura.

Grupo n R501X 2282del4 R2447X G.Comb. Poblacion  Autor (afio)

DA 163 25.80% 20.85% 42.30% Inglesa Barker (2007)

DA 462 6.50% 14.70% 3.00% 22.9% Alemana Greisenegger (2010)
DA 22.8% Alemana Weidinger (2006)
DA 857 8.30% 6.80% 16.2% EEUU Margolis (2013)

DA 111 9.9% 1.8% 2.7% 12.6% Espafiola Gonzalez-Tarancén (2019)
DA 11.0% Alemana Marenholz (2006)
DA 87 1.2% 8.0% 1.2% 10.3% Polaca Debinska (2017)

DA 97 5.2% 5.2% 2.1% 10.3% Francesa Mlitz (2011)

DA 354 0.6% 0.9% 0.6% Italiana Giardina (2008)
Asma* 300 1% 0% 1% Espafiola Cubero (2016)

n; tamafio muestral del estudio, G.Comb; genotipo combinado. Adaptado de Gonzalez-Tarancon et.al. (176). Se presentan
los estudios ordenados de mayor a menor % de genotipo combinado. *Grupo experimental: asmaticos.

Como era de esperar, las frecuencias poblacionales estimadas para la poblacidn espanola en los dos
grupos de estudio estan en sincronia con las de las poblaciones sur-europeas (o mediterrdneas) con
las que esta evolutivamente mds emparentada, e inferior a las cifras de poblaciones centro y norte-
europeas. No obstante, a la vista de todos estos resultados, no es tan sencillo establecer un gradiente
poblacional como previamente habian postulado otros autores (85). En concreto, la frecuencia de las
mutaciones mas prevalentes en FLG en poblacién espaiiola afecta de DA parece ser superior a la de

poblacién francesa e italiana, e incluso, superior a la de paises centro europeos.

Una vez mas, podemos justificar estas diferencias por la dificultad de seleccién de poblaciones puras
en estudios poblacionales. A esta limitacién tenemos que sumar el problema del tamafio muestral, ya
gue, para estimar prevalencias poblacionales, han de emplearse tamafios muestrales significativos.
No obstante, en la base de datos 1000 Genomes Project, en lo referente a la poblacidn ibérica, el
tamafio muestral empleado es de 107 individuos, y en nuestra cohorte es de 103 para los controles y
111 para el grupo DA, por lo que podemos garantizar que nuestros resultados gozan de validez y
pueden suponer, con una gran aproximacion, una estimacion de la prevalencia global de las tres

mutaciones en la poblacién espafiola.



Por otro lado, la seleccion de pacientes en una enfermedad tan prevalente como la DA, la atopiay las
alergias en general, es muy complicada, y se basa en criterios clinicos, por lo que se asume que algun
paciente que haya sido clasificado como control sano, a lo largo de los afos evolucione a paciente
atépico. Esto se demuestra en los datos obtenidos en el estudio en cuanto al porcentaje de controles
con valor de IgE patoldgico, que podrian indicar que ese grupo de pacientes tuviese o pudiese tener

algln tipo de proceso alérgico.

Asi mismo, en relacidn con esta linea de discusién, debe recordarse que la DA es una enfermedad muy
heterogénea, en la que intervienen tanto factores genéticos inherentes al individuo como la
exposicién a factores ambientales; por tanto, podria ocurrir que no en todos los casos, ante la misma
mutacion, se desarrolle el mismo fenotipo, es decir, dependiendo del individuo, de su entorno, y del

resto de factores predisponentes se desarrolle diferente expresividad.

En conclusidn, éste estudio se ha realizado en una cohorte amplia de pacientes, lo que permite realizar
una buena estimacion de la prevalencia poblacional, como demuestra la concordancia de los
resultados con las poblaciones de 1000 Genomes Project y con la bibliografia previa. De los resultados
del estudio se deduce que la frecuencia de las principales mutaciones de pérdida de funcién del gen
FLG en poblacion espafola afecta de DA es del 12,6%, siendo la mutacion R501X la mas importante
(9,9%). Estos resultados son ligeramente superiores a los de otros estudios previos realizados en
poblacién mediterrdnea y centro europea, por lo que no es tan sencillo establecer un gradiente

poblacional como previamente se habia postulado.

Este estudio permite ampliar el conocimiento sobre el ambiente genético tan complejo que rodea a
las enfermedades alérgicas en general y a la DA en particular, y supone una primera aproximacién, en
este sentido, en la poblacidn espanola. Por otro lado, el disefio experimental y resultados que aqui se
muestran, van a servir de base para estudios de similares caracteristicas que puedan realizarse sobre
diferentes grupos étnicos, y que permitan abordar, con mayor profundidad, el ambiente genético de

la DA en Europa en general, y en Espafia en particular.
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6.2. ASOCIACION ENTRE GENOTIPO FLG, DA Y ATOPIA.

