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Vitamina D y lupus cutdneo

1.1. LUPUS ERITEMATOSO

El lupus eritematoso es una enfermedad autoinmune con un amplio espectro de
manifestaciones que van desde la afectacidon exclusivamente cutanea en el lupus
eritematoso cutaneo (LEC) hasta otras potencialmente mas graves que pueden

comprometer la vida del paciente.

1.1.1. ASPECTOS HISTORICOS

El término “lupus” fue utilizado por primera vez para designar lo que hoy
conocemos como lupus eritematoso en la Edad Media. Este término, que en latin
significa “lobo”, hace referencia a los cambios cutaneos, en ocasiones mutilantes,
que aparecen a lo largo de la enfermedad, que en ocasiones recordaban a heridas
por ataques de lobo. Sin embargo, algunos de los pacientes que se diagnosticaban
de “lupus” padecian en realidad otras enfermedades como lepra, tuberculosis
(lupus vulgar) o tumores cutaneos. En 1851 Alphée Cazenave introduce el término
“lupus érythémateux” para diferenciar a estos pacientes de aquellos con
tuberculosis cutanea’. A finales del siglo XIX comenzd a conocerse algunas ideas
acerca de la patogenia de la enfermedad y se sugirid la influencia de factores

ambientales como la exposicién solar.

1.1.2. CONCEPTO Y CLASIFICACION

El lupus eritematoso (LE) es una enfermedad inflamatoria crénica autoinmune con
manifestaciones clinicas y curso muy variable. La epidemiologia y el impacto
socioeconémico del lupus eritematoso cutdneo (LEC) ha sido ampliamente
revisado™’. La piel se afecta en el 70-85% de todos los casos de lupus eritematoso
sistémico’ (LES) y es el segundo 6rgano en frecuencia de afectacion por detras de

las articulaciones; no obstante sélo un pequefio porcentaje de los pacientes con
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Introduccion

LEC acaban desarrollando LES. La incidencia estimada del LEC es dos o tres veces

mayor que la del LES.

Diversos estudios indican que el eritema malar esta presente en los pacientes con
LES con una frecuencia que varia desde el 20 al 60%°. Esta forma de LEC agudo se
da por igual en todas las razas, aunque en fototipos altos puede pasar
desapercibido el componente eritematoso. Al igual que el LES, el LEC agudo se da

con mas frecuencia en mujeres que en hombres, con una relacién 8:1.

El LE subagudo estd presente en el 7-27% de los pacientes con LES®. Afecta
predominantemente a mujeres de raza blanca y suele debutar en la quinta década

de la vida.

El LEC crdnico tipo discoide clasico, la forma mas frecuente de LEC, afecta al 15-
30% de los pacientes con LES. Se estima que un 5% de los pacientes con lupus
eritematoso discoide (LED) localizado como Unica manifestacion de LE desarrollara
LES. El LED afecta con mas frecuencia a individuos entre 20 y 40 afios y a mujeres
con un ratio mujer: hombre de 3:2 a 3:1, que es significativamente menor que en el
LES. El LED afecta a todas las razas, aunque podria ser mas prevalerte en la raza

negra.

Las manifestaciones cutdneas pueden clasificarse en especificas y no especificas de
lupus, basandonos en una evaluacién cuidadosa de la morfologia de las lesiones

cutaneas y los hallazgos histoldgicos (Tabla 1y 2).
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Vitamina D y lupus cutdneo

Tabla 1. Manifestaciones especificas y diagndsticas de LE, segin Fabbri et al.’.

MANIFESTACIONES ESPECIFICAS DEL LEC

LE CUTANEO CRONICO LE CUTANEO SUBAGUDO LE CUTANEO AGUDO

LE discoide clasico Tipo anular policiclico Eritema malar

LE discoide hipertréfico o | Tipo  papuloescamoso o
Verrucoso psoriasiforme

LE discoide liquenoide

LE discoide de las mucosas

Variantes raras:
LE tumido

Forma acral
Lupus profundo o

. Tipo eritrodermia exfoliativa
paniculitis lupica

Tipo pitiriasiforme Eritema maculo-papuloso

LE erosivo palmoplantar Tipo poiquilodermia diseminado

Tipo necrolisis epidérmica
toxica

Tipo vitiligo

LE pernio Forma en placas
diseminadas
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Tabla 2. Manifestaciones cutdneas no especificas de LE (adaptado de Costner Ml y

Sontheimer RD°)

MANIFESTACIONES CUTANEAS NO ESPECIFICAS DE LE

Livedo reticularis

Tromboflebitis

Fendmeno de Raynaud

Eritromelalgia

ALOPECIA
ENFERMEDAD VASCULAR CUTANEA NO OTROS
CICATRICIAL
Vasculitis Leucocitoclastica “Cabello del | Esclerodactilia
- Purpura palpable lupus”
- Urticaria vasculitis
Lesiones cutdneas similares a la
periarteritis nodosa
Vasculopatia | Lesiones similares a la enfermedad de | Efluvio Ndédulos
Degos telégeno reumatoides
Atrofia secundaria blanca
Telangiectasias periungueales Alopecia Calcinosis cutis
areata

Lesiones
ampollosas no
especificas de LE

Urticaria

Mucinosis
papulonodular

Cutis
laxa/anetodermia

Acantosis
nigricans

Eritema
multiforme

Ulceras en las
piernas

Liquen plano
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1.1.3. ETIOPATOGENIA

Las causas y los mecanismos patogénicos que ocasionan las lesiones cutdneas
especificas de LE cutaneo no son del todo conocidos, aunque es dificilmente
separable de la del LE sistémico. Existe un modelo patogénico® muy atractivo para
el LES que describe la secuencia temporal de cuatro fases tedricas que son un
prerrequisito para la expresion clinica de esta enfermedad. Estas fases son la
herencia de la susceptibilidad genética, la induccion de autoinmunidad, la

extension de procesos autoinmunes y el dafio inmunoldgico (Figura 1).

Fase de susceptibilidad

Fase de induccidn

Fase de expansion

= =

Fase de dafio

Figura 1. Modelo patogénico del LES, adaptado de Costner Ml y Sontheimer RD®

La primera fase seria una fase de susceptibilidad relacionada con la herencia de
genes que confieren la predisposicion al LES: el LE es 10 veces mas frecuente en
hermanos gemelos mono y dicigdticos de los pacientes que en la poblacién general.
Ademas de los genes del complejo mayor de histocompatibilidad Il DR, estarian
implicados en esta fase los genes que codifican para proteinas del complemento y

para el factor de necrosis tumoral, genes mediadores en la apoptosis, genes
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implicados en las sefales intercelulares y otros que participan en el aclaramiento
de los complejos inmunes. El polimorfismo de los genes del antagonista del
receptor de la interleuquina 1 (IL1) y factor de necrosis tumoral alfa (FNT-a) han
sido implicados como factores genéticos en el LEC. Se ha visto una sinergia
importante entre la radiacién UVB e IL1-a en la induccién de la transcripcién del
promotor del FNT-&®. En este sentido, probablemente el polimorfismo del
promotor del FNT-a sea determinante para la fotosensibilidad que presente el
paciente. Ademas de la exposicion a la radiacion UV, se han implicado otros
factores como el tabaco, farmacos, agentes ambientales empleados en agricultura,
hormonas sexuales femeninas o el frio y la humedad como desencadenantes
externos de la enfermedad’, aunque el efecto de la radiacién UV ha sido el més

estudiado.

Uno de los eventos que inician el proceso puede ser el aumento de células
apoptoicas en un contexto de inflamacién, como ocurre tras la exposicion solar. A
bajas dosis de radiacion solar los queratinocitos producen factor de crecimiento
transformante beta-1 (FCT-B1) e IL-10, provocando inmunosupresion local. A dosis
mas altas de radiacién UV se induce la produccion de citoquinas con actividad
proinflamatoria, como son IL-1 alfa, IL-1beta, TNF-a, y high mobility group protein 1
(HMGB1). El defecto en el aclaramiento de estas células apoptoicas es un hecho
clave en la patogenia de la enfermedad, ya que conlleva la aparicién de necrosis. Se
ha demostrado que los queratinocitos apoptoicos permanecen en la piel de los
pacientes con LE hasta 72 horas post-exposicién a la radiacion UV, mientras que en
controles sanos el incremento de células apoptoicas sélo se observa hasta 24 horas
después de la exposicidn y las células apoptoicas han desaparecido completamente

pasadas 72 horas®.

La aparicidon de necrosis desencadena una respuesta inflamatoria mas intensa que

comienza con la secrecion por parte de los queratinocitos de citoquinas como TNF-
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alfa, IL-1 alfa, IL-1beta, IL-6, IL-8 e IL-10 (Figura 2). Curiosamente, estas citoquinas
se potencian entre ellas: el TNF- alfa y la IL-1beta activan a los macréfagos, que
secretan mas HMBG1, por lo que se establece un bucle proinflamatorio. Ante la
exposicion a la radiacion UV, el dafio celular en los queratinocitos provoca un
aumento en la produccién vy liberacién al espacio extracelular del autoantigeno

Ro52’.

Los macrofagos y las células dendriticas se activan por la liberacién de estas
citoquinas proinflamatorias y queratinocitos inviables. Las células dendriticas
ingieren estos detritus celulares y autoantigenos y los presenta a células T y B naive
en el ganglio linfatico, que comienzan una respuesta inmune secundaria especifica
frente a los autoantigenos. A partir de entonces comienza la migracién de células T
CD4+ y CD8+, macrdéfagos, neutrofilos, linfocitos B y células dendriticas al foco de
dafio secundario a la exposicién UV. Los detritus celulares son opsonizados por
inmunoglobulinas y complemento. Los inmunocomplejos activarian las células
dendriticas plasmacitoides que iniciarian la secrecion de IFN alfa. Los linfocitos
citotdxicos CD8+ y efectores CD4+continuardn activando macréfagos y neutroéfilos,
que magnificardn la cascada de la inflamacion mediante la liberacién de mas
citoquinas y especies reactivas de oxigeno y nitrogeno. Los inmunocomplejos
estimulan las células B, inducen la produccidn de citoquinas y el cambio de clase de
los linfocitos B. Durante esta fase expansiva serian detectables en suero los

autoanticuerpos producidos por una poblacién clonal de células B expandidas.

Ademas de esta cascada proinflamatoria, los linfocitos T reguladores CD4+CD25+
(T-reg) desempefian un papel clave en la patogenia de la enfermedad, ya que su
funcién es suprimir la respuesta inmune frente a autoantigenos. Se ha comprobado
que el numero de T-reg circulantes en pacientes con LES activo se encuentra
disminuido. Se ha comprobado, asimismo, que el nimero de estas células se

correlaciona inversamente con los niveles de autoanticuerpos. Igualmente, se ha
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observado que los niveles de T-reg se encuentran disminuidos en la piel afecta de
los pacientes de LEC, y este hallazgo parece deberse a mecanismos propios de la
enfermedad, ya que este hecho no ocurre en otras patologias inflamatorias como

psoriasis, dermatitis atdpica o liquen plano.

La ultima fase es la mas relevante clinicamente. Gran parte de lo que ocurre en
esta fase seria atribuible a la accién de los autoanticuerpos y de los complejos
inmunes que forman éstos, que pueden producir dafio celular a través de muerte
celular directa, activacion celular, opsonizacién y bloqueo de funciones de

moléculas importantes.

Figura 2. Representacion de la patogenia del LEC, adaptado con permiso de Oke et
al’: A. (a) Tras la exposicion a la radiacién UV los queratinocitos expresan citoquinas
proinflamatorias y aumentan la produccién de autoanticuerpos. (b) Los
queratinocitos sufren un dafio en el ADN que detiene el ciclo celular. (c) Necrosis
de queratinocitos apoptoicos que no se han retirado a tiempo. (d) Activacion de
macrofagos y células dendriticas, que (e) fagocitan los detritus y los autoantigenos.
B. Presentacion de autoantigenos por las células dendriticas a linfocitos T y B naive
en el ganglio. C. Respuesta autoinmune, con opsonizacion de restos celulares por Ig
y complemento, formaciéon de inmunocomplejos y ampliacion de la respuesta
inmune mediante la activacion de macréfagos y neutrdfilos, formacién de radicales
libres y cambio de clase de linfocitos B, que forman autoanticuerpos.
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1.1.4. TRATAMIENTO

Aunque se han evaluado varios tratamientos en el LES, para el LEC los estudios
randomizados controlados son bastante mds escasos. En cualquier caso, existe
amplia evidencia del beneficio del uso de proteccién solar para prevenir la
aparicion de las lesiones, ya que tanto la exposicidon a radiacion UVB como UVA
puede provocar la aparicién de lesiones cutaneas’. El protector solar debe aplicarse
entre 20 y 30 minutos antes de la exposicion, en cantidad suficiente (2 mg/cm?) y
repitiendo las aplicaciones ante exposiciones intensas o después del bafio. Ademas
del uso de protector solar, los pacientes deben evitar exponerse al sol en las horas
centrales del dia y pueden beneficiarse del uso de medidas fisicas de

fotoproteccidn, incluyendo ropa, gorro o gafas de sol.

1.1.4.1. Tratamiento topico

- Corticoides tépicos: El uso de corticoides tdpicos potentes mejora las

lesiones cutaneas en el 27% de los pacientes con LEC'. Su principal limitacion es la
aparicion de efectos adversos como atrofia, telangiectasias o dermatitis tipo
rosdcea inducida por corticoides, por lo que su uso debe ser limitado en el tiempo y
preferiblemente de forma intermitente. Se han utilizado también corticoides

intralesionales, con mayor eficacia pero mas riesgo de atrofia cutanea.

- Inhibidores tépicos de la calcineurina: Tanto el tacrélimus al 0.1% como el

pimecrdélimus al 1% se han mostrado eficaces en los casos de LEC. La ausencia de
atrofia cutanea como efecto adverso los hacen especialmente idéneos para su uso
en la cara. Su principal efecto adverso es la sensacion de quemazdén que producen
durante las primeras aplicaciones, lo que limita la adherencia del paciente al

tratamiento.
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- Retinoides tdpicos: Las lesiones muy hiperqueratdsicas del LED pueden

beneficiarse del uso de tazaroteno al 0.05% en gel.

- Imiguimod 5%: se han comunicado casos aislados de mejoria en LED en
cuero cabelludo o diseminados, aunque su accidén agonista sobre receptores tipo

toll podria, en teoria, empeorar la enfermedad.

- R-Salbutamol al 0.5%: su uso se ha mostrado eficaz en un ensayo clinico

controlado y randomizado, aunque no esta comercializado para su uso tépico, por

lo que debe elaborarse como férmula magistral.

1.1.4.2. Tratamiento sistémico:

- Antipaludicos: constituyen la primera linea de tratamiento sistémico. Los
mas utilizados son la hidroxicloroquina y la cloroquina. Cualquiera de los dos
pueden asociarse a quinacrina. Su efecto adverso mas frecuente es la intolerancia
digestiva, pero el mas grave es la retinopatia irreversible, que hace necesarios
controles oftalmoldgicos basales y durante el tratamiento. Su efecto tarda entre 4 y

8 semanas en objetivarse.

- Corticoides: son muy eficaces, pero sus efectos adversos a medio y largo
plazo limitan su uso a manifestaciones muy agudas de la enfermedad a la espera

del efecto de otros farmacos.

- Otros: otros farmacos sistémicos utilizados como segunda linea son
metotrexato, retinoides, dapsona y micofenolato mofetil. El alto riesgo de efectos
adversos o el elevado coste de otros, han limitado el uso de talidomida e
inmunoglobulinas intravenosas respectivamente. Las terapias bioldgicas se vienen
usando en los ultimos afios, especialmente el rituximab, aunque sélo se han

comunicado casos aislados.

29



Vitamina D y lupus cutdneo

1.2. VITAMINAD

1.2.1. Concepto de vitamina

Se denomina vitamina a todo aquel compuesto organico que se necesita en
pequefias cantidades para el metabolismo normal y que no puede ser sintetizado
en las células del organismo. El término vitamina fue acufiado por Kazimierz Funk
en 1912 para designar un factor nutricional capaz de prevenir el beriberi. Esta
sustancia era una amina, la tiamina, y Funk pensé que habria otras “aminas vitales”
o “vitaminas” cuyo déficit explicaba el desarrollo de otras enfermedades
carenciales. Sin embargo, la observacidon de la relacién entre la toma de algunos

alimentos y la prevencion de ciertas enfermedades data de varios siglos antes.
1.2.2. LaVitaminaD

Desde que Mellanby descubrié la vitamina D en 1918, el conocimiento de ésta ha
crecido exponencialmente, especialmente en los ultimos afios. El hecho de que
pueda ser sintetizada en nuestra piel hace que muchos la consideren mas una
hormona que una vitamina. En cualquier caso, podriamos decir que la vitamina D es
la mds dermatoldgica de todas las vitaminas y hormonas, ya que la piel es el Unico
escenario sobre el que se desarrolla su sintesis, para la que la radiacion UV es un

actor necesario.
Bajo el término Vitamina D se engloban dos tipos de sustancias (Figura 3):

- Vitamina D2 o ergocalciferol, que se produce por la accion de la radiacion

UVB sobre el esterol denominado ergosterol en las plantas.
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- Vitamina D3 o colecalciferol, que se sintetiza en la piel por la accién de la
radiacion solar sobre el 7-dehidro-colesterol (7DHC) contenido en los queratinocitos

y en la dermis.

Vitamina D3
{colecalciferol)

=CH;

7DHC
(provitamina D3)

Vitamina D2
(ergocalciferol)

Ergosterol
(provitamina D2)

Figura 3. Estructura del colecalciferol, el ergocalciferol y sus precursores
1.2.3. El descubrimiento de la vitamina D:

El descubrimiento y estudio de la vitamina D va irremediablemente ligado a la
descripcién del raquitismo como enfermedad. Aunque las primeras referencias a
una enfermedad que provocaba deformidades dseas en nifios datan de la época
romana'’, hasta el siglo XVI no empieza a estudiarse esta enfermedad en
profundidad. A mediados del siglo XVI, la mayoria de los nifios que vivian en
nucleos urbanos industrializados muy poblados y contaminados en el norte de

Europa desarrollaban una grave enfermedad que deformaba los huesos y que se
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caracterizaba por retraso del crecimiento, agrandamiento de las epifisis de los
huesos largos, deformidades en las piernas, curvaturas andmalas en la columna,
protuberancias en la parrilla costal (rosario costal) y debilidad muscular. La primera
descripcion detallada de los signos y sintomas del raquitismo pertenece a Francis

Glisson, un médico de Cambrigde que publicé en 1682) su tratado “De Rachitide”

ﬁ‘ACHITIDE’

S1VE
MORBO PUERILE
~ qui valgs
The Wickets dicitur,
Trafatus; .

Opera primo ac potifsimsim
FRANCISCI GLISSONII
Doétoris & publici Profefforis Medi-

cinx in alma Cantabrigie Academid,

& Socii Collegii Medicorim
Londiwenfinm, conlcriptus :

(Figura 4).

Adfeitis i operis focietatem
GEORGIO BATE
T B
AHASUERO REGEMORTERO

Medicime qungue Delforibus, ¢ pariter Sociis
Collegii Afedicorums Londinenfium,

= -l

LONDINI
Typis Guil. Du-gardi ; Impenfis Laurentii Sadler, &
Hoderti Beawmort : apud goos venoune In vico
vulgtriocare Ritle Wiitatn 1650.

Figura 4. Portada del libro “De Rachitide” de Francis Glisson, primera descripcion
detallada del raquitismo.
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Figura 5. Hermana (derecha) y hermano (izquierda) de 4 y 6.5 afios de edad
respectivamente, mostrando las piernas arqueadas y retraso del crecimiento, entre
otras malformaciones esqueléticas. Tomada de Holick et al*> y reproducida con
permiso de American Society for Clinical Investigation.

En 1822 Sniadecki' se percatd de la importancia de la exposicion solar en la
prevencion y tratamiento del raquitismo. Palm™ ahondé en esas observaciones en

1890 y promociond el uso sistematico de los bafios de sol para prevenir el

raquitismo.
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En 1918, Mellanby16 hablaba de la presencia de un factor anti-raquitico en ciertos
alimentos y evitd el desarrollo de raquitismo en perros mediante la administracion
de aceite de higado de bacalao. Mc Collum et al'’ denominaron a este nuevo factor
vitamina D, pues en ese momento ya se conocian la vitamina A, B y C. Hess y
Weinstock'® por un lado y Steenbock vy Black® por otro, observaron que la
irradiacion con luz UV de algunos alimentos y aceites los dotaba de accidn
antirraquitica. Se comenzd entonces a irradiar la leche de vaca o los hongos que se
administraban a las vacas como alimento para aumentar la actividad antirraquitica

20
de la leche™.

Cuando se identifico la estructura quimica de la vitamina D y se empez0 a sintetizar
a partir de algunos hongos de una manera barata, comenzaron a afadirla
directamente a la leche. Sin embargo, observaron que la vitamina D procedente de
los hongos tenia menor accidn antirraquitica que el aceite de higado de bacalao,
por lo que concluyeron que la vitamina D que se producia en la piel humana debia
de ser diferente. La vitamina D fue aislada en la piel del cerdo y se identificé el
7DHC como el sustrato para su sintesis. Para diferenciar las dos formas de vitamina
D, a la vitamina D de los hongos se le denomind vitamina D2 y a la de origen animal

y humano vitamina D3.
1.2.4. Origen de la vitamina D: sintesis y fuentes
La vitamina D puede obtenerse de tres fuentes:

- Alimentos: aportan aproximadamente el 10-20% de los requerimientos
diarios. A diferencia de lo que ocurre en los paises nérdicos o en Norteamérica, los
alimentos en nuestro pais no suelen estar enriquecidos con vitamina D, salvo la

leche desnatada (Tabla 3).
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- Suplementos de vitamina D: poco extendidos en nuestro drea, salvo en

lactantes y en la tercera edad, en estos Ultimos asociados a carbonato célcico.

- Exposicién a la radiacidn ultravioleta B (UVB): supone cerca del 90% de los

requerimientos diarios>. La longitud de onda mas eficaz para la sintesis de vitamina
D va desde 290 a 315 nm?, ya que la capa de ozono impide que longitudes de onda

3 . . . 23
mas cortas lleguen a la superficie de la Tierra™.

Tabla 3. Contenido de vitamina D de los principales alimentos ricos en vitamina D,
adaptado de Wacker et al.**

Alimento Contenido en vitamina D
Aceite de higado de bacalao 400-1000 Ul/cucharada
Yema de huevo 20 Ul/yema de huevo
Caballa en lata 250 Ul/100 g

Salmén de cultivo 100-250 U1/100 g
Sardinas en lata 300 UI/100 g

Setas 100 UI/100 g

Atln en lata 236 Ul/100 g

Queso 12 Ul/100 g

Leche enriquecida (desnatada, semidesnatada, entera) | 32 Ul/100 ml

Leche entera no enriquecida 4 U1/100 ml

Leche desnatada no enriquecida trazas

La radiacién UVB incide en la piel y convierte el 7DHC en previtamina D3, que
isomeriza en pocas horas a vitamina D3%. La intoxicacién de vitamina D por esta via
no es posible ya que la radiacién ultravioleta transforma el exceso de estos
metabolitos en productos inactivos. Como alternativa, la previtamina D3 puede
fotoisomerizarse a dos sustancias inertes (lumisterol y taquisterol) o volver a
convertirse en 7DHC>. Cada una de estas reacciones se dan a una longitud de onda

concreta, pero la luz solar comprende todas estas longitudes de onda. Con la luz
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solar se limita la cantidad de previtamina D3 que se sintetiza, que es menor del 12-
15% del total de la mezcla®. Una vez formada, la vitamina D sale de la membrana
plasmatica del queratinocito y pasa a los capilares de la dermis, a través de la

proteina transportadora de la vitamina D (PTVD).

