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RESUMEN

Durante los primeros afios de vida, una alta proporcion de nifios, padecen
sintomas respiratorios que pueden ser etiquetados de asma. La definicion de asma
infantil, mayormente aceptada por la comunidad cientifica, es la de episodios repetidos
de «sibilancias recurrentes y/o tos persistente en una situacién en la que el asma es
probable y se han descartado otras enfermedades». Sin embargo, se trata de sintomas
que pueden confundirse con otro tipo de patologias respiratorias que pueden llevar al
retraso en el diagnostico y por lo tanto al tratamiento. De ahi la necesidad de buscar
alternativas diagnosticas que nos permitan detectar los inicios tempranos de esta
enfermedad y poder actuar en consecuencia.

En el desarrollo de un gran nimero de enfermedades pulmonares, junto con la
inflamacion y el consiguiente remodelado que tiene lugar en las vias aéreas, se genera
un desequilibrio entre los agentes oxidantes y antioxidantes, denominado estrés
oxidativo. Este fendbmeno se ha implicado tanto en la patogenia como en la
cronificacién del asma. Por ello, en nuestro estudio, nos planteamos evaluar marcadores
tanto de la produccion de NO como de estrés oxidativo para caracterizar el dafio al que
se ven sometidas las células durante un proceso asmatico.

El papel que puede tener la vitamina D en el asma puede ser a traves de su
receptor (VDR) en células implicadas en la reaccion inmunitaria tales como células
presentadoras de antigeno y linfocitos T activados, en su efecto inmunomodulador y en
el efecto directo sobre el musculo liso bronquial.

Ya que la vitamina D es un modulador importante de la respuesta del sistema
inmunitario, y el VDR se localiza en el cromosoma 12q, cerca de una region vinculada
al asma, cabria esperar que variantes en genes de la via de la vitamina D puedan afectar
el asma y atopia. Ademas se ha comprobado una clara relacion entre el aumento de
enfermedades como asma y atopia y una tendencia a la disminucion de los niveles
circulantes de vitamina D en la poblacion; y los estudios observacionales parecen
confirmar que la deficiencia de vitamina D puede contribuir a un aumento de las
alergias y el asma.

Numerosos estudios han observado correlaciones inversas entre los niveles
séricos de 25-hidroxivitamina D y, entre otros, enfermedad cardiovascular, lipidos
séricos, inflamacion y estrés oxidativo. Y esta claramente establecido que tanto el estrés
oxidativo como la inflamacion cronica son eventos primarios de la disfuncion endotelial
que precede y acompafia a las enfermedades cardiovasculares. EIl papel protector de la
vitamina D en estos eventos podria estar mediado, al menos en parte, por sus efectos
constatados en prevenir la liberacién de citoquinas proinflamatorias y mediadores de
estrés oxidativo por diferentes tipos celulares. Entre ellos las células del sistema
inmune.
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Esta relacion es debida a que en la fisiopatologia del asma juega un papel
importante la inflamacion, esta misma inflamacion es la implicada en los fendmenos
aterotrombaticos que pueden causar un mayor riesgo cardiovascular. Tal asociacion es
plausible ya que se sabe que el asma esta asociada con inflamacion sistémica de bajo
grado y deterioro de la funcién pulmonar lo que se ha relacionado con un mayor riesgo
cardiovascular.

Por otra parte, se ha visto una relacion entre asma y riesgo cardiovascular que
puede estar mediada a través de la inflamacion y el estrés oxidativo/nitrosativo generado
por la primera. Es bien conocido el efecto que tiene la vitamina D a nivel del sistema
inmunoldgico y el asma. También se ha observado que esta relacion lleva asociado un
aumento de estrés oxidativo que puede llegar a facilitar la aparicion de eventos
cardiovasculares aumentando el riesgo de estos. Se ha visto que el asma esta relacionada
con bajos niveles de vitamina D y a su vez esta relacionada con mayor riesgo
cardiovascular por lo que debemos de pensar que existe también relacion entre este
riesgo cardiovascular con los niveles de vitamina D y por lo tanto que polimorfismos en
su receptor estén también asociados.