Se conoce desde hace tiempo que las mutaciones de pérdida de funcién en el gen FLG suponen el
principal factor de riesgo genético para el desarrollo de DA, y como tal, asi lo demuestran los grandes
estudios de asociacion del genoma completo (GWAS) publicados recientemente (29, 182). Asi mismo,
las mutaciones de pérdida de funcion en el gen FLG analizadas en este trabajo, quedan perfectamente
descritas como mutaciones patogénicas, con elevado grado de evidencia, en todas las bases de datos

consultadas (OMIM, ClinVAr, Ensembl... etc).

Los resultados del estudio de asociacion entre genotipo FLG y enfermedad que se derivan de este
trabajo, coinciden en esta misma linea, ya que se demuestra esta asociacion. La presencia de alguna
de las tres mutaciones de pérdida de funcidn analizadas en el gen FLG supone un factor de riesgo de
DA, puesto que aumenta la probabilidad de padecerla en 6,81 veces. Estos resultados son muy
superiores (casi el doble) a los obtenidos previamente por Rodriguez et al. (111) y Van den Oord et al.
(112) que presentan valores de OR de 3,12 y 4,78 respectivamente. Estos trabajos son los dos Unicos
metaanalisis publicados hasta la fecha en relacion con el estudio de asociacidn entre genotipo FLG y
DA. Una posible razén que explique las diferencias observadas aqui, en comparacidn con la bibliografia
previa, se debe a que en los metaanalisis indicados se tuvieron en cuenta grupos poblacionales muy
diversos, incluso de fuera del continente europeo. Como se ha visto en el apartado anterior, las
frecuencias poblacionales referentes al gen FLG son muy dispares, por tanto, no seria del todo correcto
utilizar calculos de OR a nivel general, sino que deberian establecerse por areas geograficas, tal como
se ha realizado en este trabajo. Por otro lado, ha de tenerse en cuenta, que las mutaciones mds
prevalentes en el gen FLG relacionadas con la DA en el continente europeo, difieren de las mayoritarias
en otros continentes, y por ello, la comparacién de riesgos de las mutaciones R501X y 2282del4 no

tendria sentido en otras poblaciones no europeas.

Si se tiene en cuenta todo lo expuesto anteriormente en relacidén al cdlculo de asociacion entre
genotipo FLG y DA, los resultados que aqui se obtienen se deberian comparar Unicamente con estudios
europeos. En este sentido, como ya se ha visto en el apartado 6.1 referente a la prevalencia de
mutaciones en FLG, las cifras de OR son igualmente muy variantes, desde un OR de 1,69 obtenido por

Rice et al. (183) al 11,56 de Palmer et al. (26) (Tabla 60).



Tabla 60. Estudios de asociacion entre FLG y DA en la literatura.

Autor (afo) Poblacion R501X (OR) 2282del4 (OR) G. Comb (OR)
Palmer et al., (2006) Irlandesa/Escocesa 9,22 15,77 11,56
Sandilands et al., (2007) Irlandesa 14,05 8,78 8,18
Gonzdlez-Tarancén et al. (2019) Espanola 9,88 1,87 6,81
Novak et al., (2008) Alemana 6,25 4,86 6,78
Barker et al., (2007) Inglesa 5,09 7,27 6,29
Brown et al., (2008) Inglesa 5,55 2,02 5,61
Hubiche et al., (2007) Francesa 3,35 9,14 5,59
Weidinger et al., (2007) Alemana 3,59 5,07 4,33
Stemmler et al., (2007) Alemana 1,23 1,93 3,82
Marenholz et al., (2006) Alemana 6,42 2,44 3,62
Weidinger et al., (2006) Alemana 4,10 2,80 3,60
Total Estimado 3,54 2,97 3,39
Weidinger et al., (2008) Inglesa 3,66 2,78 3,05
Lerbaek et al., (2007) Danesa 3,39 2,61 2,84
Henderson et al., (2008) Inglesa 2,50 2,43 2,48
Rogers et al., (2007) EEUU 3,09 2,02 2,38
Lerbaek et al., (2007) Danesa 2,14 2,14 2,32
Palmer et al., (2006) Escocesa nd nd 2,27
Betz et al., (2007) CentroEuropea nd nd 2,14
Morar et al., (2007) Asiatica 2,55 1,93 2,03
Rice et al., (2008) Inglesa 2,08 1,30 1,69
Giardina et al., (2008) Italiana 5,96 1,78 nd

G.Comb; genotipo combinado. Adaptado de Rodriguez et al. (184). Se presentan los estudios ordenados de mayor a menor
OR obtenido para genotipo combinado.