La vitamina D procedente de la dieta se incorpora a los quilomicrones, que se
liberan al sistema linfatico drenando finalmente en sangre venosa, donde se une a
la PTVD para llegar al hl'gad026. La vitamina D3 y la D2, procedentes de la piel o de la
dieta respectivamente, sufren una primera hidroxilacién en su posicién 25 por la
enzima hepatica vitamina D-25-hidroxilasa (CYP2R1), para formar la 25-hidroxi-
vitamina D (25(OH)D), el metabolito circulante de la vitamina D mas abundante y el
que se utiliza para determinar el estatus de vitamina D de un individuo, ya que sus
concentraciones se mantienen mas estables a lo largo del dia. Este metabolito se
somete a una segunda hidroxilacion a nivel renal por la enzima 25(OH)D-1a-
hidroxilasa (CYP27B1) para formar la hormona secosteroidea 1,25(0OH)2D. La la-
hidroxilacidn renal esta regulada estrechamente, de forma que se estimula por el
influjo de la PTH, hipocalcemia e hipofosfatemia y se inhibe por la hiperfosfatemia,
factor de crecimiento fibroblastico 23 y la propia 1,25(0H)2D”’.
1.2.5. Factores que influyen en la sintesis

1.2.5.1. Factores externos

Para que ocurra sintesis de vitamina D un fotdn debe alcanzar la molécula de 7DHC.
En su trayecto desde el Sol, debe atravesar diversas capas de la atmdsfera, donde se
va atenuando su energia. Por tanto, cuanto mas vertical sea la trayectoria de la
radiacién solar o cuanto menor sea el angulo que se forma entre la incidencia de la
radiacién solar y la vertical (angulo cenital solar) menos se atenuara la energia de
los fotones y mas vitamina D podra sintetizarse. El dngulo cenital solar es menor en

verano, a mediodia y a bajas latitudes.

36



Introduccion

McLaughlin et al.”® demostraron por primera vez que la poblacién en Gran Bretafia
alcanza los niveles séricos maximos de 25(0OH)D en septiembre y los minimos en
diciembre. Webb et al.*® demostraron que en latitudes superiores a 352 no habia
sintesis cutanea de vitamina D desde noviembre a marzo. Fenémenos como las
nubes y las particulas en suspension disminuyen la cantidad de radiacion que llega a
la superficie, por lo que en areas urbanas y zonas contaminadas la sintesis de
vitamina D se ve reducida. En dreas urbanas como Los Angeles o Ciudad de México,
donde los niveles de didxido de nitrégeno y de ozono son elevados, pocos fotones
de radiacién UVB alcanzan a sus habitantes®’. A mayores altitudes, menor espesor
de la atmdsfera debe atravesar la radiacidn, por lo que la atenuacion sera menory
llegaran mas fotones a la superficie de la tierra. Como el cristal absorbe toda la
radiacién UVB, no se produce vitamina D cuando la piel se expone a radiacion solar

4, . 27
a través de un cristal™’.

1.2.5.2. Factores personales

- Tipo de piel:

La cantidad de previtamina D3 que puede sintetizar nuestra piel estd determinada
genéticamente y se relaciona con el fototipo. La melanina, mas abundante en la piel
oscura, al mismo tiempo que protege de las quemaduras solares absorbe los
fotones impidiendo que éstos incidan sobre el 7DHC. Al mismo tiempo, la
distribucion geografica de la poblacion se relaciona con su fototipo: los fototipos
claros (I y Il de Fitzpatrick) originarios de latitudes altas en las que el riesgo de
quemadura solar es minimo, maximizan el efecto de la escasa radiacidon UV que les
llega para sintetizar previtamina D3; por el contrario, los fototipos altos (V y VI de
Fitzpatrick) son originarios de latitudes bajas, a los que las grandes cantidades de
melanina les protege de quemaduras solares pero la melanina ejerce un efecto

pantalla que les hace requerir de grandes exposiciones a la radiacion UV para la
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sintesis de previtamina D3. Sin embargo, los movimientos migratorios provocan el
aumento de riesgo de quemaduras solares y cancer en los individuos de fototipo
bajo que migran mas cerca del ecuador y el déficit de sintesis de vitamina D en

aquellos individuos de piel oscura que se alejan del ecuador.

Aunque eritema vy sintesis de vitamina D no representan el mismo concepto, la
dosis eritematosa minima es un buen predictor de la capacidad de la piel para
sintetizar vitamina D. No obstante, la sintesis de vitamina D ocurre a dosis
suberitematosas de radiacién UV. La sintesis de vitamina D llega a un plateau pocos
minutos después del inicio de la exposicion solar. Pasado este tiempo, la vitamina D
es al mismo tiempo fotolabil y se convierte en productos inactivos con exposiciones
prolongadas”’. Por tanto, en ninguin caso estarfa justificada una quemadura solar en

busqueda del aumento de sintesis de vitamina D.
- Edad:

El envejecimiento lleva asociado diversas circunstancias que justifican un descenso
de los niveles de vitamina D, como son la falta de exposicion solar en pacientes
encamados, disminucién de ingesta dietética y malabsorcion®. A estas
circunstancias se suma la disminuciéon de la eficiencia en la sintesis de vitamina D:
Se estima que la concentracidn de 7DHC se reduce a la mitad desde la adolescencia
a la senectud®, lo que implica reducir a la mitad las posibilidades de sintetizar

vitamina D.
- Ropa:

La cantidad de piel que se expone a la radiacion UV influye en los niveles de
vitamina D. Si se expone la cabeza y cuello a la radiaciéon UV durante 20 minutos se

produce aproximadamente la misma cantidad de vitamina D que si exponemos
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todo el cuerpo durante 2 minutos”>. Por tanto, la cultura y la religién condicionaran
también la sintesis de vitamina D, que se ve reducida en aquellas culturas en las
que existe la costumbre o la obligacion de vestir velo, especialmente el velo
integral®’. Otros factores que modifican nuestro estilo de vestir, como son la moda,
la edad y la temperatura del ambiente, condicionaran también la sintesis de

vitamina D.
- Proteccion solar:

Los protectores solares fueron ideados para evitar que la radiacion UVB, y mas
recientemente la UVA, alcancen nuestra piel, por lo que son también una barrera
para la sintesis de vitamina D. Si se aplica correctamente un protector solar con
factor de proteccién solar (FPS) 15 la sintesis de vitamina D se reduce un 99.9%; si
se utiliza un FPS 8 la reduccion de la sintesis es del 97.5%, aungue en la practica es
muy poco frecuente que se aplique el protector solar de forma adecuada para que
mantenga las propiedades que se testan in vitro>>. Ademas, la aplicacion de
protector solar se suele asociar a exposiciones mads intensas y prolongadas a la
radiacién UV, por lo que finalmente se compensa el efecto que el protector solar

podria ejercer sobre los niveles de vitamina D.
1.2.6. Niveles de 7DHC y vitamina D:

Intuitivamente, se podria pensar que los trastornos malabsortivos o la toma de
farmacos que disminuyan los niveles de colesterol disminuyen los niveles de 7DHC y
por tanto de vitamina D, pero no es el caso. En un estudio llevado a cabo con
pacientes con enfermedad de Crohn o cirrosis biliar primaria que presentaban
déficit de vitamina D se encontraron niveles normales de 7DHC en su piel, incluso

. 34
mas alta que en controles™.
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Un estudio llevado a cabo con pacientes con cardiopatia isquémica aguda demostré
que el tratamiento con atorvastatina como prevencidon secundaria, ademas de
disminuir los niveles de colesterol y triglicéridos, conseguia aumentar los niveles de
. . 35 . , .

vitamina D". Sin embargo, los quemados si que presentan menos niveles de 7DHC

, . . . .z . 36
no sélo en las cicatrices de sus quemaduras sino también en la piel adyacente™.
Ademas, en estos pacientes también se ve mermada la capacidad de convertir el

7DHC en previtamina D3.

El sindrome de Smith-Lemli-Opitz es una enfermedad autosémica recesiva que se
caracteriza por la presencia de anomalias congénitas multiples, déficit intelectual y
problemas de comportamiento. Su origen estd en una mutacién que conduce al
déficit del enzima 3 beta-hidroxiesteroide-delta 7-reductasa, que convierte el 7DHC
en colesterol, y se caracteriza por presentar concentraciones elevadas de 7DHC en
plasma y tejidos y niveles bajos de colesterol. Sin embargo, en estos pacientes no se

observan niveles elevados de 25(0H)D ni de 1,25(0H)2D*".
1.2.7. Recomendaciones dietéticas de vitamina en poblacién general

Las recomendaciones actuales de ingesta de vitamina D, segun el Institute of

Medicine (IOM), quedan recogidas en la tabla 4:

Tabla 4. Recomendaciones dietéticas diarias de vitamina D segun el IOM para
poblacién sana. Ul: unidades internacionales, teniendo en cuenta que 1
microgramo (mcg) equivale a 40 UI.

Grupo de edad | Necesidades diarias (Ul/d) | Limite superior (Ul/d)
0-6 meses 400 1000
6-12 meses 400 1500
1-3 afios 600 2500
4-8 ainos 600 3000
9-70 afios 600 4000
>70 afios 800 4000
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Estas recomendaciones han sido suscritas por la American Academy of
Dermatology, que puntualiza ademds que dadas las nuevas evidencias sobre los
efectos de estas vitaminas, estos valores estan pendientes de revisar al alza, de
forma que el aporte dietético permita sustituir en parte a la exposicion solar, dado

el riesgo de cancer de piel que se deriva de la misma®.
1.2.8. Relacion entre PTH y vitamina D

Existe una relacion inversa entre 25(0OH)D y PTH en suero. El déficit de vitamina D
produce un aumento de la PTH, que a su vez estimula el turnover dseo e induce la
resorcion ésea. La hipocalcemia produce el mismo efecto inductor sobre la
liberacién de PTH, que estimulard la 1-alfa hidroxilacion de la 25(0OH)D para
aumentar los niveles de la forma activa de la vitamina, que finalmente captara mas
calcio de intestino y rifion’”. Al mismo tiempo, la 1,25(0H)2D inhibe la transcripcion
del gen de la PTH, lo que sirve de mecanismo autorregulador para mantener los

niveles de PTH.
1.2.9. Definicion de valores normales de vitamina D

La prevalencia del déficit o de la insuficiencia de vitamina D dependera del punto
de corte que utilicemos. Sin embargo, no existe consenso sobre cual debe ser dicho
punto de corte. Tradicionalmente, se ha dicho que valores por debajo de 10 ng/ml
inducen hiperparatiroidismo secundario y osteoporosis, mientras que niveles por
encima de 20 ng/ml eran considerados normales. Paralelamente a la atribucién de
nuevas funciones a la vitamina D, ha ido aumentando el umbral de recomendacion
de esta vitamina. Segun el IOM, concentraciones séricas de 25(0OH)D por encima de
50 nmol/l (20 ng/ml) son suficientes para mantener el buen estado de los huesos
en el 97% de la poblacic')n4°. Sin embargo, estos valores no son compartidos por la

Endocrine Society“, que propone 20 ng/ml como punto de corte para el déficit de
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vitamina D y 30 ng/ml para la insuficiencia de esta vitamina. Un estudio llevado a
cabo en Oviedo encuentra que para garantizar la prevencién de hipoparatiroidismo

. . . . . 42
secundario se deben mantener niveles de vitamina D por encima de 40 ng/ml™.

En la practica, los puntos de corte que mas se han utilizado en los articulos

31,43-46

publicados sobre ensayos clinicos han sido 10 ng/ml para déficit y 30 ng/ml

22,47-50

para insuficiencia . El punto de corte de 20 ng/ml ha sido utilizado tanto para

22,49 31,35,45,46,51-53

definir el déficit como para la normalidad . En algunos estudios

acerca de lupus y vitamina D se ha utilizado 15 y 30 ng/ml para definir el déficit y la

. _ . . . 42,48
insuficiencia de vitamina D™

Como vemos, existe mucha controversia sobre cudles deben ser los puntos de corte
y disparidad en los valores utilizados hasta ahora. En este estudio hemos utilizado
10 y 30 ng/ml como puntos de corte. Sin embargo, cuando el nimero de
participantes que quedaban en un estrato era demasiado bajo para permitir el

andlisis de los datos, hemos utilizado 15 ng/ml o 20 ng/ml segln convenia.
1.2.10. Ubicuidad del receptor de la vitamina

La 1,25(0OH)2D ejerce su accion a través del receptor de vitamina D (VDR). La
identificacion del VDR en los ultimos afios en tejidos diferentes a rifidn, intestino y
hueso ha abierto la puerta a la investigacion de nuevas funciones para esta
vitamina. La Tabla 5 recoge los resultados de las investigaciones sobre la presencia

del VDR en diversos tejidos.
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Tabla 5: Tejidos donde se ha investigado la expresidn del receptor de la vitamina D.
Adaptado de Wang el al>

Cantidad de VDR | Tipo de células en las que se

Tejido
que se expresa encuentra
Intestino Delgado ++++H+ Epitelio
Intestino Grueso +H++H++ Epitelio
Higado -
Pancreas +++ Células epiteliales beta
Rifion
Tubulo distal -+t ) o )
i ) Células epiteliales y podocitos
Tubulo proximal ++
Podocitos glomerulares +

Sistema respiratorio

Células alveolares - Epitelio
Bronquios +++++

Hueso

Osteoblastos +H+++ Osteoblastos
Condrocitos + Condrocitos
Musculo> +

Sistema inmune . ,
Monocitos/macréfagos,

Timo +H+++ ] . o
o Linfocitos Ty B, Neutrdfilos

Bazo / ganglios linfaticos ++

Sistema endocrino +H++

Tiroides -

Paratiroides +H++H+++ Epitelio gldndulas paratiroides

Hipdfisis +++

Glandulas suprarrenales -

Encéfalo -
. Células germinales testiculares,
Sistema reproductor ++++ o .
, epitelio de prostata y mama
Testiculos ++ i )
i Células germinales
Prostata ++++ o
Epitelio
Mama ++++ o
Epitelio
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La 1,25(0OH)2D ejerce sus numerosas acciones bioldgicas regulando la transcripcién
genética a través de un receptor nuclear de vitamina D de alta afinidad. El
metabolito activo de la vitamina D se une a este receptor que se une al receptor X
del acido retinoico para formar un dimero que se une a secuencias especificas del
ADN conocidas como elementos de respuesta a la vitamina D. Se estima que entre
200 y 2000 genes poseen elementos de respuesta a la vitamina D o se estan
regulados por genes con dichas secuencias”. Un estudio de microarrays sobre la
influencia del estatus de vitamina D y suplementos de colecalciferol en la expresién
genética en leucocitos antes y después de los suplementos de vitamina D encuentra
que la mejoria en la concentracion de 25(0OH)D se asocia con la alteracién en 1.5
veces de la expresién de 291 genesse. Este estudio sugiere que el aumento de los
niveles de vitamina D afectaria significativamente a la expresion de genes
relacionados con diferentes rutas metabdlicas implicadas en cancer, trastornos
autoinmunes y enfermedad cardiovascular, procesos que han sido relacionados con

el déficit de vitamina D*°.
1.2.11.1. Acciones de la vitamina D

La forma activa de la vitamina D es la 1,25(0H)2D*’. Ademas de su papel protector
ante fracturas 6seas, raquitismo, osteomalacia y osteoporosis, se cree que la
vitamina D ejerce un papel protector sobre un amplio espectro de enfermedades
cronicas, incluyendo cancer, enfermedad cardiovascular, trastornos metabdlicos,
enfermedades mentales y trastornos autoinmunes. El déficit de vitamina D se ha
asociado a tasas mas elevadas de tuberculosis™ y se ha relacionado Ila
estacionalidad de la epidemia de la gripe con las fluctuaciones en los niveles de

. . 59
vitamina D™
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1.2.11.1. Accidn a nivel intestinal y renal:

La importancia de la vitamina D radica en el papel que ejerce sobre el metabolismo
del calcio y fésforo y su repercusién en la salud ésea. La funcion mas importante de
la vitamina D es optimizar la absorcion de calcio y fosforo (fosfato calcico) a nivel
intestinal para la formacion adecuada de la matriz mineral dsea y la prevencion de
la hipocalcemia e hipofosfatemia. La 1,25(0OH)2D regula estrechamente la funcién
de los transportadores del calcio que existen tanto en la pared luminal del
enterocito, especialmente a nivel del duodeno, como en la pared basal del
enterocito, controlando de esta manera la cantidad de calcio que pasa al torrente
sanguineo. Ademas, la 1,25(0H)2D induce la expresidon de genes que favorecen la
absorcidn intestinal de calcio. Se estima que con niveles bajos de vitamina D, el
cuerpo no absorbe mas del 10-15% del calcio de la dieta; con niveles suficientes de

esta vitamina, la absorcion intestinal asciende al 30-40%>.
A nivel renal, la 1,25(0OH)2D disminuye la excrecion tubular de calcio y fésforo.

1.2.11.2. Accién sobre el metabolismo dseo:

A nivel 6seo, la 1,25(0H)2D favorece el aumento de proteinas de la matriz dsea,
como son la osteocalcina, osteopontina y coldgeno tipo |I. Ademas, estimula la

diferenciacion osteoclastica y su actividad.

- La administracion de cantidades extremas de vitamina D causa absorcion
6sea. En ausencia de vitamina D, el efecto de la PTH en la absorcién 6sea se reduce
significativamente. No se conocen en detalle los mecanismos por los que se
produce este resultado: se cree que ocurre por el efecto de la 1,25(0OH)2D en el

aumento del transporte de calcio a través de la membrana celular.
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- La vitamina D en cantidades pequefias promueve la calcificaciéon dsea,
tanto directamente como mediante el aumento de la absorcion intestinal de calcio

y fésforo.

1.2.11.3. Otras acciones de la vitamina D

1.2.11.3.1. Vitamina D y sistema cardiovascular:

Numerosos estudios epidemioldgicos, algunos prospectivos, y metaanalisis han
demostrado la asociacion inversa entre niveles de vitamina D y riesgo
cardiovascular. Un analisis prospectivo reciente sobre incidencia de factores de
riesgo cardiovascular y niveles de vitamina D** encontré que niveles inferiores a 30
ng/ml de 25(H)D se asocia a un aumento significativo de diabetes, hipertension,
hiperlipidemia y enfermedad vascular periférica. Ademas, aquellos pacientes sin
factores de riesgo previos para enfermedad cardiovascular pero con deficiencia
severa de vitamina D, veian aumentada la probabilidad de desarrollar diabetes tipo
2, hipertension e hiperlipidemia. Encuentran también una alta correlacion inversa
entre niveles de vitamina D y enfermedades coronarias, infartos de miocardio, fallo
cardiaco e ictus. Estos resultados han sido corroborados por otros estudios mas
pequefios®’. En el caso de los pacientes con LES, se ha observado una correlacién
inversa entre los niveles de 25(0OH)D y la tension arterial diastélica, LDL colesterol,

lipoproteina a, indice de masa corporal y DM-I1%.
1.2.11.3.2. Vitamina D y funcion muscular:

El déficit de vitamina D se asocia a dolor muscular difuso, debilidad muscular de
predominio proximal, enlentecimiento de movimientos e inestabilidad para la

marcha. Probablemente su origen es multifactorial y se relaciona con el
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hiperparatiroidismo secundario, hipocalcemia, hipofosfatemia y déficit de la propia

1,25(0H)2D%.

Niveles de vitamina D por encima de 16 ng/ml se asocian con mejor funcion
. . . . . 64
muscular en miembros inferiores en pacientes ancianos” . Los suplementos de
calcio y vitamina D reducen mas el riesgo de caidas que el calcio sélo en la
.y . 65 T )
poblacién anciana™. Un metaandlisis mostré que el uso de suplementos de 700 a
1000 Ul/dia o niveles séricos de 25(0OH)D 224 ng/ml reduce el riesgo de caidas un

19%y 23% respectivamente%.
1.2.11.3.3.Vitamina D y cdncer:

Tanto el VDR como la 1-a-hidroxilasa se expresan en la mama, colon, prdstata y

. . , . 22
pancreas entre otros tejidos, tanto en las células normales como en las malignas™.
Numerosos estudios, tanto in vivo como in vitro, han demostrado que el
tratamiento de estas células con vitamina D o analogos disminuye su proliferacion,

mientras que su déficit promueve su proliferacion.

El efecto antineopldsico de la vitamina D deriva de su accién inhibitoria sobre los
genes que regulan el ciclo celular, la induccién de apoptosis y la reduccion de la
capacidad de invasion y angiogénesis. El efecto antiproliferativo de la vitamina D
podria ocurrir tanto de forma autocrina como paracrina, mediante la conversién de

la 25(OH)D en 1,25(0H)2D.

Un estudio con mujeres postmenopdusicas a las que se tratd con calcio, calcio mas
vitamina D o placebo detectd una reduccidn significativa en la incidencia de cancer

(de cualquier tipo) en el grupo que recibio calcio mas vitamina D¥.
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1.2.11.3.4. Vitamina D y sistema inmune:

Cada vez son mas numerosos los estudios que relacionan la vitamina D con la
funcién inmune e inflamatoria. Se ha demostrado el papel de la vitamina D en la
. T . . . 68
respuesta inmune y la susceptibilidad a agentes infecciosos como M. Tuberculosis
. . ,o. . o . 69
o infecciones viricas y bacterianas del tracto respiratorio”". El VDR se expresa
ampliamente en células del sistema inmune incluyendo linfocitos T y B, neutréfilos

y CPA como los macréfagos.

Los niveles bajos de vitamina D se han asociado de forma repetida al aumento del
riesgo de esclerosis multiple. Un estudio llevado a cabo sobre 7 millones de
militares en Estados Unidos demostré que el déficit de vitamina D antes de los 20
afos es un predictor para el desarrollo de la enfermedad en participantes de raza
blanca, de forma que si aumentan los niveles en 20 ng/ml la OR para la aparicidn de

la enfermedad es de 0.59 (IC 95% 0.36-0.97)°.

Igualmente, ademas de la relacidn entre déficit de vitamina D y el desarrollo de
diabetes tipo I, diversos estudios epidemioldgicos han observado que la ingesta de
vitamina D en edades tempranas reduce el riesgo del desarrollo posterior de

71-73 . s , . .
. Esta reduccién podria cifrarse en el 26% si se suplementa la

diabetes tiipo |
dieta con aceite de higado de bacalao”, 33% con suplementos de vitamina D en
general” y hasta el 78% si se administra 2000 Ul al dia de vitamina D”. Estos
estudios evidencian la importancia de mantener niveles adecuados de vitamina D

desde la infancia.
1.2.11.3.4.1. Vitamina D e inmunidad innata:

Las primeras muestras del efecto de la vitamina D sobre la inmunidad innata se

observaron en 1986, cuando Rook descubrid la capacidad de la 1,25(0OH)2D de
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inhibir el crecimiento de M Tuberculosis™®. Sin embargo, hasta la década pasada no
se ahondo en el estudio de los mecanismos por los que se producia este efecto. Se
ha observado que existen elementos de respuesta a la vitamina D en la regidn
promotora del gen de la catelicidina, que es un péptido antimicrobiano que se
encuadra dentro del grupo de defensinas’”. Posteriormente se ha visto que la
1,25(0H)2D induce la expresién de catelicidina en las células de estirpe mieloide’®,
células del epitelio bronquial”’ y queratinocitos78. Se ha visto ademas que la
25(0OH)D también puede inducir de forma autocrina la sintesis de la catelicidina en
aquellas células que expresan la 1-alfa-hidroxilasa’®. Esta enzima, ademas de
expresarse en el tubulo proximal renal, puede expresarse en otras células ante
estimulos patoldgicos, que activarian la respuesta inmune a través de receptores
tipo Toll®®. Esto ocurre con M. Tuberculosis, que estimula los receptores tipo toll 2
de los macrdéfagos, e inducen en éstos tanto la expresion de 1-alfa-hidroxilasa como
del VDR, promoviendo la induccién paracrina de catelicidina y la muerte bacteriana

en respuesta a 25(0OH)D.