De todo esto se discierne la necesidad de realizar méas investigaciones para
clarificar la asociacion entre polimorfismos de genes implicados en las acciones de la
vitamina D, asma y su relacion con los parametros de inflamacion y de estrés oxidativo.

En este estudio se han evaluado pardmetros hematolégicos (hemograma,
incluyendo eosinodfilos absolutos); de bioguimica convencional (glucosa, urea,
creatinina, colesterol total y sus fracciones HDL, LDL y VLDL, triglicéridos, GOT,
GPT, GGT y PCR ultrasensible); y relacionados especificamente con la tematica del
trabajo como los niveles de inmunoglobulinas totales (IgG, IgA, IgM e IgE) e IgE
especifica frente a los acaros del polvo (D pteronysimus y D farinae). También se han
analizado para todos los pacientes los niveles de vitamina D (25-OH vitamina D).
Dentro de los pardmetros experimentales se analizaron como marcadores inflamatorios
IL-6, TNF-a e Interferon-y y como indicadores de estrés oxidativo/nitrosativo se
determinaron nitratos e isoprostanos. En el presente trabajo también se han genotipado
las variantes alélicas rs2228570 A>G (Fokl), rs7975232 C>A (Apal) y rs731236 A>G
(Taql) del VDR y se ha evaluado si existe relacion entre estos polimorfismos con las
variables analizadas.
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1. INTRODUCCION

La continua demanda social de mejora de la atencion sanitaria, tanto a nivel
preventivo como diagnostico y terapéeutico, convierte a la investigacion biomédica en
una necesidad. En este sentido, la investigacion de todos sus ambitos supone un deber
ético, que apela no sélo a las instituciones responsables de la atencion sanitaria, sino a
cada profesional, a quien se le presupone un continuo afan por un mayor y mejor
conocimiento cientifico. La investigacion clinica en la infancia y adolescencia, es
necesaria y deseable ya que actuando de una manera precoz en los posibles eventos
adversos de salud se puede mejorar la calidad de vida de estos pacientes para que la
practica clinica sea cientificamente correcta y éticamente buena. Cabe destacar la
importancia sociosanitaria de este proyecto en el marco de la problematica que supone

el tratamiento del asma en la poblacion infantil y su prevalencia.

Durante los primeros afios de vida, una alta proporcion de nifios, padecen
sintomas respiratorios que pueden ser etiquetados de asma. La definicion de asma
infantil, mayormente aceptada por la comunidad cientifica, es la de episodios repetidos
de «sibilancias recurrentes y/o tos persistente en una situacion en la que el asma es
probable y se han descartado otras enfermedades». Sin embargo, se trata de sintomas
que pueden confundirse con otro tipo de patologias respiratorias que pueden llevar al
retraso en el diagndstico y por lo tanto al tratamiento. De ahi la necesidad de buscar
alternativas diagndsticas que nos permitan detectar los inicios tempranos de esta

enfermedad y poder actuar en consecuencia.

1.1 ASMA
1.1.1 Definicion

Aunque no existe unanimidad en la definicion del asma, es ampliamente
aceptada la que propuso en 1995 el National Heart Lung and Blood Institute (NHLBI)
(1), que lo considera como una enfermedad inflamatoria crénica de las vias aéreas. En
individuos susceptibles la inflamacion produce episodios recurrentes de disnea,

sibilancias, opresidon toracica y tos, particularmente por la noche o durante la
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madrugada. Estos episodios se asocian habitualmente a la obstruccién generalizada de la
via aérea aunque de intensidad variable, que suele ser reversible de forma espontanea o
con tratamiento. La inflamacion también produce un aumento de la hiperreactividad

bronquial frente a una amplia variedad de estimulos (2,3).

El asma es la enfermedad cronica més frecuente en la infancia. En su origen
intervienen factores genéticos y ambientales, pero hay aspectos etiopatogénicos todavia
no dilucidados (4,5). Pero no solo afecta a la infancia, es una de las enfermedades
crénicas mas comunes en todo el mundo y su prevalencia ha ido aumentando en las
ultimas décadas (6). Su causa exacta permanece desconocida, como hemos dicho parece
tener un origen multifactorial, en complejas interacciones entre multiples factores

genéticos y ambientales (7).