La mutacion R501X es la Unica, entre las analizadas, que predispone al desarrollo de DA en poblacién
espanola, con un OR muy superior al resto de autores (OR 9,88), mientras que para la mutacion
2282del4, la OR obtenida, a pesar de no ser un resultado estadisticamente significativo, es muy inferior
al que se indica en la bibliografia (Tabla 60). Estos resultados, demuestran una vez mas, que R501X es
la mutacién mas prevalente en la poblacion espafiola afecta de DA y el principal factor genético
predisponente para su desarrollo, y deja a las mutaciones R2447X y 2282del4 como variantes poco
frecuentes en nuestra poblacidn, con una prevalencia entre la poblacion afecta similar a la poblacional

y con escaso protagonismo como factores predisponentes para el desarrollo de DA.

Pero las mutaciones en FLG no sdlo suponen un factor de riesgo para el desarrollo de DA, sino que
también se ha demostrado ampliamente que la presencia de mutaciones de pérdida de funcién en el
gen FLG, constituyen un factor prondstico, puesto que los pacientes con DAy presencia de mutaciones
en FLG (DArg) presentan un inicio mas temprano (113), mayor gravedad clinica (114) y mayor
sensibilizacidn alérgica y desarrollo de asma, en comparacién con los pacientes no mutados (DAno-ric)

(85). Segun algunos estudios publicados, aproximadamente el 50% de las formas graves de la
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enfermedad se deben, al menos en parte, a mutaciones de pérdida de funcién en FLG, mientras que
en las formas mas leves-moderadas sdlo se presenta mutacion en un 4-15% de los pacientes (114). Un
estudio muy reciente, similar a éste, demuestra que existe correlacién entre el genotipo y gravedad
de la DA debido a que las mutaciones en FLG son mas frecuentes en pacientes con enfermedad grave

(60,0%) respecto a las formas moderadas y leves (30,2 y 16,7 % respectivamente) (185).

En este sentido, se han intentado confirmar estas hipdtesis, pero no se ha podido establecer una
asociacioén clara entre genotipo FLG y gravedad de la DA, medida a través de la escala SCORAD, como
era esperable en base al planteamiento inicial. Nuestros datos si son coincidentes con estudios previos
para las formas de DA leve (16%) pero no son coincidentes con las formas moderadas (11,1%) y graves
(0%) (Tabla 32). El hecho de que no se haya identificado ninguna mutacién en pacientes con
enfermedad grave se debe a que la distribucién de los grupos no es homogénea, y por tanto estos
resultados que se obtienen aqui no son concluyentes. Un aumento del tamafio muestral y una
homogeneizacién de los grupos permitira alcanzar conclusiones con mayor potencia estadistica y, por

lo tanto, con mayor validez.

Por otro lado, se ha postulado que la gravedad de la enfermedad pudiese estar condicionada por la
presencia de mutaciones bialélicas en el gen FLG (o lo que es lo mismo, heterocigotos compuestos).
Sin embargo, esta hipdtesis ha generado controversia y no ha sido confirmada por todos los autores.
Los resultados que se presentan confirmarian que la presencia de mutaciones bialélicas en el gen FLG
no condicionan un curso clinico de la enfermedad mas grave, puesto que los dos sujetos con mutacion
bialélica identificada, fueron catalogados, en ambos casos, como pacientes con enfermedad leve
(SCORAD <25, Tabla 29). Este resultado confirmaria los estudios previos que defienden que no todos
los individuos con mutaciones bialélicas en FLG tienen mayor gravedad de la enfermedad, e incluso,
no llegan a desarrollarla (186), demostrandose una vez mas el caracter poligénico y multifactorial de

la DA.

Finalmente, dado que también es conocida la fuerte asociacion que existe entre DA y desarrollo de
otras enfermedades atdpicas como asma vy rinitis alérgica, se ha planteado su evaluacidn en este
trabajo. Los estudios poblacionales consultados han demostrado que los portadores de mutaciones
en FLG tienen un riesgo mayor de desarrollar asma (OR de 1,8) que se incrementa notablemente en

aquellos pacientes con DA en los que la OR se eleva a 3,3 (85, 108, 187, 188).