Este mecanismo se da sobre todo en macréfagos, pero no es exclusivo de los
mismos, ya que también se ha observado la induccién de catelicidina en los
queratinocitos en respuesta a la sintesis autocrina de 1,25(0OH)2D, aunque requiere
la induccidn previa de la expresion de receptores tipo toll 2”°. En ausencia de estos
receptores, la expresion de factor de crecimiento transformante beta-1 (FCT-B1)
parece tener un papel importante como inductor de la sintesis de 1-alfa-

hidroxilasa”.
1.2.11.3.4.2. Vitamina D e inmunidad adaptativa

El hecho de que el VDR se exprese en linfocitos T y B activados, pero no en los
inactivos, sugiere el papel modulador que puede desempefiar la vitamina D en la

respuesta inmune adquirida o adaptativa.
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- Linfocitos B: la accion inmunomoduladora de la 1,25(0OH)2D sobre los
linfocitos B ocurre tanto de forma indirecta, a través de los linfocitos T helper (Th),
como directa®. En definitiva, el papel de la 1,25(0H)2D sobre los linfocitos B
consiste en disminuir su proliferacion, su diferenciacion a células plasmaticas y su

cambio de clase a células B memoria.

- Linfocitos T: La 1,25(0OH)2D disminuye la proliferacién de linfocitos Th y la
produccion de citoquinas por parte de los mismos. La activacion de de linfocitos Th
naive ante la exposicion a antigenos da lugar a la generacion de linfocitos ThO
pluripotentes que pueden diferenciarse a Th1l (productores de citoquinas IL2, IFN-y
o FNT, implicados en la inmunidad celular) o a Th2 (productores de citoquinas como
IL-3, IL-4, IL-5 o IL-10, implicados en la inmunidad humoral). La 1,25(0OH)2D tiene la
propiedad de inhibir las citoquinas Th1® y aumentar las Th2®. Ademis, en los
ultimos afios se ha visto que la 1,25(0H)2D induce la generacién de linfocitos T
reguladores CD4+CD25+ productores de IL-10 (T-reg). Antes conocidos como
linfocitos T supresores, los T-reg inducen la tolerancia a autoantigenos, por lo que
son un elemento clave en la patogenia de enfermedades autoinmunes y

enfermedad injerto contra huésped.

- Células dendriticas: Los efectos tolerogénicos de la 1,25(0OH)2D en la

presentacion de antigenos de las células dendriticas parecen estar limitados a las
células dendriticas mieloides, y no a las plasmacitoides. La 1,25(0OH)2D disminuye la
maduracion de las células dendriticas y estimula la liberacién de IL-10 por parte de

las mismas, que actuara inhibiendo a los linfocitos Thl e induciendo a los T-reg.
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1.3. RADIACION ULTRAVIOLETA

La luz UV (200-400 nm) se subdivide en funcién de la longitud de onda en UVA
(320-400 nm), UVB (290-320 nm) y UVC (200-290 nm). La luz solar habitualmente
solo contiene radiaciéon UVA y UVB, ya que la UVC es absorbida por la capa de
ozono. La radiacidon UVA penetra a través de las capas de la epidermis y dermis y es
absorbida débilmente por las biomoléculas; sin embargo, la radiacion UVB no
penetra mucho mas alld de la epidermis y se absorbe intensamente por el ADN y
proteinas. Por tanto, la radiacion UVB tiene efectos fotobioldgicos mas
importantes, incluyendo la induccion de apoptosis por diversos mecanismos que
incluyen dafio directo del ADN y formacion de especies reactivas de oxigeno.
Durante el proceso de la apoptosis, muchos autoantigenos sufren una traslocacién
al lado externo de la membrana celular, de forma que quedan expuestos al sistema

. 83
Inmune .

La radiacion UVB induce la produccion de citoquinas necesarias para reclutar
células dendriticas, linfocitos y macrdfagos. Estas células son necesarias para retirar
los cuerpos apoptdticos. Esta accidon quimiotactica se produce porque las células de
Langerhans, presentes en la epidermis, migran a los ganglios linfaticos cuando
incide la luz UVB®. Las lesiones de LEC no se reproducen inmediatamente tras la
aplicacion de radiacion UV, sino que alcanza su maximo efecto 2-3 semanas

, 85
después .
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1.4. VITAMINADY LUPUS

La funcidon mas conocida de la vitamina D es su papel en la homeostasis del calcio,
estimulando su absorciéon a nivel intestinal y renal y contribuyendo a la
mineralizacion optima del hueso y a la reduccién del riesgo de fracturas. Sin
embargo, como hemos comentado previamente, se han demostrado otras
funciones menos conocidas de la vitamina D, incluyendo efectos importantes en la
regulacién de la proliferacidn y diferenciacion celular y modulacién de la respuesta
inmune. Probablemente, el principal papel inmunomodulador de la vitamina D sea
a través del desarrollo de células dendriticas con propiedades tolerogénicas™. La
1,25-dihidroxi-vitamina D inhibe la produccién de IL-12 y, secundariamente, la
transformacién de las células Th1l en un fenotipo Th2. Con respecto a las células B,
la adicidn in vitro de 1,25-dihidroxi-vitamina D suprime la proliferacién de células B

. . . . .z . . 86
estimuladas, ademas de reducir directamente la secrecion de inmunoglobulinas™.

Kamen et al.*’ comenzaron a estudiar la prevalencia de insuficiencia y deficiencia
de vitamina D en pacientes con LE sistémico y hallaron en esta poblacion niveles
significativamente mas bajos que en los controles. Desde entonces han proliferado
los estudios en la misma linea que corroboran esta observacidn en pacientes con
LES. Sin embargo, son escasos en la literatura los estudios acerca de los niveles de
vitamina D en pacientes con LEC, y en éstos, no se diferencian los pacientes
diagnosticados de LEC de otros pacientes con LES con manifestaciones cutaneas de
la enfermedad®. Por tanto, después de una cuidadosa revisidon bibliografica,
encontramos la necesidad de llevar a cabo un estudio que valore los niveles de
vitamina D en los pacientes con LE exclusivamente cutaneo y aquellos rasgos de la
enfermedad o de la conducta de los pacientes que se asocian a déficit de vitamina

D. De esta forma, pretendemos anticipar los problemas de salud a los que se
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expone una poblaciéon cuyos habitos de vida les puede conducir a trastornos,
principalmente en su metabolismo dseo, que de ser conocidos, podrian evitarse

mediante una profilaxis adecuada.
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2.1. OBIJETIVOS GENERALES

Llevamos a cabo este estudio con el objetivo de conocer los niveles de vitamina D
en pacientes con LEC. Para poder interpretar los resultados obtenidos estudiamos
también los niveles de vitamina D en poblaciéon general. En ambos grupos,
tratamos de identificar aquellos factores que se asocian a déficit de esta vitamina y
valoramos el efecto del tratamiento del déficit de vitamina D en la gravedad de la

enfermedad y en los niveles de vitamina D.

2.2. OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1. Articulo 1: El objetivo fue conocer la prevalencia del déficit e insuficiencia
de vitamina D en pacientes con LEC e identificar aquellas variables demograficas o

de la enfermedad asociadas a dicho déficit.

2. Articulo 2: En este trabajo estudiamos el estatus de vitamina D en
poblacién general e investigamos qué variables influian en los niveles de vitamina

D.

3. Articulo 3: En este estudio valoramos la relacion entre niveles de vitamina

D y colesterol en poblaciéon general y la relacion con el tratamiento con estatinas.

4. Articulo 4: Finalmente, en este estudio comparamos el estatus de vitamina
D en pacientes con lupus y en poblacién general, valoramos la relaciéon entre
niveles de vitamina D y gravedad de la enfermedad y estudiamos el efecto de la

correccion de los niveles de vitamina D en la gravedad de la enfermedad.
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El estudio se ha desarrollado en el Hospital Universitario Doctor Peset de Valencia,
que es el hospital de referencia del area 9 de Salud de la Agencia Valenciana de
Salud. En el momento de iniciar el estudio, este hospital daba cobertura sanitaria a
377820 ciudadanos. Valencia es una ciudad costera ubicada a una latitud de 39° 28'
50" Ny longitud de 0° 21' 59" O, 11 metros por encima del nivel del mar, con una

humedad relativa del 65% en verano y una media de 2660 horas de sol al afio.

3.1. PARTICIPANTES

Se crearon dos grupos de participantes:

A. Individuos con LEC: Invitamos a participar en el estudio a todos aquellos
pacientes con LE cutdneo que acudieron a nuestra consulta entre mayo y octubre
de 2008. Entre los criterios de inclusién figuraban:

- Diagnéstico de LEC de al menos 1 afio de evolucidn, en base a criterios
clinicos, histoldgicos y analiticos

- LEC crénico o subagudo

- Mayor de 18 afios

Los criterios de exclusion fueron los siguientes:

- Pacientes con manifestaciones extracutdneas de la enfermedad

- Pacientes que cumplian al menos cuatro criterios del American College of
Rheumatology (ACR) de LES.

- Insuficiencia renal

- Hiperparatiroidismo

- Embarazo

- Tratamiento crénico con corticoides sistémicos.
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A. Los individuos aparentemente sanos fueron captados en el mismo periodo
entre los familiares de pacientes que acudian a la consulta y personal sanitario que

trabajaba en el centro.

Los criterios de inclusion eran ser mayor de edad y los criterios de exclusién fueron

los siguientes:

Historia de enfermedad fotoagravada
- Tratamiento crénico con corticoides orales
- Insuficiencia renal

- Hiperparatiroidismo

Todos los participantes dieron su consentimiento informado para ser incluidos en
el estudio, de acuerdo con la Declaracidon de Helsinki. El comité ético del hospital

aprobo el protocolo del estudio (CEIC 20/09)

Articulo 1: En este trabajo se siguieron los criterios de inclusidon y exclusidn
mencionados anteriormente. Se trata de un estudio piloto de comparacion del

estatus de vitamina D en pacientes con LE cutdneo y controles.

Articulo 2:. En este trabajo incluimos solamente a participantes aparentemente

sanos, es decir, aquellos que no tenian el diagndstico de LE.

Articulo 3: Al igual que en el segundo trabajo, solo incluimos a aquellos individuos
aparentemente sanos. Ademas de los criterios de exclusién comunes al resto de
articulos, excluimos también a los participantes con hipercolesterolemia familiar y

a aquellos con cardiopatia isquémica.

Articulo 4: Este es el estudio definitivo que llevamos a cabo después de ampliar el
tamafio de la muestra utilizada en el primer trabajo. En este trabajo se incluyeron a

todos los pacientes con LEC y a dos controles apareados por edad (+2 afios) y sexo.
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Para la segunda fase de este trabajo, se excluyeron a aquellos pacientes con LEC
que recibian tratamiento con suplementos de vitamina D en el momento de su

inclusion.

3.2. DISENO DEL ESTUDIO

Articulos 1, 2 y 3: Se trata de estudios transversales observacionales. El estudio del

primer articulo es caso control.

Articulo 4: Este estudio consta de dos fases: la primera fase es un estudio
transversal observacional caso control, siendo los casos aquellos participantes con
lupus, y los controles los participantes sanos. La segunda fase transcurre un afo
después de la primera. Se trata también de un estudio observacional retrospectivo,
en el que se compara a los pacientes con LEC que han recibido tratamiento para su
déficit de vitamina D frente a los que no se han tratado, en cuanto a la gravedad de

la enfermedad.

3.3. EVALUACION CLiNICA BASAL

Articulos 1-4: Todos los participantes fueron evaluados en el momento de su
inclusidon para conocer edad, sexo, enfermedades crdnicas, medicacién habitual,
toma de suplementos dietéticos, uso de protectores solares, exposiciéon solar
habitual, habito tabaquico y menopausia. En la exploracién clinica pesamos vy
medimos a los participantes para conocer su indice de masa corporal (IMC) y

determinamos el fototipo de Fitzpatrick. Ademas, estudiamos la ingesta media
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diaria de vitamina D basandonos en la cantidad y frecuencia de ingesta de

alimentos ricos en vitamina D durante la semana previa a la encuesta.

Articulos 1 y 4: Ampliamos el interrogatorio a los pacientes con lupus para conocer
si presentaban sintomas de fotosensibilidad, tiempo de evolucion y tratamiento
actual para su enfermedad y gravedad de la misma. Para evaluar la gravedad de la
enfermedad nos basamos en tres parametros:

- numero de brotes de su enfermedad durante el afio previo,

- numero de dias con lesiones activas

- Cutaneous Lupus Erythematosus Disease Area and Severity Index (CLASI):
se trata de una herramienta que cuantifica la gravedad del LEC considerando tanto
la actividad de la enfermedad, en forma de eritema y descamacion, como el dafio
provocado por la misma, en forma de despigmentacion y cicatrices, tomando como
referencia trece areas corporales. El resultado se expresa en forma de dos valores
numéricos uno para la actividad (CLASI A) y otro para el dafio (CLASI D),

. 7 89
representando los valores mas altos a las formas mas graves de la enfermedad™ .

3.4. TRATAMIENTO INDICADO Y CRITERIO PARA SELECCION DE
PACIENTES TRATADOS

Recomendamos el tratamiento con vitamina D3 a los pacientes con LEC que
presentaban niveles insuficientes de esta vitamina y que acudieron a nuestra
consulta en junio o julio de 2008. Para crear un grupo control, dejamos sin
tratamiento a los pacientes con LEC que acudieron a consulta después de julio de

2008. El esquema del tratamiento fue el siguiente:
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- Durante 40 dias tomaron vitamina D3 Kern, solucién oleosa, 15 gotas al
dia, e Ideos® comprimidos masticables, un comprimido al dia. Esta combinacion

suma 1400 Ul de colecalciferol y 1250 mg de carbonato calcico al dia.

- Pasados los primeros 40 dias suspendian la vitamina D3 Kern y seguian con
dos comprimidos al dia de Ideos® comprimidos masticables, sumando 2500 mg de
carbonato cdlcico y 800 Ul de colecalciferol al dia, hasta completar un afio de

tratamiento.

Los pacientes que, a pesar de tener niveles insuficientes de vitamina D y acudir en
junio o julio de 2008 a la consulta, no deseaban recibir tratamiento para la
insuficiencia de vitamina D, fueron asignados al grupo control, como también lo

fueron aquellos pacientes que tenian contraindicado este tratamiento.

3.5. DETERMINACIONES ANALITICAS

Articulos 1-4: Durante el mes siguiente a la entrevista se extrajo una muestra de
sangre en ayunas a los pacientes para determinar los valores de 25(OH)D, PTH,
calcio y fosforo, urea y creatinina. Medimos la 25(0OH)D y la PTH mediante

inmunoensayo de quimioluminiscencia.

Articulo 3: Ademas de las determinaciones comunes, medimos glucosa, colesterol
total, HDL colesterol y triglicéridos. Calculamos el LDL colesterol mediante la

ecuacion de Friedewald.

Articulos 1 y 4: A los pacientes con LEC se les midid también los niveles de la
fracciones C3 y C4 del complemento y anticuerpos antinucleares (ANA) en el

momento de inclusidn en el estudio.
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Articulo 4: Los pacientes con LEC que tomaron los suplementos de vitamina D se
sometieron a una segunda determinacién analitica después de un afio de

tratamiento para medir calcio, fésforo, 25(0OH)D y PTH.

3.6. EFECTO DE LA INTERVENCION

Articulo 4: Indicamos a los pacientes con LEC que no modificaran su tratamiento sin
nuestro conocimiento y les pedimos que no cambiaran sus habitos de vida en todo

aquello que pudiera interferir con los resultados.

Contactamos con los pacientes del grupo de tratamiento cada tres meses. Aquellos
pacientes que no se citaron a consulta fueron contactados por teléfono. En estas
evaluaciones trimestrales preguntamos por la adherencia al tratamiento y la
posible aparicion de efectos adversos, en especial, aquellos sugestivos de
hipercalcemia o hipercalciuria y determinando, si asi lo requeria, niveles séricos o
urinarios de calcio. Consideramos cumplidores del tratamiento a aquellos pacientes

que refirieron haber tomado la medicacién al menos el 75% de las tomas.

Un afio después del inicio del tratamiento, los pacientes con LEC fueron
reevaluados por el mismo dermatdlogo que le evaludé en la visita basal. En esta
visita final se evalud la gravedad de la enfermedad con los siguientes parametros:

- numero de brotes de su enfermedad durante el aiio previo

- numero de dias con lesiones activas

- CLASIAyD

- Valoracion global por parte del paciente: formulamos la pregunta “éCémo
esta usted en cuanto al lupus con respecto a hace un afio?”, a la que los pacientes

»n o |n

podian responder “mejor”, “igual” o “peor”.
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Los pacientes que tomaron el tratamiento se sometieron ademas a una nueva

analitica para medir los niveles de calcio, fésforo y 25(0OH)D.

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Articulos 1 y 4: Comparamos los niveles de vitamina D en los pacientes y los
controles. Evaluamos la normalidad en la distribucidon de las variables continuas
mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. Todas las variables continuas
presentaron una distribucion normal salvo los niveles de vitamina D en los
pacientes con LEC en articulo 1. Los resultados se expresaron en forma de media +
desviacion estandar y se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA).
Empleamos el test )(2 para valorar las diferencias en porcentajes y en variables
categéricas o dicotdmicas. Utilizamos el test de correlacién de Pearson para
calcular la correlacién entre variables. Mediante modelos de regresion logistica y
odds ratio (OR) calculamos el riesgo de presentar niveles bajos de vitamina D. En
Articulo 1 utilizamos como punto de corte la media del grupo control, que fue de
23.8 ng/ml; en Articulo 4 utilizamos 20 ng/ml como punto de corte para el déficit
de vitamina D. Consideramos estadisticamente significativo el valor de p<0.05. Los
analisis se hicieron exportando los datos de una hoja de excell al programa
Statistical Package for Social Science (SPSS) (versién 15 en articulo 1, versién 19 en

articulo 4, Chicago, lllinois, EEUU) para Windows.

Articulo 2: Empleamos el test t de Student y el andlisis de varianza para comparar
variables cuantitativas y el test )(2 para variables cualitativas. Calculamos las OR y el
intervalo de confianza del 95% para evaluar el riesgo relativo. Utilizamos modelos
de regresidn logistica simple y ajustada para determinar la asociacidn e interaccion

entre variables. En este caso utilizamos el programa SPSS 14.0 para Windows.
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Articulo 3: Las variables continuas con distribucidn normal se expresan como media
+ desviacidn estandar (DE) y las variables categodricas se expresan como porcentaje.
Valoramos las diferencias en las caracteristicas demograficas y clinicas de los
participantes comparando los terciles de los valores de 25(0OH)D, que en este caso
eran 20 y 27 ng/ml. Para medir estas diferencias empleamos el test )(2 para
variables cualitativas y el analisis de la varianza para variables continuas. Valoramos
la correlacidn entre los niveles de 25(0OH)D vy lipidos mediante el coeficiente de
correlacion de Pearson. Empleamos correlaciones parciales y coeficientes de
regresion lineal para evaluar la relacion entre variables. Las variables que
mostraron asociacion con los niveles de 25(0OH)D en el andlisis univariante fueron
incluidas en el modelo de regresion para el analisis multivariante. Estas variables
fueron edad, exposicion solar, tabaco y tratamiento con estatinas. Calculamos las
OR crudas, las OR ajustadas y los correspondientes intervalos de confianza
mediante regresion logistica univariante y multivariante condicionado. En este
estudio analizamos los datos con el programa SPSS versién 19 y se utilizé el punto

de corte de 0.05 en el valor de p para determinar la significacion estadistica.

Articulo 4: Ademas de la parte comun con el articulo 1, comparamos los resultados
basales con los obtenidos después de un afio de tratamiento, asi como los
resultados de casos y controles después del periodo de intervencion. Empleamos
estadisticos descriptivos para describir la distribucion de ambos grupos de
pacientes con LEC, las caracteristicas basales de la enfermedad y la evaluaciéon de
la gravedad tras el periodo de intervencion. Para comparar los valores del CLASI,
medimos la puntuacion A, la D y la suma A+D. Utilizamos la pruebg ? de Pearson
para valorar la asociacion entre variables cualitativas. Mediante la prueba de
correlacion de rangos de Spearman medimos la correlacién entre los valores de
CLASI y los niveles de 25(0OH)D al final y al principio del seguimiento de los

pacientes con LEC. Establecimos una variable dicotdmica para definir a aquellos
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pacientes cuya situacién clinica habia mejorado al final del seguimiento (pacientes
con o sin mejoria). Se utilizaron modelos de regresidn logistica para valorar si el
resultado era mejor de lo esperado por el azar (P<0.001) con la prueba de Wald y
una prueba de OR con x°. Con modelos de regresién logistica univariantes y
multivariante condicional establecimos las OR crudas, las OR ajustadas y los
correspondientes intervalos de confianza al 95%. En este estudio analizamos los
datos con el programa SPSS version 19 y se utilizé el punto de corte de 0.05 en el

valor de p para determinar la significacion estadistica.
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4.1. ARTiCULO 1

Variables demograficas y relacionadas con la enfermedad

En este estudio incluimos a 55 pacientes afectos de LEC. Presentamos sus
caracteristicas biodemograficas en la tabla 4. La mayoria de pacientes tenian LE
cronico y la media de tiempo de evolucion de la enfermedad era 8.2 afios. El 69%
de los hombres y el 59% de las mujeres presentaban fotosensibilidad. El 67% de los
pacientes habia presentado algun brote de lesiones cutaneas en el ultimo afo, la
media de brotes fue de 2.7£3.7 brotes por paciente en el afio previo y el nUmero de
dias con lesiones activas fue 108+14. Ocho pacientes (14%) estaban tomando
hidroxicloroquina y 3 mujeres estaban tomando suplementos de calcio y vitamina
D. Ningun paciente recibia en ese momento terapia inmunosupresora. La ingesta
dietética media diaria de vitamina D era de 5.4+2.2 microgramos. 48 pacientes
(87%) utilizaba protector solar en toda la piel descubierta, pero sélo 30 (54%) lo
utilizaba a diario. La mayoria de los pacientes usaba FPS 50 o superior. EI 20% de
los pacientes pasaba menos de 30 min diarios en el exterior frente a otro 20% que

pasaba mds de 2 horas al dia fuera.
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Tabla 4. Perfil demografico de los pacientes con LEC incluidos en Articulo 1

Variables Hombres Mujeres Valor p
13 (23.6%) | 42 (76.4%)

Edad (anos)

Media | 49,69 46,93 0.520
Desviacion Estandar | 11.82 13.87
Rango: Minimo - Maximo | 35-77 23-84

> 50 afios | 7 (53.8%) 17 (40.5%) | 0.396
>60afios | 2(15.4%) | 7(16.7%) | 0.749

Fototipo
| 1(7.7%) 17 (40.5%) | 0.062
| 9(69.2%) 13 (31.0%) | 0.014
IV | 3(23.1%) 12 (28.6%) | 0.974
IMC

<24.9 | 6(46.2%) | 24(57.1%) | 0.487
25.0-29.0 | 6(46.2%) | 9(21.4%) | 0.164
>30.0 | 1(7.7%) 9(21.4%) | 0.477

Habito tabaquico
No fumadores | 3 (23.1%) 16 (38.1%) | 0.508
Fumadores | 10(76.9%) | 26 (61.9%) | 0.508

Cigarrillos/dia (MediatDE) 15.5+12.5 10.5+11.3 0.179
Menopausia 16 (38.2%) | -
Duracién de menopausia (afos) - 8 -

<10 | - 8 -

>10

Ingesta diaria de vitamina D (mcg)

<3.9 | 6(46.2%) 9 (21.4%) 0.164

3.9-6.7 | 5(38.5%) | 22(52.4%) | 0.380

>6.7 | 2(15.4%) | 11(26.2%) | 0.669

Niveles 25(OH)D (Media*DE) 19.67+7.70 | 20.17+9.36 | 0.670
Suplementos de Vitamina D - 3(7.1%) -
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Niveles de vitamina D

Los niveles medios de 25(OH)D fueron 20.0£8.9 ng/ml en pacientes con LEC frente
a 23.8+7.5 ng/ml en controles. Esta diferencia era estadisticamente significativa y
seguia practicamente inalterada después de ajustar por edad (p=0.03). El hecho de
presentar LEC era el mejor factor predictor de insuficiencia de vitamina D (OR 4.2;
IC 95% 1.0-17.4). Los niveles de 25(0OH)D desminuian en los pacientes de mas edad
(r=-0.21), aunque no alcanzé la significacién estadistica (p=0.12). No encontramos
esta tendencia en los controles (r=0.13). La prevalencia de la insuficiencia y
deficiencia de vitamina D en casos y controles esta representada en la Figura 6. Los
niveles mas altos de PTH se asociaban a los niveles mas bajos de 25(0OH)D (r=-0.27;

p=0.05), aunque no encontramos diferencias significativas en los controles.