1.1.2 Prevalencia

El asma se ha convertido en una de las enfermedades cronicas mas comunes en
nifios y una causa importante de hospitalizacion (8). Es la principal enfermedad cronica
infantil en paises desarrollados con una prevalencia en aumento, afectando al 12% de
sujetos menores de 18 afios, segin el International Study of Asthma and Allergies in
Childhood (ISAAC) (9). Sin embargo, los nifios afectados podrian ser muchos méas ya
que el asma es una de las enfermedades mas infradiagnosticadas e infratratadas debido a
sus sintomas, a veces sutiles o que se confunden con otros procesos (6,9). En paises
industrializados la prevalencia de asma se ha incrementado del 25% al 75% desde 1960.
Este gran aumento en la prevalencia del asma se ha visto que podria ser debido a los

cambios medioambientales asociados a un estilo de vida urbano (10).

El estudio ISAAC (International Study of Asthma and Allergies in Childhood)
investigo la prevalencia del asma y su gravedad en nifios de 6-7 afios y de 13-14 afios;
se desarroll6 en méas de 150 areas de todo el mundo, 9 de ellas en Espafia: Almeria,
Barcelona, Bilbao, Cadiz, Cartagena, Castellon, Pamplona, Valencia y Valladolid. La
prevalencia de sintomas asmaticos en Espafia se encuentra entre las de rango medio-

bajo, en comparacion a otras zonas del mundo participantes en el estudio ISAAC (9).
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Los resultados del estudio espafiol mostraron una prevalencia de sibilancias en
reposo referidas a “alguna vez” del 15,4% en varones frente al 12,6% en mujeres. Se
encontraron variaciones geograficas sensibles situdndose Castellon entre las zonas con
baja prevalencia de sintomas asmaticos, mientras que la zona de Valencia se ubicé entre

las de prevalencia media-alta (4).

El Estudio Europeo del Asma (ECRHS) (11) incluye informacion de 140.000
individuos de 22 paises. En este estudio encontramos amplias diferencias geogréaficas en
la prevalencia del asma, con tasas de elevada prevalencia en paises de habla inglesa y
tasas de baja prevalencia en la region mediterranea y en la Europa del este (1). En
Espafa participaron 5 areas: Albacete, Barcelona, Galdakao, Huelva y Oviedo. En ellas
la frecuencia global de sintomas vari6 entre el 4,9% y el 14,9%. La prevalencia del
asma, definida como presencia de hiperreactividad bronquial y sintomas relacionados
con el asma, oscil6 entre el 1% vy el 4,7%. Por otra parte, durante los ultimos 15 afios se
ha producido, en la mayoria de los paises europeos, un aumento anual del 2-4% en las
tasas de prevalencia del asma (12).

Las tasas de mortalidad por asma en Espafia son bajas, 0,12-0,15/100.000
personas Yy afio en el grupo de 5-34 afios de edad; sin embargo el progresivo aumento en
la prevalencia del asma que vamos encontrando a lo largo de los afios y el hecho de ser
una causa de muerte evitable hace que se le deba prestar una especial atencion a la

mejora en su manejo (12).

Dado el carécter multifactorial de esta enfermedad donde interacttan el clima, la
geografia y el medio ambiente podria explicar la variacion internacional en las tasas de
prevalencia de asma; en los paises asiaticos se encuentran las tasas mas bajas por total
de poblacion, variando entre el 2 y el 4%. Por otro lado, las tasas mas altas, que oscilan
entre el 15 y el 20%, se encuentran en los Estados Unidos, Canada, Australia y paises
desarrollados de Europa. Se ha demostrado que en los paises latinoamericanos la

prevalencia del asma ronda el 5% de la poblacién en general (13).
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Por lo tanto, la prevalencia del asma en nuestro entorno y el progresivo aumento
en la prevalencia, el encontrarse en muchos casos insuficientemente diagnosticada,
controlada y tratada y, por ser una enfermedad habitualmente manejada en Atencion
Primaria (AP), justifican sobradamente la inclusion del asma bronquial en sucesivos

estudios para poder definir con mas exactitud cuéles son las causas que lo provocan.