En nuestro estudio, ademads de la asociacion ya demostrada entre mutaciones en FLG y DA, también
se ha podido establecer asociacién entre el genotipo FLG y asma, puesto que el riesgo de desarrollo
de asma en sujetos portadores de mutacién identificada en el gen FLG ha sido de 5,71 veces (OR 5,71;
95%IC, 1,92-17,0; p-valor 0,002) respecto a los sujetos no portadores, muy superior a las cifras
obtenidas en los estudios previos. En concreto, R501X se presenta como la Unica mutacién en FLG, de
entre las analizadas, que se establece como factor de riesgo para el desarrollo de asma (OR 7,78) ya
que tanto 2282del4 como R2447X no presentan esta asociacion, indicando una vez mas el caracter

protagonista de la mutacion R501X en poblacidn atdpica espafiola.

En el caso de la rinitis alérgica, los portadores de mutacién tienen también un riesgo incrementado
(OR de 2,64) (108), aunque en nuestro estudio no se ha podido demostrar esta asociacion, ni de
manera aislada ni en combinacidn con el asma (asma+rinitis). En lo referente a otras enfermedades
alérgicas, como el desarrollo de alergias alimentarias, no se ha tenido en cuenta en este trabajo, por
lo que podria plantearse como una interesante linea para la continuacién de esta investigacién en

estudios futuros.

En conclusidn, los resultados que se presentan en este trabajo confirman la asociaciéon, previamente
demostrada, entre mutaciones de pérdida de funcidn en FLG y desarrollo de enfermedades atépicas
como la DA y asma. Esta asociacién ha resultado ser muy superior a la que previamente se habia
planteado, y a falta de nuevos estudios que confirmen o desmientan lo aqui expuesto, la presencia de
R501X en poblacién espafiola, supone el principal factor de riesgo genético para el desarrollo de DA,
dejando a las mutaciones R2447Xy 2282del4 con escaso o nulo protagonismo como factores genéticos

predisponentes de DA.

A pesar de que no se ha podido demostrar la relacién entre genotipo FLG y gravedad de la DA, este
estudio establece el inicio de una nueva linea de investigacién que evaluara la relacién entre el
genotipo molecular del gen FLG y la respuesta al tratamiento con metrotexato, azatriopina,
ciclosporina o dupilumab en las formas mas graves de la enfermedad. El conocimiento del estatus
genético del individuo va a permitir clasificar a los pacientes y con ello mejorar e individualizar los
tratamientos disponibles en cada momento, como ya se esta reflejando en algunos trabajos cientificos

recientes (189).
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Finalmente, dado que sélo se han publicado dos metaanalisis que estudien la asociacion entre el
genotipo FLG y DA, y éstos se publicaron en 2009y 2012, se abre una importante via de estudio futuro,
en la que se intentard realizar nuevos metaanalisis con datos mas recientes a los publicados, y en la
que, ademas, se tengan en cuenta éstas conclusiones, realizando una mejor estimacion del riesgo de

DA y otras enfermedades atdpicas por grupos poblacionales.
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6.3. ASOCIACION ENTRE GENOTIPO VDR-CYP24A1, DAY ATOPIA.

La presencia de polimorfismos de un Unico nucledtido (SNPs) en genes implicados en el metabolismo
de la vitamina D, como VDR y CYP24A1, pueden tener un papel importante como factores de riesgo
genético para el desarrollo de DA, debido a la importancia que tiene la vitamina D en la proliferacién

y diferenciacién de los queratinocitos en el estrato epidérmico.

Algunos SNPs como Fokl (rs2228570), Bsml (rs1544410), Apal (rs7975232) y Taql (rs731236), se han
asociado previamente con el desarrollo de enfermedades inflamatorias caracterizadas por una
hiperactividad del sistema inmune como DA o asma (157-160, 190). Aunque estos resultados podrian
ser contradictorios en base a un reciente metaanalisis, que demuestra que sélo los polimorfismos

rs1544410y rs731236 se asocian con el desarrollo de DA y asma (191).

Se ha analizado la asociacion entre DA y un total de 12 SNPs seleccionados (10 del gen VDR y 2 del gen
CYP24A1), lo que supone uno de los trabajos mas extensos en cuanto al nimero de SNPs analizados
en estos dos genes en relacidn con la DA. Los estudios existentes en la literatura que investigan esta
asociacién, Unicamente analizan 3-4 SNPs por estudio, mayoritariamente, los polimorfismos clasicos
(Apal, Taql, Bsml y Fokl). Sélo se ha encontrado un articulo publicado similar a este, que analiza 13
SNPs, pero en éste caso en relacién con asma, no con DA (192). Por esta razén se quiere destacar la

complejidad del estudio que se presenta.