90

Ocasos

70 A
60 -
50 -
40 -
30 A
20 A
10

Econtroles

Déficit (<10  Insuficiencia  Suficiencia
ng/ml) (10-30ng/ml)  (>30ng/ml)

Figura 6. Distribucion de niveles de vitamina D en casos y controles del articulo 1

No observamos relacién entre los niveles inadecuados de 25(0OH)D y rasgos de la
enfermedad, incluyendo historia de LEC >10 afios (p=0.59), fototipo claro (p=0.77),
habito tabaquico (p=0.58), fotosensibilidad (p=0.39), autoanticuerpos detectables
(p=0.79), mas de 180 dias de lesiones activas en el afio previo (p=0.38) y pasar mas

de 2 horas al dia en el exterior (p=0.59). Como se ve en la Tabla 5, el tratamiento
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con hidroxicloroquina (OR 7.9; IC 95% 0.9-8.8) tiende a aumentar el riesgo de
déficit de vitamina D, mientras que los suplementos con vitamina D tienden a

asociarse a niveles mds altos de vitamina D (p=0.11).

Tabla 5. Riesgo de presentar niveles de 25(0H)D <23.8 ng/ml (media en el grupo
control) en relaciéon a diferentes caracteristicas relacionadas con el LEC

ORc’ 1C 95%
<30 1.0 (Referencia)
31-40 1.0 (0.2-6.5)

Edad 41-50 1.5 (0.2-8.5)
51-60 15 (0.2-8.9)
>60 2.2 (0.3-16.4)

. no 1.0 (Referencia)

Menopausia i
si 3.3 (1.1-9.8)
Il 1.0 (Referencia)

Fototipo [} 0.6 (0.2-2.2)
\% 0.6 (0.2-2.2)
<249 1.0 (Referencia)

IMC 25-29.9 0.9 (0.2-2.5)
>30.0 0.8 (0.3-3.9)

Habito tabaquico nlo 1.0 (Referencia)

s 0.9 (0.3-3.0)
<4 1.0 (Referencia)

Duracion de la enfermedad 4-9 2.6 (0.6-11.3)
>9 1.3 (0.3-5.3)

Tipo de lupus SuF)a.gudo 1.0 (Referencia) (0.2-4.6)
Cronico 1.0
<3.9 1.0 (Referencia)

Ingesta diaria de vitamina D 3.9-6.7 1.2 (0.3-4.6)
>6.7 0.8 (0.2-3.7)
<1 1.0 (Referencia)

; 1-2 1.0 0.3-4.1

Numero de brotes
3-4 1.3 0.2-8.8
>4 3.2 0.5-19.0

L no 1.0 (Referencia)

Antipaludicos )

si 7.9 (0.9-69.8)
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4.2. ARTICULO 2

Incluimos a 177 participantes, de los que el 74.6% eran mujeres, con edades que
iban de 18 a 84 afios, media 47+13 afios. En la tabla 6 podemos ver las
caracteristicas biodemograficas de la muestra. Todos los pacientes eran de raza
blanca. Si comparamos las caracteristicas por sexos, sélo encontramos diferencias
en el uso de protectores solares, que era mas generalizado entre los hombres
(p=0.002). 6 participantes (3.3%) tomaban mds de 10 mcg de vitamina D al dia a

través de la dieta y ninguno superd los 15 mcg/d.

Globalmente, el 76.3% de los participantes presentaban niveles insuficientes de
vitamina D (<30 ng/ml), incluyendo al 4.5% de los participantes con déficit (<10
ng/ml) de esta vitamina. Ninguno de los participantes que tomaba suplementos
presentaba déficit de esta vitamina. Los niveles medios de vitamina D fueron
24.4+7.7 ng/ml en hombres y 23.818.8 ng/ml en mujeres, aunque estas diferencias

por sexos no fueron estadisticamente significativas (p=0.67).
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Tabla 6. Perfil clinico y demografico de los participantes incluidos en el articulo 2 en

términos de frecuencia absoluta y relativa

Hombres Mujeres Total
Edad (p=0.506) <35 |6 (13.3%) 28(21.2%) 34 (19.2%)
35-50 | 19(42.2%) | 52 (39.4%) 71 (40.1%)
>50 | 20 (44.4%) | 52 (39.4%) 72 (40.7%)
Fototipo (p=0.710) Iyl |19 (42.2%) |60 (45.5%) 79 (44.6%)
| 21(46.7%) | 53(40.2%) 74 (41.8%)
IV |5(11.1%) 19(14.4%) 24 (13.6%)
IMC (p=0.778) <30 | 38(84.4%) 112 (86.2%) 150(85.7%)
>30 | 7 (15.6%) 18(13.8%) 25(14.3%)
Tabaquismo(p=0.657) Si | 19(43.2%) | 52(39.4%) 71(40.3%)
No | 25(56.8%) 80(60.6%) 105(59.7%)
Cigarrillos/dia (p=0.031) <10 | 9(40.9%) 46(66.7%) 55(60.4%)
>10 | 13(59.1%) | 26(33.3%) 36 (39.6%)
Menopausia Si 81 (61.4%)
No 51(38.6%)
Exposicion solar diaria (min) (p=0.805)
<60 | 13(30.2%) | 46(35.4%) 59(34.1%)
60-120 | 15(34.9%) 44(33.8%) 59(34.1%)
>120 | 15(34.9%) | 40(30.8%) 55(31.8%)
Frecuencia de uso de filtro solar
(p=0.002) Nunca | 6(13.6%) 56 (43.1%) 62 (35.6%)
Ocasional | 18(40.9%) |39 (30.0%) 57(32.8%)
Siempre | 20(45.5%) | 35(26.9%) 55(31.6%)
Ingesta dietética de vit D (mcg/dia)
(p=0.435) <5 |24(54.5%) | 59(44.7%) 83(47.2%)
5-10 [ 19(43.2%) | 66(50.0%) 85(48.3%)
>10 | 1(2.3%) 7(5.3%) 8(4.5%)
Suplementos vit D (p=0.127)
Si | 1(2.2%) 12(9.1%) 13(7.3%)
No | 44(97.8%) | 120(90.9%) 164(92.7%)
Niveles de PTH (pg/ml) (0.482) <55 |7 (15.9%) 27 (20.8%) 34 (19.5%)
>55 |37 (84.1%) | 103 (79.2%) | 140 (80.5%)
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Los niveles medios de vitamina D (Tabla 7) fueron significativamente mas elevados
en <35 afios (p=0.04) y en aquellos que pasaban mas de una hora al dia en el
exterior (p=0.04), aunque no encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre aquellos que utilizaban protector solar y los que no lo utilizaban
(p=0.22). No encontramos relacién entre niveles de 25(0OH)D y menopausia
(p=0.67), IMC (p=0.88), ingesta dietética de vitamina D (p=0.72) o la toma de
suplementos de vitamina D (p=0.1). Observamos mayor riesgo de presentar niveles
insuficientes de 25(0OH)D en fumadores (OR 1.8; IC 95% 1.00-3.35). El hecho de

fumar se relacionaba inversamente con los niveles de PTH (r = -0.24; p < 0.001).
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Tabla 7. Andlisis de la varianza y OR corregida de insuficiencia de vitamina D (<30
ng/ml) en funcién del perfil demografico

25(OH) Vitamina D
Media Desv. tip. | ORc (1C95%)
Edad (p=0.038) <35 | 25,13 9,18 1
35-50 | 23,99 7,72 1.14 (0.50-2.60)
>50 | 23,38 8,97 1.17 (0.2-2.66)
Sexo (p=0.673) Hombres | 24,43 7,73 1
Mujeres | 23,81 8,78 1.46 (0.74-2.88)
Menopausia (p=0.672) No | 23,34 8,77 1
Si | 24,54 8,84 1.25 (0.61-2.55)
Fototipo (p=0.534) 1| 24,03 4,53 0.71(0.28-1.81)
11| 23,60 7,32 1.07 (0.42-2.72)
| 24,93 9,69 2.14 (0.20-23.72)
v | 22,12 8,59 1
indice de masa corporal, Kg m?
(p=0.877) <30 | 23,88 8,41 1
>30 | 23,60 8,75 1.00 (0.41-2.28)
Tabaquismo (p=0.236) No | 24,66 6,94 1
Si | 22,82 10,33 1.80(1.00-3.35)
Ingesta dietética diaria (mcg) (p=0.723)
<4 | 23,29 8,82 1
4-6 | 24,55 8,13 0.81 (0.40-1.68)
>6 | 23,81 8,86 0.96 (0.45-2.09)
Suplementos de vit D (p=0.098) No | 23,67 8,60 1
Si | 27,72 6,32 0.65 (0.21-2.03)
Proteccion solar (p=0.219) Siempre | 25,21 7,76 1
Ocasional | 24,51 9,05 2.02 (1.00-4.26)
Estricta | 22,56 8,70 1.23 (0.60-2.60)
Exposicion solar diaria (min) (p=0.045) 1
>120 | 26,09 8,331
2.17 (1.02-4.60)
60-120 | 24,06 8,522
1.52 (0.73-3.19)
<60 | 22,11 8,502
PTH (pcg/ml) (p=0.335) <32 [ 22.49 7.99 1
32.1-52 | 24.86 7.89 1.23(0.51-2.96)
>52.1 | 23.83 10.08 0.5 (0.25-1.16)
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4.3 ARTiCULO 3

Los participantes incluidos en este estudio son los mismos que los del articulo 2,
por lo que su perfil ya ha sido explicado. En la Tabla 8 exponemos las caracteristicas
biodemograficas de esta muestra en comparando los terciles de niveles de
25(0OH)D, es decir, dividiendo a la muestra tomando como puntos de corte 20 y 27
ng/ml. Los tratamientos hipolipemiantes que llevaban nuestros participantes eran
(n, dosis media diaria) atorvastatina (6, 35 mg), simvastatina (3, 23 mg),
fluvastatina (2, 40 mg), and pravastatina (1, 20 mg). Observamos una relacién
inversa entre los niveles de 25(0OH)D y PTH, que sélo alcanzé la significacion

estadistica en no fumadores (r = —0.220; p< 0.025).
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Tabla 8. Caracteristicas de los participantes incluidos en el articulo 3 categorizando
por terciles de 25(0OH)D

Variables Terciles de niveles séricos de 25(0H)D Valor
1 Il ][] p
(<20.00 (20.01-27.00 (>27.01
ng/ml) g/ml) ng/ml)
Participantes 61 (35) 54 (31) 62 (35) 0.62
Sexo femenino 50 (82) 36 (67) 46 (74) 0.17
Edad (afios) 48 +13 47 +£13 47 +13 0.76
Fototipo 0.81
I-11 | 29 (37) 24 (30) 26 (33)
| 22(30) 24 (32) 28 (38)
IV | 10 (42) 6 (25) 8 (33)

IMC (kg/m?) 25+4 265 25+ 4 0.51
Protector solar 0.32
Siempre | 27 (44) 18 (29) 17 (27)

Ocasionalmente | 18 (32) 17.(30) 22 (40)
Nunca | 14 (25) 18 (33) 23 (42)
Exposicién solar (h/d) 0.32
>2 | 15(26) 18 (31) 25 (43)
1-2 | 19 (32) 19 (32) 21 (36)
<1 | 26 (44) 17 (32) 16 (26)
Tabaquismo activo 31(51) 22 (29) 18 (31) 0.11
Ingesta de vitamina D | 5.5+3.4 55+1.9 52+1.8 0.85
(ng/d)
Menopausia 17 (28) 15 (28) 19 (31) 0.37
Suplementos de | — 7 (13) 6 (10) 0.02
vitamina D
Estatinas — 4(7) 8(13) 0.02
25(OH)D (ng/ml) 15+4 2442 33+6 0.001
PTH (pg/ml) 46 £ 24 41 +15 44 +12 0.22
Calcio (mg/dl) 9.5+0.3 9.5+0.4 9.4+0.9 0.51
Colesterol total | 206 + 37 205 +31 195+ 10 0.09
(mg/dl)
HDL colesterol (mg/dl) | 53+ 12 59 +19 54 +12 0.18
LDL colesterol (mg/dl) 129 + 37 132 +£28 122 + 26 0.32
Trigliceridos (mg/dl) 106 £ 53 104 £+ 78 93+38 0.44
Glucosa (mg/dl) 99 +15 95+ 10 97 +12 0.36
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Los niveles de 25(0OH)D se correlacionaban negativamente con las concentraciones
de colesterol total (r = —0.196; p = 0.01). Esta asociacién practicamente no se
modificaba tras ajustar por exposicion solar (p=0.03). La OR ajustada para
presentar colesterol total mayor de 200 mg/dl en individuos con 25(0OH)D<15 ng/ml
fue 2.83 (95% Cl, 1.06—7.51) después de ajustar por tratamiento con estatinas,
edad y tabaco. No observamos correlacién entre los niveles de 25(0OH)D vy la
concentracion de HDL colesterol (p=0.73) o el ratio HDL/LDL colesterol (p=0.61).
Los participantes con niveles de 25(0OH)D <15 presentaron niveles mas altos de LDL
colesterol (125 = 28 vs. 138 + 39 mg/dl) (p = 0.04) (Tabla 9). No encontramos
asociacién estadisticamente significativa entre la concentracion de 25(0OH)D e IMC
(p=0.88) o triglicéridos (p=0.29). Ningln participante en tratamiento con estatinas

presento niveles de 25(0OH)D menores de 15 ng/ml.

Tabla 9. Niveles de colesterol total y fracciones usando 15 ng/ml como punto de
corte para el déficit de vitamina D

Variables 25(0OH)D n Colesterol HDL LDL

(ng/ml) total colesterol colesterol
(mg/dI) (mg/dl) (mg/dI)

Todos los | >15 148 199 + 33 56 + 15 125+ 28

participantes <15 25 216 £36 54 +13 138 £39
p 0.008 0.008 0.64 0.04

Con estatinas <15 —
>15 12 190+ 21 54+9 113+ 16
p

Sin estatinas <15 26 218 £ 36 54 +13 138 +39
>15 139 199 + 33 56 + 15 125+ 28
p 0.009 | 0.007 0.61 0.22
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Los participantes con colesterol >200 mg/dl que no recibian tratamiento
presentaron niveles de 25(0OH)D mds bajos que los individuos con colesterol total
<200 (Tabla 10). Los niveles mas altos de 25(OH)D correspondieron a los
participantes hipercolesterolémicos en tratamiento con estatinas (p=0.04). Los
participantes en tratamiento con estatinas presentaban niveles similares de
vitamina D, independientemente de si alcanzaban su objetivo de disminuir los
niveles de colesterol total por debajo de 200 mg/dl (28.0 + 4.1 vs. 28.0 £ 5.9) (P =
0.98).

Tabla 10. Niveles séricos de colesterol total y 25(0OH)D (mediazDE) en funcién del
estatus de colesterol y la toma de estatinas

Colesterol total | Tratamiento con [ n 25(0OH)D Colesterol total
sérico > 200 mg/dl | estatinas (ng/ml) (mg/dI)
(P =0.04) (P=0.23)
No No 86 |24%9 175+17
Si No 79 | 23t9 231+ 24
Si Si 3 2818 217+ 14
No Si 9 286 181 14
4.4. ARTICULO 4

Variables demograficas

Resumimos las caracteristicas de los participantes con LEC y los controles
apareados por edad y sexo en la Tabla 11. Los individuos con LEC presentaban un
fototipo mas alto (p=0.001), menor exposicion solar diaria (p=0.03) y mayor uso de
protectores solares (p=0.001). Habia mas fumadores entre los pacientes con LEC

(p=0.001).
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Tabla 11. Caracteristicas demograficas de todos los participantes incluidos en el
articulo 4

) Controles
Variables Casos (n=60) Valor p
(n=117)
Sexo
Hombres n (%) | 15 (25) 30 (57) 0.54
Mujeres n (%) | 45 (75) 87 (74)
Edad (afios) (meanSD) 46.8+13.5 47.7+12.9 0.65
Fototipo de Fitzpatrick
I-11 | 20(33) 59 (50)
| 23(38) 51 (44)
v | 17 (28) 7 (6) 0.001
Exposicion solar diaria (minutos)
<60 | 27 (45) 32(27)
60-120 | 21 (35) 38 (33) 0.03
>120 | 12 (20) 46 (39)
Protectores solares
Siempre | 33 (55) 29 (25)
Ocasionalmente | 18 (30) 39 (33)
0.001
Nunca | 6 (10) 49 (42)
IMC (mediaxDE) 25.4+5.1 25.244.0 0.801
Habito tabaquico
No fumadores | 21 (35) 84 (72) 0.001
Fumadores | 39 (65) 32(27)
Numero de cigarrillos/dia (mediaDE) 11.4+11.4 12.919.4 0.55
Menopausia (n y %si) 16 (27) 35(30) 0.87
Duracién de menopausia
<10 afios | 8 (50) 27 (75) 0.08
>10 afios | 8(50) 9 (25)
Ingesta diaria de vitamina D (mcg)
. 5.4+2.2 5.412.6 0.99
(mediaDE)
Calcio (mediatDE) 9.5+0.3 9.4+0.7 0.46
PTH (mediazDE) 34.1+17.3 48.7+£15.9 0.001
Niveles de 25(OH)D (media+DE) 19.948.7 26%7.7 0.001
Suplementos de vitamina D (n y %si) 5(8) 8(7) 0.72
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Evaluacion clinica y analitica basal

Globalmente, el 81% de los pacientes con LEC tenia la forma crénica de la
enfermedad y el 63% de los pacientes con LEC presentaba fotosensibilidad. Los
pacientes con LEC habian presentado una media de 2.7+3.7 brotes en el afio previo
sumando una media de 108+14 dias con enfermedad activa. El 25% de los
pacientes tenian autoanticuerpos circulantes. El CLASI A medio fue de 2.2+2.5 y el

CLASI D 0.6+1.5.

Los niveles de 25(OH)D fueron mayores en los individuos sanos que en aquellos con
LEC (2618 vs 20%9) (p=0.001). Los niveles de PTH fueron también mayores en
participantes sanos (49+16 vs 34+17) (p=0.001). La presencia de LEC se asociaba a
un riesgo aumentado de presentar niveles de 25(OH)D por debajo de 20 ng/ml (OR
3.5, IC 95% 1.8-6.7). Este riesgo, aunque reducido, seguia siendo significativo
después de ajustar por edad, tabaco, exposicidn solar y uso de protectores solares
(OR ajustada 2.3, IC 95% 1.2-5.8). La edad avanzada en los participantes con LEC se
asociaba significativamente a niveles mas bajos de 25(0OH)D (p=0.02), mientras que
aquellos con al menos cinco afios de historia de LEC presentaban un riesgo
aumentado de déficit de vitamina D (OR 3.1, IC 95% 1.0-9.3) (Tabla 12). Los niveles
séricos de 25(0OH)D fueron mds bajos en pacientes en tratamiento con
antipaludicos (2149 vs 1416) (p=0.04). No observamos relacidn entre los niveles de

25(0OH)D y la puntuacidn basal CLASI (r=-0.04, p=0.87).
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Tabla 12. Riesgo de déficit de vitamina D (<20 ng/ml) en pacientes con LEC en
relacion a las variables demograficas y estatus de la enfermedad

25(0H) D

Media | DE ORc (IC 95%)

Edad (p=0.02) <35[258 |12 |1
35-50(18.8 |55 [0.32(0.08-1.32)
>50|17.7 |84 [1.11(0.35-3.56)

Sexo (p=0.95) Hombres | 20 7.2 1
Mujeres | 19.9 9.3 |0.49(0.15-1.60)

Menopausia (p=0.98) No | 19.7 9.9 1
Si [ 20.2 8.1 1.45 (0.43-4.89)
Fototipo (p=0.89) I-Il [ 19.5 8.8 [0.49(0.14-1.69)

1l1'] 20.6 9.5 0.48 (0.13-1.80)
IV |20.8 8.4 1

IMC, kg m” (p=0.80) <25(20.1 92 |1
>25119.6 8.3 0.91 (0.33-2.55)
Habito tabaquico (p=0.63) No | 20.7 5.8 1

Si [ 19.5 10 1.91 (0.65-5.61)
Ingesta diaria de vitamina D (mcg) (p=0.58) >5 | 20.5 7.8 1
<5119.2 9.7 1.98 (0.71-5.57)
Protectores solares (p=0.42) Siempre | 19.1 8 1
Ocasionalmente | 19.6 9 2.53 (0.40-15.75)
Nunca | 25.6 12 2.50(0.36-17.31)
Exposicion solar diaria (min) (p=0.49) >120 | 22.1 8.5 1
60-120 | 20.3 9.4 |[0.42(0.10-1.68)
<60 | 18.6 8.4 0.53 (0.17-1.70)

Fotosensibilidad (p=0.98) No | 19.9 6.5 1
Si|19.9 10 1.18 (0.40-3.45)

Duracion de la enfermedad (afios) (p=0.32) <5|21.3 7 1
>5(18.8 11 3.09 (1.03-9.30)

Tipo de lupus (p=0.94) Subagudo | 20 9.6 1
Cronico | 20.2 5.6 1.44 (0.38-5.42)

Antipaludicos (p=0.04) Si | 14.2 6.2 1
No | 21.1 9 0.13 (0.01-1.10)

Autoanticuerpos (p=0.69) Si|19.5 5.7 1
No | 21.5 9 0.81 (0.23-2.86)

Brotes en el afio previo (p=0.41) 0215 9 1
>1(19.4 8.9 1.64 (0.53-5.10)

CLASI basal (p=0.99) 0203 11 1
>1120.2 9.4 |1.01(0.25-4.03)

Periodo con lesions activas (p=0.41) 0] 215 9 1

21194 8.9 1.64 (0.53-5.10)
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No observamos diferencias estadisticamente significativas entre los participantes
con LEC que recibieron tratamiento con suplementos de vitamina D con respecto a
los que no recibieron tratamiento, excepto en los niveles de 25(0OH)D, que fueron
mas bajos en el grupo de tratamiento (1717 vs 23+10 (p=0.01), duracion de
menopausia, mas larga en el grupo sin tratamiento (p=0.03), y el nUmero mayor de
fumadores en los casos tratados (Tabla 13). Habia una tendencia no significativa a
mayor gravedad de la enfermedad en el grupo tratado (Tabla 13). Ninguno de los
pacientes que acudieron a la consulta en junio o julio frente a tres pacientes de los
que acudieron en agosto o septiembre alcanzaban niveles suficientes de 25(0OH)D

en el estudio basal.
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Tabla 13. Caracteristicas basales de casos tratados y no tratados

Casos tratados | Casos no tratados | Valor
(n=27) (n=25) p
Sex o femenino (ny %) 20(74.1) 20 (80.0) 0.43
Edad (afios) (mediaDE) 45.52+10.80 50.04+15.89 0.23
Fototipo
I-11 | 10(37.0) 7 (28.0)
| 10(37.0) 11 (44.0)
IV | 7(25.9) 7(28.8) 0.78
Exposicion solar diaria (min)
<60 | 11 (40.7) 12 (48.0)
60-120 | 12 (44.4) 8(32.0)
>120 | 4 (14.8) 5(20.0) 0.64
Uso de protector solar
Siempre | 15 (55.6) 15 (60.0)
Ocasionalmente | 8 (29.6) 7 (28.0)
Nunca | 4 (14.8) 3(12.0) 0.94
IMC (mediazDE) 24.92+5.19 25.84+4.38 0.49
Fumadores (ny %) 23 (85.2) 11 (44.0) 0.002
Menopausia (n y %si) 7 (25.9) 9 (36.0) 0.88
Duracidn de menopausia 5.86+4.34 15.4449.39 0.03
Ingesta diaria de vitamina D | 5.54+2.68 5.38+1.90 0.80
(mcg) (mediaxDE)
25(0OH)D (mediatDE) 17.107.16 23.40+10.01 0.01
Fotosensibilidad (% si) 18 (66.7) 15 (60.0) 0.48
Duracion de enfermedad | 8.04+11.06 7.24+8.37 0.77
(mediaDE)
Tipo de lupus
Subagudo | 6(22.2) 4 (16.0)
Cronico | 21(77.8) 21 (84.0) 0.42
Antipaludicos (% si) 5(18.5) 3(12.0) 0.40
Autoanticuerpos (% si) 6(22.2) 7 (28.0) 0.80
Brotes durante el afo previo | 2.81+3.71 2.3613.45 0.65
(mediaDE)
Periodo con lesiones activas | 118.59+152.94 93.96+130.97 0.54
(mediatDE)
CLASI (A+D) (mediatDE) 2.87+3.03 2.12+2.34 0.40
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Efectos de la intervencion:

Niveles de 25(0OH)D:

Los niveles medios de 25(0OH)D en el grupo de tratamiento aumentaron de 1717 a
3049 (p=0.001), con un incremento medio de 13 ng/ml. De los 27 pacientes con
niveles basales de 25(0OH)D <30 ng/ml que recibieron tratamiento, el 60% alcanzé
niveles 6ptimos después de un afio del tratamiento. Llamaba la atencién que tres

pacientes (11%) seguian sin llegar a 20 ng/ml después de un afio de tratamiento.

Evaluacidn clinica:

Los suplementos de vitamina D se toleraron muy bien y no detectamos efectos
adversos importantes. Dos pacientes del grupo control (7%) se perdieron en el
seguimiento y cuatro pacientes del grupo de tratamiento (12%) fueron
considerados no cumplidores. Dos pacientes mas del grupo de tratamiento (6%)
dejaron la medicacion por embarazo. Todos estos pacientes fueron excluidos del
analisis. Un paciente del grupo de tratamiento presentd prurito de nueva aparicion,
que mejord anadiendo antipalldicos sin llegar a suspender el tratamiento con

vitamina D. En este paciente se descarto la presencia de hipercalcemia.

Observamos una mejoria clinica significativa en el grupo de tratamiento en cuanto
a la gravedad de la enfermedad después de un afio en tratamiento con calcio y

vitamina D (Figura 7).
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CLASIen el grupo de CLASI en el grupo control
35 tratamiento 35
m CLASI A BCLASIA

3 274 OCLASID 3 OCLASID
25 2.5 718

2
1.5

1 0.91

0.61

05 0.39 5

0 s

Basal Pasado un aiio Basal Pasado un afio

Figura 7. Evolucién de la puntuacidon A y D del CLASI en el grupo de tratamiento y
en el grupo control

El CLASI A disminuy6 desde el 2.742.9 basal a 0.9+1.4 (p=0.003), pero el CLASI D no
se modificé (desde 0.4+1.0 a 0.6+1.3) (p=0.26). En los participantes del grupo
control no se modificé el CLASI de forma significativa: el CLASI A pas6 de 1.4£1.6 a
2.242.4, p=0.18; el CLASI D pasé de 0.8+2.0 a 0.9+2.0, p=0.33). Hubo igualmente
una tendencia a la reduccién del nimero de brotes al afo en el grupo de

tratamiento, aunque no alcanzd la significacién estadistica (Figura 8).
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Brotesal aiio
3 2.8 B Grupo de tratamiento
O Grupo control
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Figura 8. Evolucion del numero de brotes en el grupo de tratamiento y el grupo
control después del periodo de tratamiento.

Observamos también la disminucién en el nimero de dias con lesiones activas en el
grupo de tratamiento, de manera que este numero disminuyé de 118+153 a
56+114 (p=0.009). Esta disminucion no llegd a la significacion estadistica en el

grupo control, en el pas6 de 824123 a 65112 dias (p=0.37) (Figura 9).

Periodo con lesiones activas

140 —— BGrupode

118.6 tratamiento
120 -

100 -
80
60 -
40
20 -+
0_

~l

A
L 3

56.3

Dias al afio

Basal Pasado un afio

Figura 9. Evolucion del numero de dias con lesiones activas en el grupo de
tratamiento y el grupo control después del periodo de tratamiento.
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Si nos fijamos en la valoracidon del paciente, observamos que en el grupo de
tratamiento el 59% considera que estaba mejor después del afio de tratamiento
que antes de empezarlo, frente al 24% de los pacientes del grupo control (Figura
10). Al mismo tiempo, ninguno de los pacientes del grupo de tratamiento frente al
16% de los pacientes no tratados consideraba que su enfermedad habia

empeorado después del periodo de tratamiento. Estas diferencias fueron

estadisticamente significativas (p=0.01).

Valoracidn del paciente

100 O Grupo control

Pacientes (%)

Mejor lgual Peor

Figura 10: Valoracién global de los pacientes del grupo de tratamiento y grupo
control del estado de su enfermedad después del periodo de tratamiento.

Aunque la probabilidad de disminuir el CLASI era 2.3 veces mayor en aquellos
individuos cuyos niveles de 25(0OH)D aumentaron por encima de la media, esta

probabilidad no alcanzd la significacién estadistica (p=0.49).
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Vitamina D y lupus eritematoso cutdneo

5.1. NIVELES DE VITAMINA D EN POBLACION SANA
(Articulos 1, 2,3y 4)

Nuestros resultados demuestran que es comun encontrar niveles bajos de 25(0OH)D
en la poblacién sana, incluso en verano y en una zona costera con tantas horas de
sol al afio como es el area de salud nimero 9 de la Agencia Valenciana de Salud. Un
metaanalisis mundial mostré una tendencia hacia la relacién inversa entre la latitud
y el estatus de vitamina D, con excepcidn de Canada y el norte de Europaal. Este
hecho se puede explicar por el hecho de que en estas zonas los individuos tienen la
piel mas clara, contrarrestando el efecto pantalla de la melanina, permanecen mas
al sol cuando se encuentran en el exterior y tienen una mayor ingesta de alimentos
fortificados y aceite de higado de bacalao. Nuestros datos sobre prevalencia de
déficit e insuficiencia de vitamina D coinciden con otros estudios publicados sobre
poblacién sana en Cérdoba’ o sobre pacientes con cardiopatia isquémica aguda en
Valladolid®. El hecho de que los niveles de 25(0OH)D sean tan bajos en nuestro pais
podria explicarse por las temperaturas tan elevadas que se alcanzan en nuestro
pais en verano, que motivan que permanezcamos en lugares cerrados en las horas
centrales del dia y utilicemos proteccion solar con mayor regularidad que en los

paises nérdicos (Articulos 1-4).

Curiosamente, casi la mitad de los hombres incluidos en los estudios de los
articulos 2 y 3 utilizaban protector solar a diario. Mas que un cambio en los habitos
de exposicion solar, este hallazgo podria explicarse por el hecho de que la mayoria
de los hombres que participaron en nuestro estudio vivian en la costa o en areas
rurales, donde la necesidad de usar proteccion solar es mas evidente. Sin embargo,
los niveles de 25 (OH)D fueron mas altos en los hombres, en consonancia con otros
estudios’". Pensamos que en nuestro estudio, el uso de protectores solares puede
ser una medida del grado de exposicion solar de nuestros participantes, como se ha

. . 92 ,
visto en otros estudios™. Aunque cabria esperar que el uso de protectores solares
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disminuya la sintesis de vitamina D, los estudios no siempre confirman este
hecho®’, probablemente porque no solemos aplicarnos el protector solar de forma
adecuada. Los test para determinar el FPS de los protectores solares se llevan a
cabo in vitro, en condiciones controladas, aplicando 2 mg/cm’ y con reaplicaciones
regulares. Sin embargo, estas condiciones raramente se dan en el uso cotidiano del
protector solar’®. En nuestro caso, no medimos el grado de cumplimiento de las

recomendaciones en cuanto al uso del protector solar.

Se ha escrito mucho sobre la relacidon entre niveles de 25(OH)D y edad. En esta
relacion pueden verse implicados numerosos factores, incluyendo los malos
habitos dietéticos que se dan con frecuencia en la senectud, las dificultades para la
movilidad, que limitan la capacidad para salir de casa y exponerse a la radiacion
solar, la institucionalizacion o el tipo de vestimenta que suelen utilizar los ancianos.
Sin embargo, el hecho mas relevante podria ser la reduccidn en la concentracién de
7DHC que se da en la piel con el envejecimiento, de forma que desde la
adolescencia a la senectud esta concentracion se reduce a la mitad, limitando la

capacidad para sintetizar previtamina D3 en la piel3°.

Nuestros resultados estdn en consonancia con estudios previos que demuestran
que los fumadores tienen mas riesgo de presentar niveles insuficientes de vitamina
D**¥. Para Brot el al.”® esta relacién entre tabaquismo y niveles de 25(0OH)D se
debe a que el tabaco disminuye la absorcion intestinal de calcio. De esta forma, los
pacientes fumadores tendrian niveles mas altos de PTH para intentar compensar la
hipocalcemia. Sin embargo, la PTH, ademas de aumentar la absorcién intestinal de
calcio, aumenta la resorcion dsea, por lo que los pacientes fumadores acabarian
teniendo menor masa dsea que los no fumadores®. De esta manera, cabria esperar
niveles mas altos de PTH en fumadores. Sin embargo, en nuestros estudios (articulo

2, 3 y 4) hemos observado lo contrario, es decir, los fumadores, ademas de

presentar niveles mas bajos de 25(0OH)D, presentan también niveles mas bajos de
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PTH. Este hecho podria deberse a la supresion del eje calcitriol-PTH que ocurre con
Y 98 . . . . .

la exposicién al tabaco™. En cualquier caso, la disminucion de los niveles de

25(0OH)D que observamos en fumadores viene a agravar la pérdida de masa dsea

. 99,100
que se da en este colectivo .

Los resultados obtenidos de nuestros estudios demuestran que la ingesta dietética
habitual no garantiza niveles adecuados de vitamina D. La Academia Americana de
Dermatologia, de acuerdo con el IOM, recomienda la ingesta de 10-20
microgramos/dia de vitamina D. Sin embargo, hemos observado que son muy
pocos los individuos que llegan a tomar mas de 10 mcg/d de vitamina D. Por tanto,
en nuestra medio, es dificil cumplir con estos requerimientos, a diferencia de los
paises nordicos, donde estda mas generalizado el consumo de alimentos ricos en

vitamina D, aceite de higado de bacalao y alimentos enriquecidos con vitamina D.

5.2. RELACION ENTRE LOS NIVELES DE VITAMINAD Y
COLESTEROL (Articulo 3)

Nuestros resultados indican que los individuos con niveles mas bajos de 25(0OH)D
presentan hipercolesterolemia con mas frecuencia. Creemos que esta relacion no
es casual, ya que el colesterol y la vitamina D siguen la misma ruta metabdlica
desde la hidroxi-metil-glutaril-coenzima A (HMG-CoA) hasta el 7DHC. Bogh et al.®
demostraron que la sintesis de vitamina D tras la exposicion a la radiacion UVB se
correlaciona positivamente con los niveles basales de colesterol total. Ademas, la
expresion del receptor para LDL en la epidermis es mayor en la capa basal, y la
actividad de este receptor va disminuyendo con la maduracién del queratinocitomz.
Al mismo tiempo, la sintesis de vitamina D ocurre sobre todo en las capas mas
profundas de la epidermisw?’. Este hecho sugiere que el LDL colesterol puede

desempenfiar un rol importante como precursor de la previtamina D3, ademas de la

sintesis de novo. La relacién inversa entre los niveles de LDL colesterol y de
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25(0OH)D podria explicarse por un defecto en la captacién de LDL colesterol por
parte de los queratinocitos. De esta forma, tanto los niveles bajos de 25(0OH)D
como los niveles altos de LDL colesterol serian resultado de este “defecto de
retirada” del LDL circulante. Nuestros hallazgos coinciden con otros estudios
previos que investigaron la relacidn entre vitamina D y colesterol o sindrome

104,105

metabdlico . Algunos estudios encontraron una relacion inversa entre niveles

de 25(OH)D y colesterol total®’, LDL colesterol® o triglicéridos®™'*, y una relacion

53,106 . .
. Nosotros no encontramos relacién con las

positiva con HDL colesterol
concentraciones de HDL colesterol o de triglicéridos, aunque nuestros resultados
pueden estar limitados por la potencia estadistica. Lo que si que es una conclusién
comun en todos estos estudios es la asociacidn entre niveles mas altos de 25(0OH)D
y un mejor perfil lipidico, en linea con nuestra hipdtesis sobre una relacidn entre la
sintesis de vitamina D y el metabolismo del colesterol. Dado el caracter transversal
de nuestro estudio, no podemos establecer una relacion causal entre las
concentraciones de 25(OH)D y colesterol. Sin embargo, los ensayos clinicos
llevados a cabo para este fin no han demostrado que la replecion de los niveles de

107,108
, lo

vitamina D se asocie a un efecto significativo en los niveles de colesterol
que apoya nuestra hipédtesis de la influencia de la captacidn cutanea de colesterol
en el metabolismo de la vitamina D. No obstante, los estudios observacionales son

escasos, heterogéneos y habitualmente administran dosis insuficientes de vitamina

104,107,109
D .

Aunque han sido pocos los participantes en tratamiento con estatinas incluidos en
nuestro estudio, los niveles de 25(0OH)D han sido significativamente mayores en
individuos que tomaban estatinas. Las estatinas inhiben la actividad de la HMG-CoA

110
reductasa .

Esta enzima participa en la sintesis del colesterol, en una ruta
metabdlica que da como producto intermedio el 7DHC. Este 7DHC actia como

sustrato para la sintesis de colesterol mediante la accién de la enzima 7DHC
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reductasa, o para la sintesis de previtamina D mediante una reaccion de
isomerizacion cuando nos exponemos a la radiacién UVB. Aunque podria esperarse
que las estatinas disminuyan la sintesis de 25(OH)D, nuestro estudio demuestra lo
contrario, y otros han observado resultados similares® ™,

El aumento de la captacion celular de LDL colesterol que se consigue con las
estatinas podria explicar esta aparente contradiccion. Si se inhibe la ruta de sintesis
de colesterol, aumenta el gradiente entre el medio intracelular y el torrente
sanguineo, lo que promoveria la entrada de LDL colesterol en la célula. Ademas, se
sabe que una consecuencia del tratamiento con estatinas es el aumento en la

., 110,115
expresidn de receptores para LDL colesterol en la membrana celular .

En conclusidn, nuestro estudio aporta nuevas evidencias de la presencia de un
perfil lipidico desfavorable en individuos con déficit de vitamina D y ofrece una
posible explicacidon para esta asociacidon. Dada la prevalencia de insuficiencia de
vitamina D y las consecuencias que un perfil lipidico desfavorable pueden conllevar,
podria estar indicado la valoracion y correccién de los niveles de 25(0OH)D en
poblacién de riesgo, aunque son necesarios mas estudios para establecer el efecto
que los suplementos de vitamina D pueden ejercer sobre el perfil lipidico y aclarar

los mecanismos de esta asociacion.

5.3. NIVELES DE VITAMINA D EN PACIENTES CON LEC
(Articulos 1y 4)

Hemos encontrado niveles mas bajos de 25(0OH)D en pacientes con LEC con
respecto a los participantes sanos, incluso en aquellos pacientes con LEC que
desoyen las recomendaciones de utilizar proteccion solar o en los que ingieren
cantidades mas elevadas de vitamina D mediante la dieta. De hecho, hemos
comprobado que el hecho de presentar LEC aumenta el riesgo de presentar niveles

inadecuados de 25(0OH)D. Los niveles medios encontrados en nuestro estudio son
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88,116 .
, aunque nuestro estudio fue

mas bajos que los comunicados en otros estudios
llevado a cabo en un darea geografica a menor latitud. Nuestros resultados son
comparables a los encontrados en pacientes afro-americanos afectos de LEC en
Texas'”, a pesar de que todos nuestros participantes eran de raza blanca. Los
niveles mas bajos en el grupo de pacientes que recibié tratamiento puede
atribuirse al hecho de que son pacientes que acudieron a la consulta antes que los
que se quedaron sin tratar, teniendo en cuenta que los niveles maximos de

. . . 118
vitamina D se alcanzan a finales del verano™".

Aunque algunos autores han encontrado un efecto protector de Ia
hidroxicloroquina sobre la densidad mineral c')seam, nosotros hemos encontrado
niveles mas bajos de 25(0OH)D en pacientes en tratamiento con antipaltdicos. Sin
embargo, debemos ser cautos a la hora de generalizar nuestros resultados por el
bajo niumero de pacientes con este tipo de tratamientos que fueron incluidos en

nuestro estudio.

No hemos encontrado relacion entre los niveles de vitamina D y el estatus de la
enfermedad. Este hallazgo estd en consonancia con los de otros autores™, que
tampoco encontraron relacidon entre los niveles de vitamina D y el estado de la
enfermedad. Sin embargo, en el caso del LES si que hay varios estudios que

relacionan de forma inversa los niveles de vitamina D con la gravedad de la

118-123 43,48,126

enfermedad , aunque no todos han observado esta relacién

5.4. EFECTO DE LA REPLECION DE VITAMINA D EN PACIENTES
CON LEC (Articulo 4)

En el estudio del articulo 4 hemos observado la relacion entre niveles de 25(0H)D y
gravedad del LEC de forma prospectiva. Renne et al.”® comunicaron cierta mejora

en pacientes individuales, pero no una mejora obvia en la actividad de la
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enfermedad que pueda atribuirse a la terapia de replecién de vitamina D,
probablemente por el pequeiio tamafio muestral. Hasta donde conocemos, no se
han publicado otros estudios longitudinales que evaluen el efecto de los

suplementos de vitamina D en la gravedad del LEC.

En nuestro estudio hemos observado una mejoria en la gravedad del LEC medidos
por un evaluador ciego usando tanto la escala CLASI, que mide tanto la actividad
como el dafio debido a la enfermedad en un momento puntual, como el nimero de
dias con lesiones activas, comunicado por los pacientes, a lo largo de todo el
periodo de tratamiento. En linea con la valoracidn facultativa, la impresién global
de cambio en los pacientes refrenda el efecto alentador de los suplementos de
vitamina D sobre la gravedad del LEC, aunque desconocemos en qué medida puede

haberse dado un efecto placebo.

Aunque los pacientes han sido tratados con carbonato calcico ademas de
colecalciferol, no se ha comunicado ningun efecto de los suplementos de calcio en
la actividad del lupus. Por otro lado, otros estudios de intervencién llevados a cabo
en pacientes con LES han mostrado también la mejoria en la actividad de la

127-129 . . . ; . 129
y el ratio urinario proteinas/creatinina™ tras los suplementos

enfermedad
con vitamina D, aunque otros solo encontraron efectos beneficiosos en algunos

. . 44
sintomas como la fatiga™".

Los mecanismos por los que la vitamina D ejerce su potencial efecto beneficioso en
el LE siguen sin aclararse. Se ha demostrado que la 1,25(0OH)D, forma activa de esta
vitamina, ejerce un efecto modulador tanto en la inmunidad innata como en la
adaptativa. Los suplementos de vitamina D inhiben la diferenciacion y maduracion
de las células dendriticas, e induce un cambio de fenotipo de las células T desde
Th1y Th17 a Th2'?%. Ademas, los niveles bajos de 25(0H)D disminuyen la capacidad

. . . 131
migratoria de los T-reg tanto en pacientes con LES como en controles sanos . La
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1,25(0OH)D ha mostrado, asimismo, tener efectos directos potentes en la respuesta
de los linfocitos B en pacientes con LES o con artritis reumatoide, inhibiendo la
proliferacion de los linfocitos B, el cambio de clase de los linfocitos B memoria y la
diferenciacion de las células B a células plasmaticas, disminuyendo asi la secrecidon

. . 80
de inmunoglobulinas™.

En linea con estos hallazgos, varios estudios epidemiolégicos han sugerido una
asociacion entre el déficit de vitamina D y una mayor incidencia de enfermedades
autoinmunes, como la esclerosis mdultiple, diabetes tipo | y enfermedad

118 . , . . .
. Estudios mas recientes han abordado la cuestion de si los

inflamatoria intestinal
suplementos con vitamina D pueden influir en el desarrollo y progresion de estas
enfermedades autoinmunes. Una revision sistematica reciente™ llegé a la
conclusién de que numerosos estudios indican un rol potencial de la vitamina D en
la prevencién de enfermedades autoinmunes, aunque todavia no existen ensayos

clinicos randomizados sobre este tema.

Nuestro estudio cuenta con ciertas limitaciones, como son el pequefio tamafio
muestral, la ausencia del tratamiento con placebo del grupo contro, el caracter
simple ciego en el disefio o la forma de medir el cumplimiento. Nuestros resultados
pueden generalizarse sélo a pacientes de raza blanca, pues no hemos incluido
pacientes de otras razas en el estudio. Teniendo en cuenta la seguridad del
tratamiento con suplementos de vitamina D, pensamos que podriamos haber
recomendado dosis mas altas, aunque con las dosis empleadas ya hemos detectado

esta mejoria en la gravedad de la enfermedad.

Sin embargo, son necesarios ensayos clinicos randomizados para establecer la dosis
o6ptima de suplementos y su eficacia clinica en la prevencién o modificacién del

curso de la enfermedad.
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1. La prevalencia de la hipovitaminosis D en poblacién general sana del Area
9 de Salud de la Agencia Valenciana de Salud es elevada, especialmente en
individuos que permanecen menos de 1 hora al dia en el exterior,

fumadores y ancianos.

2. Los pacientes con LEC presentan niveles mas bajos de vitamina D que la

poblacion general

3. La hipercolesterolemia, a expensas tanto del colesterol total como del LDL

colesterol se asocia a niveles mas bajos de vitamina D.

4, Latoma de estatinas se asocia a niveles mas elevados de vitamina D.

5. La replecion de vitamina D en pacientes con LEC y niveles insuficientes de

esta vitamina es bien tolerada y se asocia a mejoria en el estatus de su

enfermedad, desde el punto de vista del dermatdlogo y del paciente.
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Serum 25-hydroxyvitamin D levels in patients with cutaneous
lupus erythematosus in a Mediterranean region
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Low vitamin D levels have been found in patients with autoimmune diseases, including type I
diabetes, rheumatoid arthritis, multiple sclerosis and systemic lupus erythematosus. The main
source of vitamin D is exposure to sunlight, but the same solar radiation is known to exac-
erbate lupus erythematosus. We investigated the prevalence of vitamin D insufficiency in
patients with cutaneous lupus erythematosus (CLE). We designed a cross-sectional study
including 55 patients with CLE to measure their serum 25-hydroxyvitamin D (25(OH)D) by
chemiluminescence immunoassay and compare it with a control group consisting of 37 healthy
sex and age-matched subjects recruited from the patients’ relatives as well as healthcare work-
ers. Correlations with clinical and demographic variables were determined. Approximately
95% of patients with CLE had less than 30 ng/ml of serum 25(OH)D, which is accepted as the
lower limit for vitamin D adequacy. Mean serum vitamin D values were significantly lower
than controls (p=0.038) and were associated with higher levels of parathyroid hormone
(p=0.050). A history of CLE was a strong predictor of insufficiency of vitamin D (odds
ratio 4.2; 95% confidence interval 1.0-17.4). The results suggest a role of CLE in the metab-
olism of the vitamin and provide guidance for future studies looking at a potential role for

vitamin D in the prevention and treatment of CLE. Lupus (2010) 19, 810-814.