A pesar de que no se ha podido demostrar la asociacidén entre la DA y los SNPs cldsicos descritos en la
bibliografia (rs1544410 y rs731236), si se ha encontrado asociacidn significativa entre DA y los
polimorfismos rs2238136 y rs2239182, ambos correspondientes a regiones intrdonicas del gen VDR, y
ninguno de ellos descrito previamente en la literatura cientifica como factor asociado al desarrollo de

DA ni otras enfermedades atdpicas.

Los resultados indican que los pacientes con genotipo rs2238136-CT tienen 3 veces mas riesgo de
desarrollar DA que los sujetos con genotipo rs2238136-CC. En el caso de rs2239182, se observa un
efecto protector, concluyendo que la presencia del alelo C aislado (rs2239182-CT) o el genotipo

rs2239182-CC, reducen el riesgo de DA entre un 58 % y un 66 % respectivamente.
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El polimorfismo rs2238136 se localiza en una regidn intrdnica, entre los exones 1 y 2 del gen VDR.
Aungue en las bases de datos consultadas no se ha reportado ninguna informacién clinica referente a
la funcionalidad de la proteina, podria ser importante su funcionalidad ya que se localiza en una regidn
de union a factores de transcripcién (GATAL) y por tanto, podria regular la expresidon génica. Los
trabajos publicados en referencia a este SNP (17 en ClinVar, 22 en Ensmbl) no han evaluado en ningun
caso esta asociacion, y Unicamente, hacen referencia a su asociacion con algunos tipos de cancer,
especialmente melanoma, parkinson, diabetes y otras enfermedades relacionadas con el
metabolismo. Por tanto, éste es el primer trabajo que evalla y establece la asociacién entre rs2238136

y la DA.

El polimorfismo rs2239182 se localiza igualmente en una regién intrénica, en este caso entre los
exones 5y 6 del gen VDR, por lo que es poco probable que origine pérdida o ganancia de funcionalidad
de la proteina. Se han encontrado 18 trabajos cientificos en ClinVary 22 en Ensmbl que mencionan o
contienen el SNP, pero que en ningun caso se identifica asociacion con la DA. Por tanto, al igual que lo
expuesto anteriormente, no es posible discutir y comparar los resultados obtenidos con la bibliografia

previa, puesto que éste trabajo parece ser el primero que analiza la asociacidén entre rs2238136 y DA.

El resto de SNP analizados, y para los que no se ha obtenido significacidn estadistica, se localizan en
distintas regiones intrénicas del gen VDR: rs1544410 y rs7975232 entre los exones 9 y 10; y los SNPs
rs2107301, rs1540339 y 2239179 entre los exones 4 y 5. Otros polimorfismos, al igual que rs2238136,
pueden ser lugar de unidn de factores de transcripcion (rs2239185, rs1540339) o estar presentes en
regiones de regulacion de la expresion génica (rs3782905 y rs1540339). Sélo se ha analizado un SNP
localizado en una regién codificante, exén 10, rs731236 (Taql), que se ha descrito como una variante

sindnima que no implica cambio en el aminoacido isoleucina.

Ademas del analisis de los polimorfismos individualmente, teniendo en cuenta la localizacién génica
de cada SNPs, se ha realizado un estudio de haplotipos para evaluar la posible asociacién de varios
SNPs en conjunto. El haplotipo GCC (rs2239185-G, rs1540339-C, rs2238136-C) parece ser un
haplotipo protector frente al desarrollo de DA, puesto que reduce el riesgo de DA en un 49%. Este
resultado confirma que la presencia del alelo T en rs2238136 es un importante factor de riesgo para
el desarrollo de DA, en cambio el alelo C, en el conjunto del haplotipo GCC supone un factor protector.
Los polimorfismos del gen CYP2A1 analizados se localizan en el caso de rs2296241 en el exén 4 del

gen, y se corresponde con una variante sinédnima (sin cambio de sentido). En el caso de rs2248359 se



localiza en la regién promotora y se considera como una variante asociada a region reguladora, ya que
estad en posicién 5°UTR. En cualquiera de los dos casos, no se ha encontrado en la bibliografia ninguna
asociacion con la DA de forma individual, pero si con los haplotipos TA (rs2248359-T, rs2296241-A) y
CA (rs2248359-C, rs2296241-A)(163). En nuestro estudio, ninguna combinacién de haplotipos

confirma estos resultados previos.

Al evaluar la asociacion entre polimorfismos de los genes VDR y CYP24A1 y la gravedad de la DA
medida a través de la escala SCORAD, tampoco se evidencia ningun tipo de asociacion, a pesar de que
algunos estudios previos publicados si establecen esta asociacidn, aunque sélo en referencia a Bsm/
(rs1544410) y Tagql (rs731236) (