Key words: Cutaneous
Erythematosus; Vitamin D

Lupus;

Introduction

Vitamin D is synthesized in human skin exposed
to UV radiation." A lesser amount is obtained
from food, although dietary sources supply less
than 20% of the body’s requirement.” Vitamin D
requires a first hydroxylation in the liver to 25-
hydroxyvitamin D (25(OH)D), which is used to
determine vitamin D status, and then another
hydroxylation in the kidney to its active form,
1-25-dihydroxyvitamin D3 (1,25(OH)2D).
Definition of vitamin D insufficiency has changed
over the E)ast few years from less than 10 ng/ml to
40ng/ml.” Presumably, optimal levels will increase
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to 60ng/ml as new functions are attributed to
vitamin D.* Concentrations of vitamin D are influ-
enced by several factors such as diet, latitude,
season, time spent outdoors, skin pigmentation,
clothing, tanning habits and supplementation.’
Vitamin D has progressively become recognized
as a pluripotent regulator of biological functions
beyond its classical effects on bone and calcium
homeostasis. The discovery that most tissues and
cells in the body have a vitamin D receptor and
the enzymatic machinery to activate 25(OH)D has
improved our understanding of other non-classical
effects of this vitamin.! Of great interest is the role
it can play in decreasing the risk of common can-
cers such as breast, colorectal and prostate cancer.’
Furthermore, evidence from large prospective stu-
dies in patients with rheumatoid arthritis,® multiple
sclerosis’ and type 1 diabetes® suggest an important
role for vitamin D as a modifiable environmental
factor in autoimmune diseases. A high prevalence
of vitamin D insufficiency and deficiency has been
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seen in patients with systemic lupus erythematosus
(SLE).”"'. The link between vitamin D deficiency
and CLE has not been as widely studied: previous
studies found a high prevalence of vitamin D defi-
ciency in patients with CLE, although they
included patients with extracutaneous manifesta-
tions of lupus.'*'> Here, we test the hypothesis
that inadequate levels of vitamin D are commonly
found in patients with exclusive cutaneous manifes-
tations of lupus erythematosus. Further, we will try
to identify the clinical and analytical variables asso-
ciated with vitamin D insufficiency as well as the
potential relationship with severity of the disease.

Materials and methods

Patients

A cross-sectional study included patients with
exclusively specific cutaneous manifestations of
lupus erythematosus, whether chronic or subacute,
attending a dermatology outpatient clinic in a
public university hospital from May to October
2008. Patients with acute CLE were excluded
owing to the strong association with SLE. Both
patients and controls lived in Valencia, a city in
southern Europe at 39° north 0° west, 11 m above
sea level, with 65% average summer relative humid-
ity, an annual precipitation rate of 454 mm, and
many sunny days all year round. Only patients
with more than a 1-year history of CLE, according
to clinical, analytical and histological findings,'®
were enrolled in the study. Patients who fulfilled at
least four of the ACR criteria for the classification
of SLE and those with extracutaneous manifesta-
tions of the disease were excluded from the study.
CLE patients were compared with a control group
consisting of 37 healthy sex and age-matched sub-
jects (in two year bands) who were recruited from
patients’ relatives as well as healthcare workers.

To participate in the study, patients and controls
had to sign an informed consent, according to the
Declaration of Helsinki. The local institutional
review board approved the study protocol (study
code CEIC 20/09).

Methods

At enrolment, all participants were asked to com-
plete a questionnaire covering age, gender, meno-
pause, Fitzpatrick skin phototype, weight, height,
photosensitivity, use of sunscreen, usual daily sun
exposure including work activities, if currently a
smoker, and number of cigarettes per day. Details of

Vitamin D and cutaneous lupus
E Cutillas-Marco et al.

previous or current ongoing diseases, duration of
lupus, type of cutaneous lupus, drugs and calcium
and vitamin D supplements were obtained from
their medical history. The daily average intake of
vitamin D was estimated by measuring the
amount of vitamin D-rich food eaten in a normal
week. Assessment of CLE activity was based on the
maximum number of exacerbations and days with
active cutaneous lesions during the previous year,
according to their medical history and interview.

Within a month of the inclusion of patients
blood tests were performed: 25(OH)D, calcium,
phosphorus, complement, antinuclear antibodies
and intact parathyroid hormone (PTH). PTH and
25(0H)D were determined by chemiluminescence
immunoassay. According to current recommenda-
tions,”'*!” serum 25(OH)D levels <30ng/ml and
<10ng/ml were defined as vitamin D insufficiency
and deficiency, respectively.

Statistical analysis

Age and levels of vitamin D in patients and con-
trols were compared. All continuous variables, age
and vitamin D were evaluated for normality of dis-
tribution, and only vitamin D in patients showed a
skewed distribution. The data were expressed as
mean =+ standard deviation (SD) and were analysed
by analysis of variance (ANOVA) test. A x° test
was conducted to evaluate differences in percentage
in the other dichotomic or categorical variables.
Pearson’s correlation coefficients were calculated
to describe the bivariate correlation among vari-
ables. Logistic regression models and odds ratio
(OR) were also performed with deficiency of vita-
min D, using a cut-off of 23.8 (mean of control
group) as the outcome variable. For statistical
inference, a bilateral p-value <0.05 was considered
statistically significant. All analyses were calculated
using the Statistical Package for Social Science
(version 15, Chicago, Illinois, USA) for Windows.

Results

Demographic and lupus-related variables

Fifty-five patients were included in the study:
the patients’ profile is summarized in Table 1.
Most patients had CLE (80%), with a mean dura-
tion of 8.2 years since diagnosis was made.
Photosensitivity was present in 69% of men and
59% of women. Sixty-seven per cent of patients
presented at least one outbreak of cutaneous
lesions during the previous year. The average

811

Downloaded from lup.sagepub.com by guest on September 7, 2013

Lupus



Vitamin D and cutaneous lupus
E Cutillas-Marco et al.

812
Table 1 Patients’ profile
Males 13 Females 42
Gender (23.6%) (76.4%) p-value
Age (years)
Median 49.7 46.9
Standard deviation 11.8 139 0.52
Range: minimum-maximum 35-77 23-84
over 50 years 7 (53.8%) 17 (40.5%)
over 60 years 2 (15.4%) 7 (16.7%) 0.39
0.74
Skin type
Type 11 1(7.7%) 17 (40.5%) 0.06
Type IIT 9 (69.2%) 13 (31.0%) 0.01
Type IV 3(23.1%) 12 (28.6%) 0.97
Body mass index
<249 6 (46.2%) 24 (57.1%) 0.48
25.0-29.0 6 (46.2%) 9 (21.4%) 0.16
>30.0 1(7.7%) 9 (21.4%) 0.47
Cigarette smoking
Non-smokers 3(23.1%) 16 (38.1%) 0.50
Smokers 10 (76.9%) 26 (61.9%) 0.50
Number of cigarettes a day 15.5+12.5 10.5+11.3 0.17
(mean + standard deviation)
Chronic renal disease 0 (0.0%) 1(1.8 %) -
Chronic hepatic disease 2 (3.6%) 0 (0.0%) -
Chronic cardiac disease 0 (0.0%) 1 (1.8%) -
Menopause 16 (38.2%) -
Duration of menopause
<10 - 8 -
>10 - 8 -
Daily intake of vitamin D
<39 6 (46.2%) 9 (21.4%) 0.16
3.9-6.7 5 (38.5%) 22 (52.4%) 038
>6.7 2 (15.4%) 11 (26.2%) 0.66
Vitamin D levels 19.67+7.70 20.1749.36 0.67
(mean + standard deviation)
Vitamin D supplements - 3 (7.1%) -
number of exacerbations was 2.7+3.7 and the in controls. Differences between vitamin D levels
mean period with active lesions was 108+ 14.2  in patients and controls were statistically significant
days. Eight patients (14%) were taking hydroxy-  and remained so after adjustment for age (p =0.03).
chloroquine and three women were receiving treat-  CLE was the strongest predictor of insufficiency of
ment with vitamin D + calcium supplements. None  vitamin D (OR 4.2; 95% confidence interval (CI)
of the patients were receiving treatment with immu-  1.0-17.4). 25(OH)D levels decreased in older cases
nosuppressive drugs. The average calculated daily  (r=—0.21), but this did not reach statistical signif-
intake of vitamin D was 5.4+2.2png. Forty-eight icance (p =0.12). However, this trend was not seen
patients (87%) applied sunscreen to all uncovered in controls (r=0.13). Prevalence of vitamin D
skin, but only 30 (54%) used it every day assuring  insufficiency and deficiency in cases and controls
optimal protection during the middle hours of the  are shown in Figure 1. Higher levels of PTH were
day. Most of these patients used 50 or higher sun  associated with lower serum levels of 25(OH)D
protection factor. UVexposure was less than  (r=-—0.27; p=0.05), but no statistical significance
30 min/day in 20% of patients, whereas another  was seen in controls.
20% spent more than 2h/day outside. We looked at other disease characteristics in
association with 25(OH)D inadequacy but no
L . other characteristic was found to be statistically
Prevalence of vitamin D deficiency . . . ; .
: : significant in patients with a history of more than
The overall mean (SD) 25(OH)D level was 10 years of lupus (p=0.59), fair skin (p=0.77),
20.0£8.9ng/ml in patients and 23.8+7.5ng/ml  smoking (p=0.56), photosensitivity (p=0.39),
Lupus
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& Patients
[l Controls

90 - 83.6

Deficient (<10ml) Insufficient (10—30 Sufficient
ng/ml) (>30ng/ml)
Figure 1 Prevalence of 25-hydroxyvitamin D deficiency and

insufficiency in patients and controls. Serum levels of vitamin D
of less than 30 ng/ml were found in 94.5% of patients, which is
the range consistent with insufficiency, and includes six patients
(10.9%) with less than 10 ng/ml. 25-hydroxyvitamin D levels in
patients were significantly lower than controls (p =0.03).

detectable autoantibodies (p =0.79), more than 180
days with active lesions within the last year
(»=0.38), and more than 2h of outdoor exposure
(»=0.59). As shown in Table 2, treatment with
hydroxychloroquine (OR 7.9; 95% CI 0.9-8.8) pre-
dicted vitamin D deficiency, whereas supplements
of vitamin D were associated with higher vitamin D
levels (p=0.11).

Discussion

We found significantly lower serum 25(OH)D levels
among patients with CLE compared with matched
controls and a high overall prevalence of vitamin D
insufficiency (<30 ng/ml) and deficiency (<10 ng/ml).
Insufficiency was seen in this population from
Spain in the final spring, summer and early
autumn months, the period of highest sun expo-
sure, even in those patients with CLE who do not
follow recommendations for sunscreen use or
appropriate daily intake of vitamin D. We have
found lower mean serum levels of vitamin D in
Caucasian Ig)atients with SLE in South Carolina'®
and Texas,'® probably due to the lower latitude, but
similar levels to other studies performed in Spain.’
Mean serum levels of vitamin D in controls were
also lower than controls in South Carolina.'’ Our
results are in line with other recent research on vita-
min D levels in CLE that was performed in
Germany.14 However, Cusack et al.'® observed
a lower prevalence of vitamin D inadequacy
in Ireland, at higher latitudes, which could
be explained by the wider use of supplements of
vitamin D (40% versus 5%).
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Table 2 Risk of low vitamin D levels using 23.8 ng/ml
(mean levels in controls) as the cut-off, in relation to different
characteristics of cutaneous lupus erythematosus
95% confidence
Odds ratio crude  interval
Age <30 1.0 (Reference)
31-40 1.0 0.2 6.5
41-50 L5 02 8.9
51-60 15 02 8.9
>60 22 0.3 16.4
Menopause No 1.0 (Reference)
Yes 33 1.1 9.8
Skin type 11 1.0 (Reference)
)i 0.6 02 22
v 0.6 02 22
Body mass index <249 1.0 (Reference)
25299 09 0.2 25
>30.0 038 03 3.9
Smoking no 1.0 (Reference)
yes 0.9 0.3 3.0
Duration of disease <4 1.0 (Reference)
49 2.6 0.6 113
>9 13 03 53
Type of lupus Subacute 1.0 (Reference)
Chronic 1.0 0.2 4.6
Daily intake of <39 1.0 (Reference)
vitamin D
3967 12 03 46
>6.7 0.8 02 3.7
Severity <l 1.0 (Reference)
1-2 1.0 03-4.1
34 13 0.2-8.8
>4 32 0.5-19.0
Antimalarials No 1.0 (Reference)
Yes 7.9 0.9 69.8
Although the sample size is larger than other
studies on vitamin D and CLE, lack of statistical
significance in most variables could be attributed to
the large number of factors that determines the
capacity to synthesize vitamin D in the skin. This
inadequacy in vitamin D levels in patients with
CLE causes secondary hyperparathyroidism,
which further exacerbates 25(OH)D deficiency by
increasing its conversion to 1,25(OH)2D.
Interestingly, we found an important role for the
duration of the disease in lower 25(OH)D Ilevels.
The influence of age in levels of vitamin D in
patients but not in controls may reflect the role of
the disease in the metabolism of vitamin D.
Previous studies on CLE' could not find a rela-
tionship with the severity of the disease based on
indexes such as the European Consensus Lupus
Activity Measurement (ECLAM), SLEDAI or
SLICC Damaged Index (SDI), perhaps because
these scales were developed and validated specifi-
cally for patients with SLE' and not for CLE.
Lupus
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In view of the lack of an internationally validated
index to score CLE activity, we used a clinical
disease-related parameter, and a trend toward
lower vitamin D levels is seen in patients with
more active disease. Some studies found a negative
correlation between vitamin D levels and severity of
SLE,>'"!8 while others’ only found an association
between vitamin D deficiency and fatigue.
Interestingly, in other autoimmune disorders such
as undifferentiated connective tissue disease, the
probability of developing dermatological symp-
toms correlated with vitamin D insufficiency.'”

Our data disclosed two apparent contradictions:
antimalarials seemed to be a predictor of lower
25(0OH)D levels; hydroxychloroquine is known to
inhibit the la-hydroxylation of 25(OH)D, thus
decreasing the levels of 1,25(OH)2D.” Our results
may be due to the severity of the disease, as patients
receiving treatment with hydroxychloroquine were
those with active lesions in spite of photoprotection
and topical therapy. The finding of lower 25(OH)D
levels in patients with longer periods of active
lesions and more exacerbations during a year
would support this possibility. Nevertheless, the
low absolute number of patients who took hydro-
xychloroquine represents an additional limitation
on the interpretation of data related to this vari-
able. Further research controlling for severity of
the disease may clarify the influence of antimalar-
ials on vitamin D levels in CLE patients. The other
paradox was the finding of higher 25(OH)D levels
in darker skin, although all our patients were
Caucasians. It could be explained by the lack of
photosensitivity in patients with Fitzpatrick skin
type IV. Another confounding factor, time spent
outdoors, could be behind this finding.

Although more studies are needed to understand
the role of vitamin D as an immunomodulator, the
existence of vitamin D receptors in T and B lympho-
cytes, macrophagues and dendritic cells is well
known. Perhaps the most profound effects on the
immune system are on dendritic cells,'® modulating
their maturational state. Furthermore, 1,25(0OH)2D
down-regulates dendritic cell production of
interleukin-12 and augments interleukin-10, consist-
ing of a shift towards a Th2 response. B lymphocyte
differentation is also interrupted when exposed
in vitro to vitamin D. Although increasing levels
of dietary vitamin D intake are not associated
with a decreased risk of autoimmune diseases,'?
administration of supplementary vitamin D to
mouse models of SLE resulted in a loss of dermato-
logical manifestations.?® Based on our findings and
evidence in the literature, it is convenient to look for
vitamin D deficiency in CLE, although further

Lupus

research is necessary to demonstrate the benefits
of correcting vitamin D status in these patients.
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Summary

Key words:

age; diet; smoking; sun exposure; vitamin

The main source of vitamin D is synthesis in the skin during exposure to ultraviolet
radiation. The existence of photoaggravated diseases and the increasing incidence of skin
D cancer have prompted recommendations to avoid the sun. Here, we study the status of
vitamin D in a healthy population and its relation to their habits of sun exposure. To do so,
we designed a cross-sectional study that included 177 healthy people. We analyzed param-
eters about demographic data, sun exposure, and protection habits and estimated vitamin D
dietary intake. We performed blood tests to measure serum 25-hydroxyvitamin D [25(OH)
D], calcium, phosphorus, and intact parathyroid hormone. Mean levels (% standard devia-
tion) of 25(OH)D were 24.0 (* 8.5) ng/ml. Seventy-six percent of the population did not
reach recommended levels of vitamin D (30 ng/ml), including 4.5% who were vitamin D
deficient (< 10 ng/ml). Levels were higher in young people (P = 0.04) and those with more
sun exposure (P = 0.04). Smoking was associated with an increased risk of hypovitaminosis
D (odds ratio, 1.8; 95% confidence interval, 1.00-3.35). On the basis of our findings, we
should consider the risk of hypovitaminosis when we recommend sun avoidance, especially
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in some risk groups, because the sun is the most important source of this vitamin.
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O ver the last few years, several new roles have emerged for
vitamin D, beyond its key role in mineral homeostasis.
Researchers have found receptors for vitamin D in other organs
and tissues, including brain, prostate, breast, colon, and immu-
nological cells (1).Vitamin D deficiency might be associated with
several highly prevalent diseases, including type I diabetes,
multiple sclerosis, cardiovascular diseases, and many forms of
cancer (e.g., colon, breast, and prostate) (1, 2).

Some experts suggest that 5-30 min of sun exposure twice a
week to the face, arms, and legs is enough to synthesize adequate
vitamin D (2). However, sunscreens block the ultraviolet radia-
tion required for synthesis of this vitamin. The increasing
incidence of melanoma and nonmelanoma skin cancer during
the last few decades has led dermatologists to encourage patients
to avoid the sun and to use sunscreens. For that reason, we
designed a population-based cross-sectional study to assess the
status of vitamin D in a healthy population and the relation to
their sun exposure habits.

Materials and methods

We carried out this study in a seaside city in eastern Spain at a
latitude of 39°N. We recruited participants from adults accom-
panying patients attending our clinic during the summer from
2008 to 2010. Exclusion criteria included having a personal

© 2012 John Wiley & Sons A/S
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history of photoaggravated disease, renal failure, or hyperpar-
athyroidism. Ultimately, 177 individuals participated and gave
written informed consent. The local institutional review board
approved the study protocol.

We asked study participants to complete an interview with the
principal investigator about demographic data, past medical
history, drugs, smoking habits, weight, height, phototype, sun-
screens used, and mean daily sun exposure (including work and
recreational activities and usual amount of skin exposed). We
calculated mean vitamin D intake according to the amount and
frequency of vitamin D-rich products consumed during the
previous week. A blood test was administered within 1 week to
measure levels of 25-hydroxyvitamin D [25(OH)D], intact par-
athyroid hormone (PTHi), calcium, and phosphorus. We meas-
ured 25(OH)D and PTHi levels by using a chemiluminescence
immunoassay. Current recommendations define vitamin D insuf-
ficiency and deficiency as serum 25(OH)D levels of less than 30
and less than 10 ng, respectively.

We conducted statistical analysis with SPSS 14.0 for Windows
(SPSS Inc, Chicago, IL, USA). We used the Student’s t-test and the
analysis of variance to compare quantitative variables, and we used
the chi-squared test for categorical variables. We calculated odds
ratios and 95% confidence intervals to assess the relative risks
conferred. To verify the associations and interactions between
variables, we used simple and adjusted logistic regression.
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Table 1. Clinical and biodemographic profile of male and female participants in terms of absolute and relative frequencies

Variable Men, n (%) Women, n (%) Total, n (%)
Age, year (P=0.51)

<35 6(13.3) 28 (21.2) 34 (19.2)

35-50 19 (42.2) 52 (39.4) 71 (40.1)

> 50 20 (44.4) 52 (39.4) 72 (40.7)
Skin phototype (P =0.71)

1-2 19 (42.2) 60 (45.5) 79 (44.6)

3 21 (46.7) 53 (40.2) 74 (41.8)

4 5(11.1) 19 (14.4) 24 (13.6)
BMI (P =0.78)

<30 38 (84.4) 112 (86.2) 150 (85.7)

> 30 7 (15.6) 18 (13.8) 25 (14.3)
Smoking (P = 0.66)

Yes 19 (43.2) 52 (39.4) 71 (40.3)

No 25 (56.8) 80 (60.6) 105 (59.7)
Number of cigarettes/day (P=0.03)

<10 9 (40.9) 46 (66.7) 55 (60.4)

> 10 13 (59.1) 26 (33.3) 36 (39.6)
Menopause

Yes = 81 (61.4) =

No = 51 (38.6) =
Daily sun exposure (min) (P=0.81)

<60 13 (30.2) 46 (35.4) 59 (34.1)

60-120 15 (34.9) 44 (33.8) 59 (34.1)

>120 15 (34.9) 40 (30.8) 55 (31.8)
Use of sunscreen (P =0.002)

Never 6 (13.6) 56 (43.1) 62 (35.6)

Occasionally 18 (40.9) 39 (30.0) 57 (32.8)

Always 20 (45.5) 35 (26.9) 55 (31.6)
Daily intake of vit D (1g/day) (P = 0.44)

<5 24 (54.5) 59 (44.7) 83 (47.2)

5-10 19 (43.2) 66 (50.0) 85 (48.3)

>10 1(2.3) 7 (5.3) 8 (4.5)
Supplements of vit D (P =0.13)

Yes 1(22) 12 (9.1) 13 (7.3)

No 44 (97.8) 120 (90.9) 164 (92.7)
PTHi (pg/ml) (P=0.48)

<55 7 (15.9) 27 (20.8) 34 (19.5)

>55 37 (84.1) 103 (79.2) 140 (80.5)

BMI, body mass index; PTHi, intact parathyroid hormone; vit D, vitamin D.

Results

We recruited 177 participants (74.6% female) ranging in age
from 18 to 84 years, with a mean [standard deviation (SD)] age
of 47 (*£13) years.Table 1 shows demographic characteristics. All
participants were white. We found statistically significant differ-
ence between the sexes only in use of sunscreens, which was
higher in men (P =0.002).

Globally, 76.3% of participants had insufficient levels of
vitamin D (< 30 ng/ml), including 4.5% with vitamin D defi-
ciency (<10 ng/ml). None of the participants who received
supplements were vitamin D deficient. Mean (SD) of 25(OH)D
level was 24.4 (* 7.7) ng/ml in men and 23.8 (* 8.8) ng/ml
in women, but differences were not statistically significant
(P=10.67). Mean level (Table 2) was significantly higher in the
youngest age group (P =0.04) and those who spent more than
1 h outside each day (P=0.04), although we found no signifi-
cant difference in 25(OH)D levels between those who used and
did not use sunscreen (P=0.22). We found no relationship

160

between levels of 25(OH)D and menopause (P=0.67), body
mass index (P = 0.88), dietary intake of vitamin D (P = 0.72), or
supplements of vitamin D (P =0.10). We detected an increased
risk of vitamin D insufficiency among smokers (odds ratio, 1.8;
95% confidence interval, 1.00-3.35). Smoking correlated nega-
tively with levels of PTHi (r=-0.24; P <0.001).

Discussion

Our results showed that low vitamin D levels are common in our
population — even in summer and in such a sunny area. A
worldwide meta-analysis showed a tendency toward an inverse
relationship between latitude and status of vitamin D, with the
exceptions of Canada and Northern Europe (3). This finding may
be explained by their lighter skin and sun-seeking behavior,
combined with a high consumption of fortified foods and cod
liver oil (3).

Curiously, nearly half of the men included in our study
use sunscreen daily. Rather than indicating a change in sun

© 2012 John Wiley & Sons A/S
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Table 2. Analysis of variance and corrected ORs of vitamin D insuffi-
ciency (<30 ng/ml) according to biodemographic profile

25(OH) vit D

Variable Mean  SD OR (95% CI)
Age (P=0.04)

<35 25.13 9.18 1

35-50 23.99 7.72 1.14 (0.50-2.60)

>50 2338 897  1.17 (0.20-2.66)
Sex (P=0.67)

Male 24.43 7.73 1

Female 23.81 8.78 1.46 (0.74-2.88)
Menopause (P =0.67)

No 233 8.77 1

Yes 24.54 8.84 1.25 (0.61-2.55)
Skin phototype

(P=0.54)

4 22.12 8.59 1

3 26598 9.69 2.14 (0.20-23.72)

2 23.60 732 1.07 (0.42-2.72)

1 24.03 453 0.71 (0.28-1.81)
Body mass index (kg

m™) (P=0.88)

<30 23.88 8.41 1

>30 23.60 8.75 1.00 (0.41-2.28)
Smoking (P = 0.24)

No 24.66 6.94 1

Yes 22.82  10.33 1.80 (1.00-3.35)

Daily intake of vit D
(P=0.72) (ug/

day)

<4 23.29 8.82 1

4-6 24.55 8.13 0.81 (0.40-1.68)

>6 23.81 8.86 0.96 (0.45-2.09)
Supplements of vit D

(P=0.10)

No 23.67 8.60 1

Yes 2772 632 0.65 (0.21-2.03)
Use of sunscreen

(P=0.22)

Never 25.21 7.76 1

Occasionally 24.51 9.05 2.02 (1.00—4.26)

Always 2256 870  1.23 (0.60-2.60)

Daily sun exposure
(min) (P=0.04)
>120 26.09 8.331 1
60-120 2406 8.522  2.17 (1.02-4.60)

<60 22.11 8.502 1.52 (0.73-3.19)
PTHi (pg/ml)

(P=0.335)*

<32 22.49 7.99 1

32.1-52 24.86 7.89 1.23 (0.51-2.96)

>52.1 23.83 10.08 0.50 (0.25-1.16)

*25th and 75th percentiles of distribution of PTHi.
CI, confidence interval; OR, odds ratio; PTHi, intact parathyroid
hormone; SD, standard deviation; vit D, vitamin D.

protection habits, this behavior could be explained by the fact
that most male participants live in coastal or in rural areas,
where the need to protect the skin is more evident. Even so, men
had higher levels of vitamin D, in accordance with previous
results (3). Although one could easily expect sunscreen to reduce
vitamin D synthesis, results of large-scale studies are not
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consistent with these findings, especially if adequate sunscreen
use is not ensured (4).

Much has been written in the literature with regard to vitamin
D deficiency in the elderly, with multiple factors implicated, such
as lack of sun exposure or inadequate dietary intake. Further-
more, between adolescence and old age, the concentration of
7-dehydrocholesterol in the skin appears to decrease by approxi-
mately half (2). On the other hand, vitamin D deficiency in
children has historically been a matter of great concern to clini-
cians because of its relation to rickets. This early-age group was
not part of our study, which found an inverse relationship
between the levels of 25(OH)D and age, in agreement with
previous studies (3).

Our results support the findings that current smokers are at
increased risk of developing vitamin D insufficiency (5),
although we found no difference in total calcium serum level
between smokers and nonsmokers. Along with the decreased
25(OH)D levels, one could expect an increase in PTHi levels.
However, PTHi levels were also lower among smokers, as
described previously (5). We have not seen a dose—response
relation between number of cigarettes and PTHi or 25(OH)D
levels. Although the mechanism that explains the effect of ciga-
rette smoking in vitamin D metabolism remains unclear, it even-
tually aggravates bone loss in smokers.

The data from this study clearly show that usual dietary intake
would not be enough to guarantee adequate vitamin D status. As
the American Academy of Dermatology stated, the recommended
dietary intake for vitamin D varies from 5 to 15 pg/day, depend-
ing on age, but only a few subjects achieved their vitamin D
requirements through diet alone. Interestingly, none of the
subjects taking supplements presented with vitamin D deficiency.

Conclusion

Dermatologists should take into account the high prevalence of
vitamin D inadequacy among the patients attending our clinic,
especially in smokers and the elderly. These risk groups should
not be advised to strictly avoid sun exposure without also being
informed about an alternative means of obtaining vitamin D. Oral
supplements seem to be the most feasible means of ensuring
adequate vitamin D status, although patients should do so under

medical supervision.

References

1. Gilabert Y, Aguilera J, Carrascosa JM, Figueroa FL, Romani de
Gabriel J, Nagore E. Vitamin D: evidence and controversies. Actas
Dermosiﬁliogr 2011; 102: 572-588.

2. Holick MF. Vitamin D deficiency. N Engl JMed 2007; 357: 266-281.

3. Lips P. Worldwide status of vitamin D nutrition. J Steroid Biochem Mol
Biol 2010; 121: 297-300.

4. Diehl JW, Chiu MW. Effects of ambient sunlight and photopro-
tection on vitamin D status. Dermatol Ther 2010; 23: 48—60.

5. Supervia A, Nogués X, Enjuanes A etal. Effect of smoking and
smoking cessation on bone mass, bone remodelling, vitamin D,
PTH and sex hormones. ] Musculoskelet Neuronal Interact 2006; 6:
234-241.






Webmail :: 2013DE0247R Decision Letter Dermato-Endocrinology http://webmail.aedv.es/? task=mail& action=print& uid=4612& mbo...

2013DEO0247R Decision Letter Dermato-
Endocrinology

Remitente <dermatoendocrinology @landesbioscience.com>
Destinatario ~ <ecutillas@aedv.es>

Cc <dermatoendocrinology @landesbioscience.com>

Fecha 12-12-2013 11:14

0

)

Asunto

A

servido de
CcOMMeoes

Dear Dr. Cutillas-Marco:

I am delighted to inform you that your manuscript, "Vitamin D status and hypercholesterolemia in Spanish
general population," has been accepted for publication in Dermato-Endocrinology. Please be sure to share this
information with all coauthors. You will receive galley proofs for your careful review from the managing editor.

Thank you for submitting an article that will make a positive contribution to the advancement of our field. If you
have any questions, please contact kristen@landesbioscience.com or 512.637.6050.

Thank you once again for submitting your manuscript to Dermato-Endocrinology and we hope you will consider
sending other manuscripts in the future.

Sincerely,

Prof. Jorg Reichrath

Leitender Oberarzt und stndiger Vertreter
des Klinikdirektors

Klinik fr Dermatologie, Venerologie und
Allergologie

Universitsklinikum des Saarlandes
Kirrberger Str.

66421 Homburg/Saar

Germany

joerg.reichrath@uks.eu

l1del 20/01/2014 1:04



- TITLE:

Vitamin D status and hypercholesterolemia in Spanish general population

- RUNNING TITLE:

Vitamin D and cholesterol

- AUTHORS:

Eugenia Cutillas-Marco,' Amparo Fuertes Prosper,2 William B Grant,® and Maria M. Morales-

Suérez-Varela*®

1.

6.

Department of Dermatology, Hospital de la Vega Lorenzo Guirao, Cieza,
Murcia, Spain

Department of Dermatology, Hospital Universitario Doctor Peset, Valencia,
Spain

Sunlight, Nutrition, and Health Research Center, San Francisco, California,
USA

CIBER Epidemiologia y Salud Publica (CIBERESP), Spain

Unit of Public Health and Environmental Care, Department of Preventive
Medicine, University of Valencia, Valencia, Spain

Center for Public Health Research (CSISP), Valencia, Spain

- CORRESPONDING AUTHOR: Eugenia Cutillas-Marco, Hospital de la Vega Lorenzo

Guirao, Department of Dermatology, Carretera de Abaran, s/n, 30530 Cieza, Murcia,

Spain. Phone: +34968775550; fax: +34968455632; e-mail: ecutillas@aedv.es

- DISCLOSURE STATEMENT: None of the authors had any conflicts of interest.



ABSTRACT

Low serum 25-hydroxyvitamin D [25(OH)D] levels have been associated with increased prevalence
of cardiovascular diseases. A possible relation between lipids and 25(OH)D might explain this
association. This investigation aimed to determine the association between vitamin D and cholesterol,
as well as the influence of statins on this association. This was a cross-sectional population-based
study with 177 subjects aged 18-84 years. We collected demographics and data on sun exposure, sun
protection habits, current medication including lipid-lowering drugs, and estimated vitamin D intake.
Serum measurements included levels of 25(OH)D, parathyroid hormone (PTH), calcium, phosphorus,
total cholesterol, high-density lipoprotein (HDL) cholesterol, low-density lipoprotein (LDL)
cholesterol, triglycerides, and fasting glucose. The mean 25(OH)D level was 24 + 9 ng/ml. Young age
(p = 0.04) and spending more than 1 hour outdoors (p = 0.04) were independently associated with
higher 25(OH)D levels. The 25(OH)D concentrations correlated negatively with total cholesterol (p =
0.01) and LDL cholesterol (p = 0.04) levels. The adjusted OR with 25(OH)D <15 ng/ml for total
cholesterol >200 mg/ml was 2.8 (range, 1.1-7.5). Receiving statins was associated with higher
25(0OH)D levels (p = 0.04). In conclusion, this study supports an association between 25(OH)D levels

and cholesterol. Further studies are required to explain this association.

ABBREVIATIONS: 7DHC, 7-dehydrocholesterol; 25(OH)D, 25-hydroxyvitamin D; BMI,
body mass index; CI, confidence interval; HDL, high-density lipoprotein; HMG-CoA,
hydroxymethylglutaryl-coenzyme A; LDL, low-density lipoprotein; OR, odds ratio; PTH,

parathyroid hormone; SD, standard deviation.

KEYWORDS: vitamin D, cholesterol, statins, lipids, 25-hydroxyvitamin D, LDL cholesterol



BACKGROUND

Although vitamin D can be obtained from diet or supplements, exposure to sunlight is the main source
of this vitamin."! Solar UV radiation penetrates the skin and converts 7-dehydrocholesterol (7DHC)
into previtamin Ds, which is rapidly transformed into vitamin D;. Vitamin D from diet and from skin
is hydroxylated in the liver to 25-hydroxyvitamin D [25(OH)D], the main determinant of vitamin D
status. It is then metabolized in the kidneys in its active form, 1,25-dihydroxyvitamin D, in a tightly
regulated process controlled by plasma parathyroid hormone (PTH) levels and serum calcium and
phosphorus levels, among others.

Health promotion messages to limit UV exposure may lead to a growing prevalence of
inadequate vitamin D status.” Low 25(OH)D levels have been linked to several conditions beyond a
critical role in the development of osteoporosis. Vitamin D insufficiency has been associated with
type 1 and type 2 diabetes, multiple sclerosis, autoimmune diseases, and infectious diseases.’
Recently, researchers have identified vitamin D insufficiency as a possible risk factor for
cardiovascular diseases, either directly or through a relation with other cardiovascular risk factors,
including diabetes, hypertension, or obesity.3‘5 The effect of vitamin D status on serum lipids is
especially interesting considering that vitamin D and cholesterol share a common precursor, 7DHC,
although previous studies yielded divergent results.’ The aim of this study was to investigate the

association of vitamin D status with lipid profile, particularly on cholesterol levels.

RESULTS
Of the 177 subjects who participated in this study, 132 (75%) were females. Their mean age was 47 +
13 years and 40% of the participants were smokers. Sixteen percent of participants were obese (body
mass index [BMI] > 30) and mean BMI was 25.3. Table 1 summarizes baseline characteristics of all
participants according to serum 25(OH)D tertiles. The lipid-lowering therapies considered were (n,
mean daily dose) atorvastatin (6, 35 mg), simvastatin (3, 23 mg), fluvastatin (2, 40 mg), and
pravastatin (1, 20 mg).

Globally, mean 25(OH)D level was 24 + 9 ng/ml (to convert to nanomoles per liter, multiply

by 2.496), and it was significantly higher in the youngest age group (18-35 years) (p = 0.04) and for



those who spent more than 1 hour outdoors each day (p = 0.04). We detected an increased risk of
vitamin D insufficiency (<30 ng/ml) among smokers (odds ratio [OR], 1.80; 95% confidence interval
[CI], 1.00-3.35). Smoking correlated negatively with PTH levels (» = —0.24; p < 0.001). An inverse
correlation existed between 25(OH)D and PTH levels, which reached significance only in nonsmokers
(r=-0.220; p < 0.025).

The 25(OH)D levels correlated negatively with total cholesterol concentrations (r =
—0.196; p = 0.01). This association remained essentially unaltered after adjustment for sun exposure (p
=0.03). Their adjusted OR with 25(OH)D < 15 ng/ml for total cholesterol > 200 mg/dl was 2.83 (95%
CI, 1.06-7.51) after adjustment for lipid-lowering therapy, age, and smoking. We found no correlation
between the 25(OH)D and HDL cholesterol concentrations (p = 0.73) or the HDL/LDL cholesterol
ratio (p = 0.61). Participants with 25(OH)D < 15 presented higher LDL cholesterol levels (125 + 28
vs. 138 £ 39 mg/dl) (p = 0.04) (Table 2). No significant association existed between 25(OH)D and
BMI (p = 0.88) or triglycerides (p = 0.29). No subjects receiving statins presented 25(OH)D <15
ng/ml.

Subjects with untreated high cholesterol presented lower 25(OH)D levels than participants
without high cholesterol (Table 3). The highest serum 25(OH)D levels occurred in
hypercholesterolemic subjects receiving statins (p = 0.04). Those participants being treated with
statins displayed similar vitamin D levels, irrespective of whether they achieved their goal of

achieving total cholesterol of <200 mg/dl (28.0 +4.1 vs. 28.0 £ 5.9) (p = 0.98).

DISCUSSION

The results of this study indicate that vitamin D insufficiency is prevalent in our study population and
that living in such a sunny area as Spain does not necessarily guarantee an adequate vitamin D status,
even in summer. This fact must be taken into account when recommending sun avoidance in high-risk
populations. In agreement with previous studies,” we found that elderly people and smokers have
insufficient vitamin D levels more often than young adults and nonsmokers, even when immunoassay
methods—which often overestimate 25(OH)D levels in smokers—are used to measure these levels.”*

PTH levels are also lower in smokers because tobacco suppresses the PTH—calcitriol axis.” We did



not find a significant relationship between BMI and 25(OH)D levels, in contrast to previous studies’®
that reported lower 25(OH)D concentrations in obese subjects. This lack of statistical significance
might be due to our study’s small number of obese subjects.

Our results suggest that high cholesterol is more frequent in people with lower 25(OH)D
levels. This relation cannot be accidental if we consider that cholesterol and vitamin D follow the
same metabolic pathway from hydroxymethylglutaryl-coenzyme A (HMG-CoA) to 7DHC. Bogh and
colleagues'® showed that vitamin D synthesis after UVB exposure correlates positively with baseline
total cholesterol level. Furthermore, LDL receptor expression in the epidermis is higher in the basal
layer, whereas keratinocyte differentiation is accompanied by loss of plasma membrane LDL receptor
activity.'" Notably, vitamin D synthesis occurs mainly in deeper epidermis layers.”? This finding
suggests that LDL cholesterol plays an important role as a precursor of previtamin D, besides de novo
biosynthesis. The inverse relation between serum LDL cholesterol and vitamin D status might be
explained by a defect in LDL cholesterol uptake by keratinocytes. Therefore, both low levels of
25(OH)D and high levels of LDL cholesterol may be the result of this defect in LDL cholesterol
uptake. Our findings coincide with those of previous studies that investigated the relation between
vitamin D and cholesterol or metabolic syndrome.>"* Some studies found an inverse relation between
serum 25(0OH)D and total cholesterol,' LDL cholesterol,'* or triglycerides'*'*, and a positive
association with HDL cholesterol'>'® and apolipoprotein Al."”” We found no relation with either
triglycerides or HDL cholesterol, although statistical power may have limited our analysis. A common
conclusion of all these studies is the association between higher 25(OH)D levels and a better lipid
profile, in agreement with our idea of a relation between vitamin D synthesis and cholesterol
metabolism. We could not establish the causal relation between cholesterol and 25(OH)D because of
the cross-sectional nature of this study. However, vitamin D repletion in clinical trials did not
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demonstrate a significant effect on cholesterol levels, ™~ supporting our hypothesis of the influence of

skin uptake of cholesterol on vitamin D metabolism. Nevertheless, interventional studies are scarce,
heterogeneous, and usually with insufficient doses of vitamin D supplementation.>'**

Although few participants in our study were being treated with statins, serum vitamin D was

significantly higher among those taking statins. Statins inhibit HMG-CoA reductase activity.”' This



enzyme participates in the cholesterol synthesis pathway, which leads to 7DHC synthesis. At the same
time, 7DHC can be transformed into cholesterol by the action of 7DHC reductase or into previtamin
D by isomerization when people are exposed to UVB radiation. Although one might expect reduced
25(OH)D synthesis with statins, this study shows the opposite, and others have reported similar
results.” ¢

The effect of statins on increasing LDL cholesterol uptake in cells can account for this
apparent contradiction. Inhibiting this pathway increases the gradient between cells and the
bloodstream to promote penetration of LDL cholesterol into the cell.?' Furthermore, statins increase
LDL cholesterol receptor expression in the membrane cell.*'?’

In conclusion, our study yields further evidence for the unfavorable lipid profile among
vitamin D—deficient individuals and offers a new possible explanation for this association. Given the
prevalence of vitamin D insufficiency and the detrimental consequences of an unfavorable lipid
profile, investigation and correction of vitamin D status may be indicated in high-risk populations.

Further research needs to be done to establish the effect of vitamin D supplementation on the lipid

profile and elucidate the mechanisms that explain the link between vitamin D and lipids.

PATIENTS AND METHODS
- Study design and subjects

This was a cross-sectional study carried out in a seaside city in eastern Spain at a latitude of 39°N. We
recruited participants from the adults accompanying patients who came to our hospital clinic in the
summers during 2008-2010. Exclusion criteria included having a previous diagnosis of renal failure,
hyperparathyroidism, familial hypercholesterolemia, preexisting heart disease, taking medication that
causes photosensitivity, and pregnancy. Ultimately, 177 individuals participated and gave written
informed consent. The hospital’s ethics committee approved the study protocol.

We asked study participants to complete an interview with the principal investigator about
demographic data, medical history and current medical status, drugs, treatment duration, smoking
habits, weight and height (from which we calculated BMI), and Fitzpatrick skin phototype.”® We

recorded sun exposure by estimating the mean number of hours spent outdoors, and we divided



subjects into three groups: (1) <1 h daily, (2) 1-2 h daily, and (3) >2 h daily. We asked participants
about sun protection and sun avoidance in the last month and divided them into three categories: (1)
“always” wearing protective clothing or applying sunscreen of factor 15 or above at least 75% of the
time, (2) “occasionally” wearing protective clothing or applying sunscreen of factor 15 or above
25%—-75% of the time, and (3) “never” wearing protective clothing or applying sunscreen of factor 15
or above <25% of the time. We measured vitamin D intake by using a food frequency questionnaire
and self-reported supplemental intake during a visit as part of the study. Participants with high
cholesterol were defined as those having a total cholesterol level of >200 mg/dl and/or those receiving
lipid-lowering therapy.

- Biochemical measurements
We used a blood test to measure the following levels: 25(OH)D, PTH, calcium, phosphorus, fasting
blood glucose, total cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol, and triglycerides. We determined
25(OH)D levels by using the Liaison 250H vitamin D TOTAL (Diasorin Inc., Stillwater, MN, USA),
a chemiluminescence immunoassay with an interassay coefficient of variation of 7.0% at 18 ng/ml
and 6.3% at 37 ng/ml. We measured total cholesterol and triglycerides by means of enzymatic assays,
and we recorded HDL cholesterol concentrations with a Beckman LX-20 autoanalyzer (Beckman
Coulter, La Brea, CA, USA) by using a direct method. We calculated LDL cholesterol values by

using the Friedewald equation.

Statistical Analysis

Continuous variables with normal distribution are expressed as mean + standard deviation (SD), and
categorical variables are expressed as a percentage. We evaluated differences in baseline
characteristics across tertiles of 25(OH)D levels by using a chi-square test for categorical variables
and analysis of variance for continuous variables. We assessed the correlation between 25(OH)D and
lipid levels with the Pearson correlation coefficient. We used partial correlation and linear regression
coefficients to examine the relationship between variables. We included those variables associated
with 25(OH)D levels in the univariate analyses in the regression models for the multivariate analysis.

These variables were age, sun exposure, smoking, and lipid-lowering therapy. We calculated crude



ORs, adjusted ORs, and corresponding 95% confidence intervals by univariate and conditional
multivariate logistic regression. We analyzed data by using SPSS package procedures (SPSS v19;
Chicago, IL, USA). All tests were two-tailed and a p-value threshold of <0.05 was set for statistical

significance.
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Table 1. Baseline characteristics of participants according to serum 25(OH)D tertile categories [data
expressed as n (%) or mean + SD]

Category Serum 25(OH)D tertile P
1 11 111
(<20.00 ng/ml) (20.01— (>27.01
27.00 ng/ml)
ng/ml)
Participants 61 (35) 54 (31) 62 (35) 0.62
Female sex 50 (82) 36 (67) 46 (74) 0.17
Age (yrs) 48+ 13 47+ 13 47+ 13 0.76
Skin phototype
1-2 29 (37) 24 (30) 26 (33)
3 22 (30) 24 (32) 28 (38)
10 (42) 6 (25) 8 (33) 0.81
BMI (kg/m?) 25+4 26+5 25+4 0.51
Sun protection
Always 27 (44) 18 (29) 17 (27)
Occasionally 18 (32) 17.(30) 22 (40)
Never 14 (25) 18 (33) 23 (42) 0.32
Sun exposure (h/d)
>2 15 (26) 18 (31) 25 (43)
1-2 19 (32) 19 (32) 21 (36)
<1 26 (44) 17 (32) 16 (26) 0.32
Current smokers 31(51) 22 (29) 18 (31) 0.11
Vitamin D intake 5.5+£34 55+19 52+1.8 0.85
(ug/d)
Menopause 17 (28) 15 (28) 19 (31) 0.37
Vitamin D — 7 (13) 6 (10) 0.02
supplements
Lipid-lowering — 4(7) 8 (13) 0.02
drugs
Serum 25(OH)D5 15+4 24 +2 33+6 0.001
(ng/ml)
PTH (pg/ml) 46+ 24 41+15 44+ 12 0.22
Calcium (mg/dl) 9.5+0.3 9.5+04 94+0.9 0.51
Total cholesterol 206 + 37 205 +31 195+ 10 0.09
(mg/dl)
HDL cholesterol 53+12 59+19 54+12 0.18
(mg/dl)
LDL cholesterol 129 £ 37 132 +£28 122 £26 0.32
(mg/dl)
Triglycerides 106 £ 53 104 £ 78 93 + 38 0.44
(mg/dl)
Glucose (mg/dl) 99 +15 95+£10 97 +£12 0.36

—, no data.
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Table 2. Serum levels of total cholesterol and serum lipoprotein cholesterol fractions (using the cutoff
of 15 ng/ml vitamin D deficiency)

Category 25(0OH)D n Total HDL LDL

(ng/ml) cholesterol cholesterol cholesterol
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)

All participants >15 148 199 +33 5615 125 +28
<15 25 216 +36 54+13 138 +39
P 0.008 | 0.008 0.64 0.04

With statins <15 —
>15 12 190 +21 54+9 113+16
4

Without statins <15 26 218 +36 54+13 138 +39
>15 139 199 + 33 56+ 15 125 +£28
P 0.009 | 0.007 0.61 0.22

—, no data.

Table 3. Serum levels of total cholesterol and 25(OH)D (mean + SD) across cholesterol status and

lipid-lowering agents

Serum total Current lipid- n 25(OH)D Total cholesterol
cholesterol > 200 lowering therapy (ng/ml) (mg/dl)

mg/dl (P=0.04) (P=0.23)

No No 86 24+9 17517

Yes No 79 23+9 231 +£24

Yes Yes 3 28 +8 217+ 14

No Yes 9 28+ 6 181 £ 14
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Summary

Background: The main vitamin D source is exposure to ultraviolet radiation, which aggravates cutaneous
lupus erythematosus (CLE).

Objectives: The aims of this study were to identify variables associated with lower serum 25-
hydroxvitamin D [25(OH)D] levels in CLE patients and assess the effect of vitamin D restoration on
disease severity.

Methods: Vtamin D status in 60 CLE patients and 117 apparently healthy subjects was compared. We
recommended oral vitamin D3 to 27 CLE patients. After 1 year of treatment, changes in disease severity
were assessed and compared to 25 untreated CLE patients. Disease severity was measured by the
Cutaneous Lupus Erythematosus Disease Area and Severity Index (CLASI), number of exacerbations,
duration of active lesions and patient assessment.

Results: Presence of CLE raised the odds of having vitamin D deficiency (OR 3.47, 95%CI 1.79-6.69).
Increasing age and disease duration were associated with higher odds of having vitamin D deficiency.
After a 1-year follow-up, disease activity improved in the treatment group (CLASI A 2.7+2.9 vs. 0.9+1.4)
(p=0.003), as confirmed by the patient assessment (p=0.01).

Conclusions: Vitamin D inadequacy is more prevalent in CLE participants than in healthy controls.
Treating vitamin D insufficiency is associated with improved disease severity according to physician and

patient assessments.



Introduction

Although vitamin D can be obtained through food, skin is the main source of this vitamin. Ultraviolet
radiation penetrates into the skin to convert 7-dehydrocholesterol, synthesised in keratinocytes, into
previtamin D3 and finally into vitamin D3 in a heat-dependant reaction'. Vitamin D3 is transported in the
bloodstream to the liver, where it is hydroxylated to 25-hydroxy-cholecalciferol [25(OH)D]. Then it
moves on to the kidneys, where it is secondly hydroxylated to the active form, 1,25-dihydroxy-vitamin D
[1,25(0OH)2D]. Vitamin D status is assessed by 25(OH)D levels, which have a half-life of about 3 weeks'.
Vitamin D is well-known for its function in calcium and phosphorus homeostasis and bone
mineralisation. However, mounting evidence has appeared in recent years about the ubiquity of the
vitamin D receptor. The discovery of the vitamin D receptor in most cells of the immune system?® suggests
that vitamin D plays an important role in regulating the immune response. Vitamin D has been studied as
a modifiable environmental factor in autoimmune diseases, including type 1 diabetes mellitus, multiple
sclerosis, rheumatoid arthritis and inflammatory bowel disease®. Moreover, various studies report an
association between serum 25(OH)D levels and susceptibility and severity of some autoimmune
disorders*.

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a prototypical autoimmune disease, and patients with SLE are
known to have lower levels of 25(OH)D*¢. Lack of sunlight exposure to avoid photosensitivity from
SLE, renal insufficiency and chronic use of photoprotection and glucocorticoids may result in vitamin D
deficiency’. Although the exact physiological and clinical significance of vitamin D deficiency in SLE is
not yet clear, lower levels of serum 25(OH)D have been shown to correlate with increased SLE disease
activity® (Amital). Moreover, some manifestations of SLE may attenuate after vitamin D replacement®'’.
Studies done in patients with cutaneous lupus erythematosus (CLE) are scarce and have not investigated

the possible relation between serum 25(OH)D levels and disease activity.



In summer 2008, we conducted a cross-sectional study to assess the prevalence of inadequate serum
25(OH)D levels in patients with exclusively specific cutaneous manifestations of lupus erythematosus''.
Our results showed that vitamin D insufficiency is highly prevalent in patients with CLE, who presented
lower levels than controls. Therefore, we extended the control group and treated patients with insufficient
serum 25(OH)D levels for the following objectives: to identify those variables associated with lower
serum 25(OH)D levels; to assess the association of serum 25(OH)D levels with CLE disease activity and

to assess the effect of vitamin D supplementation on CLE disease activity.

Material and Methods

Study design and subjects recruitment

The study consisted of two stages: the first stage represents a cross-sectional study of 60 patients with
CLE who were compared to 117 age- and sex-matched unaffected subjects recruited from healthcare
workers and adults accompanying the patients who attended our clinic in summer 2008; the second stage,
or the longitudinal phase, includes only participants with CLE. This second phase is a prospective
observational study to compare disease severity in CLE patients with vitamin D insufficiency who receive
vitamin D supplements (treated group) to those without treatment (untreated group). The hospital’s Ethics
Committee approved the study protocol and all the participants gave written informed consent. A detailed
description of the recruitment process has been previously described'!. Patients in treatment with vitamin
D metabolism-modifying drugs, including corticosteroids, were excluded from the study.

Baseline clinical evaluation and laboratory studies in patients and controls

All the participants were asked to attend an interview with the principal investigator to ascertain
demographic characteristics, chronic diseases, medication, dietary supplements, current sunscreen use,
smoking habits, menopause, weight and height (from which body mass index [BMI] was calculated), and

Fitzpatrick skin type. All the subjects were Caucasians. Sun exposure was recorded by estimating the



mean number of hours spent outdoors, and by dividing subjects into three groups: (i) 1 h daily or less; (ii)
1-2 h daily; and (iii) >2 h daily. We calculated mean vitamin D intake according to the amount and
frequency of vitamin D-rich products consumed the previous week.

CLE subjects were also asked about photosensitivity, disease duration and current treatment. The clinical
evaluation was based on the Cutaneous Lupus Erythematosus Disease Area and Severity Index (CLASI),
performed by a dermatologist, and flares frequency and duration during the previous year, reported by
patients. CLASI is a validated tool to assess disease severity in CLE, and it quantifies disease activity
(erythema, scale) (CLASI A score) and damage (dyspigmentation, scar) (CLASI D score) on 13 body
areas. It provides two scores, one for activity and one for damage, with higher scores representing more
severe disease'”.

A blood test was done with cases and controls to measure 25(OH)D, parathyroid hormone (PTH), calcium
and phosphorus. 25(OH)D and PTH levels were measured by a chemiluminescence immunoassay. In
accordance with the US Endocrine Society, vitamin D deficiency was defined as 25(OH)D level of 20
ng/ml or less, vitamin D insufficiency as 21-29 ng/ml, and vitamin D sufficiency as 30 ng/ml or higher’.
Additionally, presence of antinuclear and antiDNA antibodies, and complement C3 and C4 levels, were
evaluated in cases with CLE.

Intervention

Oral vitamin D3 was recommended to cases who attended our clinic in June and July 2008, and who did
not present optimal levels of 25(OH)D at or above 30 ng/ml. They were placed in the following oral
vitamin D supplementation schedule: 1,400 IU of cholecalciferol, plus 1,250 mg of calcium carbonate,
per day for 40 days, followed by a tablet twice a day of a fix combination of 1,250 mg of calcium
carbonate and 400 IU of cholecalciferol for 1 year of treatment, according to drug labelling. In order to
create a control group, replacement therapy was not indicated to the patients attending our clinic in

August and September. The patients treated with vitamin D supplements at the baseline were excluded



from this second study phase and those with sufficient 25(OH)D levels at baseline were assigned to the
control group. All the participants were advised to not make any nutritional or lifestyle changes that could
interfere with the results during the treatment period.

Effects of therapeutic intervention

The cases in the treatment group were contacted by telephone or came to our clinic every four months.
During each visit, we assessed treatment compliance and adverse effects by focusing on hypercalcemia or
hypercalciuria symptoms and, if required, by measuring serum or urine calcium. Treatment compliance
was self-reported and participants were deemed “compliant” if they had taken 75% or more of the tablets.
One year after treatment began, all the cases with CLE were re-evaluated by a blinded outcome assessor,
who was the same dermatologist as at the baseline. The results were evaluated by: (i) CLASI; (ii)
frequency and duration of exacerbations, as reported by patients; (iii) global patient assessment, recorded
as “better”, “no different” or “worse” than the previous year. Another blood test was done only with the
cases in the treatment group in order to assess changes in serum 25(OH)D levels.

Statistical analysis

During the first stage, differences among qualitative results were compared using the x* test between CLE
patients and controls. Quantitative data sets were also tested for normality with the Kolmogorov—Smirnov
test. All the parameters were normally distributed. The results were presented as mean = SD. A Student’s
paired 7-test was used for the quantitative variables.

In the second step, we compared the CLE patients with and without replacement therapy. Descriptive
statistics were used to describe the distributions of both patient groups, the baseline disease characteristics
and follow-up evaluations (CLASI A and D, and the sum of the A+D score). Pearson’s x* was used to
assess associations between nominally scaled variables.

The correlation among the CLASI A, D and A+D scores with the serum 25(OH)D level at the beginning

and the end of the follow-up was assessed by a Spearman’s rank correlation test. The outcome



dichotomous variable was set to define those patients whose clinical situation had improved at the end of
the follow-up period (patients with and without improvement). Logistic regression models were
determined to account for outcome that was better than expected by chance (P < 0-001) with a Wald test
and a ¢ odds ratio test. Crude ORs, adjusted ORs plus the corresponding 95% confidence intervals
(95%Cls) were calculated by univariate and conditional multivariate logistic regression, respectively.
Multivariate logistic regression was also applied, including gender and age as covariables. A P value of
< 0-05 was considered significant. Statistical calculations were performed with the SPSS 19.0 software

(SPSS Inc., Chicago, IL, USA).Results

Demographic variables

The characteristics of the CLE subjects and the unaffected age- and sex-matched controls are summarised
in Table 1. It is noteworthy that the CLE subjects were more likely to present a darker skin type
(p=0.001), shorter daily sun exposure (p=0.03) used sunscreens more (p=0.001), and that there were more

smokers among the CLE subjects (p=0.001).

Baseline clinical and laboratory evaluations

In all, 81% of CLE subjects presented chronic CLE, while photosensitivity was present in 63% of the
CLE participants. Globally, the average number of exacerbations was 2.7+3.7, and the mean period with
active lesions was 108+14 days. Of all the patients, the blood test revealed that 25% of those with CLE
presented autoantibodies. The mean CLASI A score was 2.17+2.48 and the CLASI D score was
0.61+1.51.

Serum 25(OH)D levels were higher in unaffected participants than in the CLE subjects (mean+SD) (26+8
vs. 20£9) (p=0.001). PTH levels were also higher in the non-CLE participants (49+16 vs. 34+17)
(p=0.001). CLE was associated with an increased odds of having 25(OH)D levels under 20 ng/ml (OR

3.5, 95%CI 1.8-6.7), consistent with deficiency. This association, be it reduced, persisted after adjusting



for age, smoking, sun exposure and sunscreen use (adjusted OR 2.3, 95%CI 1.2-5.8) (data not shown).
Increasing age in the CLE group was significantly associated with lower 25(OH)D levels (p=0.02), while
those with a disease duration of>5 years presented higher odds of vitamin D deficiency (OR 3. 1, 95%CI
1.0-9.3) (Table 2). Serum 25(OH)D levels were lower in the patients treated with antimalarials (2149 vs.
14+6) (p=0.04). We found no correlation between serum 25(OH)D levels and score (r=-0.04, p=0.87)
(data not shown). No differences were observed in the baseline characteristics between treated and
untreated patients, apart from serum 25(OH)D levels, which were lower in the treatment group (mean
+SD: 17£7 vs. 23£10) (p=0.01), duration of menopause, which was longer in women from the untreated
group (p=0.03), and the higher number of smokers among treated cases (Table 3). There was a trend,
although not significant, towards higher severity scores in the treatment group (Table 3). None of the
patients who came in June-July and three of those attending in August-September presented sufficient
25(0OH)D levels at baseline.

Laboratory assessment

The mean 25(OH)D levels of the treatment group increased from 17+7 to 30+9 (p=0.001), with a mean
increment of 13 ng/ml. Of the 27 patients with 25(OH)D levels <30 ng/ml at the baseline who received
replacement therapy, 60% reached optimal levels after 1 year of treatment. It should be noted that the
25(0OH)D levels in three patients (11%) remained at <20 ng/ml after 1 year of treatment.

Effects of therapeutic intervention

Supplements were well-tolerated with no serious adverse events recorded. Two patients in the control
group (7%) were lost during follow-up and four patients in the treatment group (12%) were considered
non-compliant. Two additional patients from the treatment group (6%) stopped medication because of
pregnancy. All these patients were excluded from the analysis. One patient in the treatment group
presented new onset pruritus, which improved after adding antimalarials without discontinuing vitamin D

supplements. Significant clinical improvement was seen after 1 year in the treatment group (Figure 1).



CLASI A decreased from 2.742.9 to 0.9+1.4 (p=0.003), but CLASI D did not significantly change (from
0.4+1.0 to 0.6+1.3) (p=0.26). In the control group participants, CLASI did not significantly alter (CLASI
A from 1.441.6 to 2.2+2.4, p=0.18; CLASI D from 0.8+2.0 to 0.9+2.0, p=0.33). Similarly, there was a
consistent trend towards a lower number of exacerbations per year in the treatment group (p=0.17)
(Figure 2), but it was not statistically significant. The number of days with active lesions also lowered in
the treatment group from 1184153 to 56+114 (p=0.009), but not in the control group (82+123 to 65+112,
p=0.37) (Figure 3). Of the patients in the treatment group, 59% vs. 24% of untreated patients considered
that their disease status was better than it was 1 year before (Figure 4). Nonetheless, none of the treated
participants vs. 16% of the untreated participants thought their disease status was worse than at the
baseline, and these differences were statistically significant (p=0.01).

Although the odds of reducing CLASI were 2.3 times higher in those individuals whose levels of
250H)D increased above the mean change, they were not statistically significant (p=0.49).Discussion
Our data show that the 25(OH)D levels in the CLE patients are significantly lower than in the controls,
and that having CLE increases the odds of inadequate serum 25(OH)D levels, even after adjusting for sun
exposure and sunscreen use. However, the most important finding of this study is that vitamin D
supplementation may have improved disease activity scores in our patients with vitamin D insufficiency.

The mean levels in our sample are lower than those reported in previous studies,'*'®

although our
investigation was performed in a city at a lower latitude. Our results are in line with those found in
African-American subjects with CLE in Texas'®, even though all our participants were Caucasians. Other
studies performed in Spain either with healthy population'” or patients with acute ischemic heart disease'®
have shown similar 25(OH)D levels than our controls. This finding could be explained by the high

temperatures reached in summer in Spain, which encourage sun protection and midday sun avoiding, and

the low consumption of cod liver oil and vitamin D-enriched foods in our area'. The lower serum
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25(0OH)D levels in the treatment group can be explained by the seasonal variation of this vitamin, which
peaks at the end of summer”.

Although a protective effect of hydroxychloroquine on bone mineral density has been demonstrated®, we
found lower levels of 25(OH)D among the patients being treated with antimalarials. However, it is
difficult to draw general conclusions about this as only eight subjects were on treatment with such drugs.
Our previous study did not find a relation between baseline disease severity and vitamin D status. This
1621

coincides with former studies showing no association between vitamin D status and disease activity

Interestingly, some cross-sectional studies have shown an inverse relationship between serum 25(OH)D

8,23-27 8

levels and SLE disease activity' , but not all of them™*. Herein we show this association
prospectively. Renne et al*! reported some clinical improvement in individual patients, but no obvious
alteration to disease activity which can be linked to replacement therapy, possibly due to small sample
size. To the best of our knowledge, no other longitudinal studies have been carried out to assess the effect
of vitamin D supplementation on CLE severity. We observed an improvement in CLE severity measured
by a blinded assessor using both the CLASI, which measure activity and damage due to the disease at a
timely moment, and the number of days with active lesions reported by patients over the whole treatment
period. In accordance with the physician assessment, patients’ global impression of change also supports
an encouraging effect of vitamin D supplementation on CLE severity, although a potential placebo-effect
cannot be ruled out While treated patients receive not only vitamin D supplements but also calcium
carbonate, there have been no reports of an effect of calcium carbonate supplements on lupus activity. On
the other hand, other interventional studies performed in patients with SLE also found improvement in

9.10.29 . . . . 29 N .
929 and the urine protein-to-creatinine ratio® after vitamin D supplementation,

both disease activity
although others reported only a beneficial effect on fatigue®.

The mechanisms by which vitamin D exerts its potential beneficial effects on lupus erythematosus remain

unclear. 1,25(OH)2D, the active form of vitamin D, has shown a modulator effect in both innate and
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adaptive immune responses’. Vitamin D supplements inhibit the differentiation and maturation of
dendritic cells, and induce a shift in T-cells from Th1 and Th17 to a Th2 phenotype'’. In addition, low
serum 25(OH)D levels diminish Treg migratory capacity in SLE patients and healthy controls™.
Furthermore, 1,25(OH)2D has shown potent direct effects on B-cell responses in patients with SLE or
rheumatoid arthritis by inhibiting B-cell proliferation, generating class-switched memory B-cells, and
leading to the differentiation of B-cells into plasma cells and immunoglobulin secretion'**.

Consistently with these findings, various epidemiological studies have suggested associations between
vitamin D deficiency and a higher incidence of immune-mediated diseases, such as multiple sclerosis,
type 1diabetes mellitus and inflammatory bowel disease®. More recent clinical studies have addressed the
question as to whether development and progression of autoimmune diseases can be influenced by
vitamin D supplementation. A recent systematic review®* reached the conclusion that several studies
indicate a potential role of vitamin D in the prevention of autoimmune diseases, but randomised
controlled trials are still lacking in this field.

This study is not without its limitations, which include the small sample size, lack of a placebo-controlled
group, a non-randomised partial blind trial design, and compliance measurement. The generalisability of
our results may pertain to only Caucasians as our study did not include other ethnic groups. When
considering safety of vitamin D supplementation® and insufficient vitamin D repletion in many patients,
we believe that higher doses of cholecalciferol should be recommended. Despite the limitation of
insufficient vitamin D repletion, an improvement in disease severity was noted after vitamin D
supplementation.

However, randomised controlled trials are necessary to establish the optimal level of vitamin D

supplementation and its clinical efficacy in preventing CLE or modifying the course the disease.
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Table 1: Demographics and baseline characteristics of all the participants

Variables Cases (n=60) Controls (n=117) p-value
Gender
Mol ) 09 06D oss
Female n (%)
Age ( years) (mean+SD)
Median 46.8+13.5 4774129 0.65
Fitzpatrick skin type
?Pe %}IH 20 (33) 59 (50)
YPCIV 23 (38) 51 (44)
type 17 (28) 7(6) 0.001
Daily sun exposure
Cop s 27 (45) 32(27)
>1'20 21 (35) 38(33)
12 (20) 46 (39) 0.03
Sunscreen use
Always 33 (55) 29 (25)
Occasionally 18 (30) 39 (33)
Never 6 (10) 49 (42) 0.001
BMI (mean+SD) 25.445.1 25244.0  0.801
Cigarette smoking
non-smokers 2135) 84(72) 0.001
39 (65) 3227
smokers
Number of cigarettes/day (mean+SD) 11.4+11.4 129494  0.55
Menopause (n and %yes) 16 (27) 35 (30) 0.87
Duration of menopause
jgyygf: 8 (50) 27 (75)
8 (50) 9(25) 0.08
Daily vitamin D intake (mcg/d) (mean+SD)
54422 5.4£2.6 0.99
Calcium (mean+SD) 9.5+0.3 9.4+0.7 0.46
PTH (mean+SD) 34.1£17.3 48.7£15.9  0.001
25(0OH)D levels (Mean+SD) 19.948.7 26+7.7 0.001
Vit D supplements 5(8) 8(7) 0.72

BMI: Body Mass Index
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Table 2: Risk of vitamin D deficiency (<20 ng/ml) in patients with CLE in relation to the

demographic features and status of their disease.

25(OH) Vitamin D

Mean SD ORc (95% CI)
Age (p=0.02)
<35 258 12 1
35-50 18.8 5.5 0.32(0.08-1.32)
>50 17.7 8.4 1.11(0.35-3.56)
Gender (p=0.95)
Male 20 72 1
Female 19.9 9.3 0.49(0.15-1.60)

Menopause (p=0.98)

No 19.7 99 1

Yes 20.2 8.1 1.45(0.43-4.89)
Fitzpatrick skin type

(p=0.89)

v 20.8 84 1

111 206 9.5 0.48(0.13-1.80)
I-11 19.5 8.8 0.49(0.14-1.69)

BMI, kg m™ (p=0.80)

<25 201 92 1

>25 19.6 83 0.91(0.33-2.55)
Smoking (p=0.63)

No 207 58 1

Yes 19.5 10 1.91(0.65-5.61)

Daily intake of vitamin D
(mcg/day) (p=0.58)

>5 205 78 1
<5 19.2 9.7 1.98(0.71-5.57)
Sunscreen use (p=0.42)

Always 19.1 8 1

Occasionally 19.6 9  2.53(0.40-15.75)
Never 256 12 2.50(0.36-17.31)
Daily sun exposure (min)

(p=0.49)

>120 221 85 1

60-120 203 9.4 0.42(0.10-1.68)
<60 18.6 84 0.53(0.17-1.70)

PTH (pg/ml) (p=0.06)

<32 222 95 1
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25(OH) Vitamin D

Mean SD ORc (95% CI)
32.1-52 181 75 -
>52.1 135 6.1 -

Photosensitivity (p=0.98)

No 199 65 1

Yes 199 10 1.18(0.40-3.45)
Disease duration (years)

(p=0.32)

<5 213 7 1

>5 18.8 11 3.09(1.03-9.30)

Type of lupus (p=0.94)

Subacute 20 9.6 1
Chronic 20.2 5.6 1.44(0.38-5.42)
Antimalarials (p=0.04)

Yes 142 62 1
No 21.1 9 0.13(0.01-1.10)
Autoantibodies (p=0.69)

Yes 195 57 1
No 21.5 9 0.81(0.23-2.86)
Exacerbations in

previous year (p=0.41)

0 21.5
>1 194 89 1.64(0.53-5.10)
CLASI baseline (p=0.99)

0 203 11

>1 20.2 9.4 1.01(0.25-4.03)
Period with active lesions

(p=0.41)

0 21,5 9 1

>1 19.4 89 1.64(0.53-5.10)

SD, Standard deviation; ORc, Odds Ratio crude; CI, confidence interval; CLASI, Cutaneous Lupus
Erythematosus Disease Area and Severity Index



Table 3. Baseline characteristics of treated and untreated cases
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Treated cases (n=27) Untreated cases p-value
(n=25)
Sex
Male n(%) 7 (25.9) 5(20.0)
Female n(%) 20(74.1) 20 (80.0) 0.43
Age ( years) (meanzSD)
45.52+10.80 50.04+15.89 0.23
Fitzpatrick skin type
Type I- I 10 (37.0) 7 (28.0)
Type 1l 10 (37.0) 11 (44.0)
type IV 7 (25.9) 7 (28.8) 0.78
Daily sun exposure
<60 11 (40.7) 12 (48.0)
60-120 12 (44.4) 8(32.0)
>120 4(14.8) 5 (20.0) 0.64
Use of sunscreens
Always 15 (55.6) 15 (60.0)
Occasionally 8(29.6) 7 (28.0)
Never 4(14.8) 3(12.0) 0.94
BMI (mean+SD) 24.92+5.19 25.84+4.38 0.49
Cigarette smoking
non-smokers 4(14.8) 14 (56.0)
smokers 23 (85.2) 11 (44.0) 0.002
Menopause (n and %yes) 7 (25.9) 9 (36.0) 0.88
Duration of menopause 5.86%4.34 15.44+9.39 0.03
Daily Intake of vitamin D (mcg/d) 5.54+2.68 5.38+1.90 0.80
(meanzSD)
Calcium (meanzSD) 27 25
PTH (meanSD) 33.23+13.40 32.24+11.33 0.78
25(0OH)D levels (MeanzSD) 17.10+7.16 23.40+10.01 0.01
Photosensitivity (% yes) 18 (66.7) 15 (60.0)
0.48
Duration of the disease (meanSD) 8.04+11.06 7.24+8.37 0.77
Type of lupus
Subacute 6(22.2) 4(16.0)
Chronics 21 (77.8) 21 (84.0) 0.42
Antimalarials (% yes) 5(18.5) 3(12.0) 0.40
Autoantibodies(% yes) 6(22.2) 7 (28.0) 0.80
Exacerbations during the previous 2.81+3.71 2.36%3.45 0.65
year (meanSD)
Period with active lesions 118.59+152.94 93.96+130.97 0.54
(meantSD)
CLASI (A+D score) (mean+SD) 2.87+3.03 2.12+2.34 0.40