1.1.3 Fisiopatogénia

Los sintomas respiratorios relacionados con asma se asocian a un flujo de aire
espiratorio variable, es decir, dificultad para expulsar el aire de los pulmones debido a
broncoconstriccion (estrechamiento de las vias respiratorias), engrosamiento de las

paredes de las vias respiratorias y aumento de la mucosidad (5).

Aunque el espectro clinico del asma es muy variable, la presencia de
inflamacion de la via respiratoria es una caracteristica patolégica comin, que esta
presente siempre aun cuando los sintomas sean temporales o correspondan a episodios
aislados y afecta a toda la via respiratoria, incluida la mucosa nasal. En la mayoria de
los pacientes asmaticos, el patron inflamatorio que caracteriza esta enfermedad incluye
un aumento del nimero de mastocitos, eosinofilos activados, células Natural Killer y
linfocitos T helper tipo 2, que son capaces de liberar mediadores que ocasionan los
sintomas de la enfermedad (14). Las células estructurales de la via respiratoria también
producen mediadores inflamatorios que facilitan la persistencia de la inflamacion por

varios mecanismos.

Ademas de la respuesta inflamatoria, los pacientes asmaticos presentan con
frecuencia cambios estructurales caracteristicos, conocidos como remodelacion de las
vias respiratorias que incluyen: engrosamiento de la capa reticular de la membrana
basal, fibrosis subepitelial, hipertrofia e hiperplasia de la musculatura lisa bronquial,
proliferacion y dilatacion de los vasos, hiperplasia de las glandulas mucosas e hiper-
secrecion de moco, que se asocian con una progresiva pérdida de la funcion pulmonar
(14). Algunos de estos efectos se relacionan con la gravedad de la enfermedad y pueden

conducir a una obstruccién bronquial en ocasiones irreversible. Estos cambios a nivel
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pulmonar pueden ser consecuencia de una respuesta reparadora a la inflamacion cronica

que ha tenido lugar o pueden aparecer independientemente del proceso inflamatorio.

La obstruccion bronquial es la consecuencia comun a la que conducen los
cambios fisiopatologicos en el asma y el origen de la mayoria de los sintomas
asmaticos. Sin embargo, la limitacion al flujo aéreo que aparece en estos pacientes y los
sintomas que desencadena pueden resolverse de forma espontanea o en respuesta a la

medicacion e incluso permanecer ausentes (14).

La hiperrespuesta bronquial (HRB) es otra de las caracteristicas que forman
parte de la fisiopatologia del asma; ocasiona un estrechamiento de las vias respiratorias
en respuesta a estimulos que normalmente son inocuos en personas sin asma. Conduce a
una limitacion variable al flujo aéreo y a la aparicion de sintomas intermitentes. La
HRB esta vinculada con la inflamacién y la reparacién de las vias respiratorias y puede
ser reversible parcialmente con el tratamiento. Se han implicado diversos mecanismos
en su aparicion. El grado de HRB se correlaciona parcialmente con la gravedad clinica
del asma y con marcadores de la inflamacién. El tratamiento antiinflamatorio se ha
demostrado que mejora el control del asma y reduce la HRB, pero no la elimina
totalmente (14). El asma se caracteriza por una gran variabilidad, definida por la
variacion o fluctuacion de los sintomas y de la funcién pulmonar en el tiempo, incluso
en un mismo dia y que puede determinarse con la medida diaria del flujo espiratorio

maximo (14).

Las células inflamatorias tienen la capacidad para generar especies oxidantes
como cualquier célula, ya que este proceso forma parte del metabolismo normal y es
fundamental para la homeostasis celular; pero una vez reclutadas en las vias aéreas en la
reaccion inmune bronquial, los linfocitos, eosindfilos y macrofagos poseen una
capacidad excesiva en la produccion de oxidantes, y las propias células ciliadas y
caliciformes del epitelio poseen también esta caracteristica. Para protegerse contra la
exposicion a los oxidantes nocivos producidos se ha demostrado que el pulmén tiene un
sistema de defensa antioxidante muy bien desarrollado (enzimético y no enzimatico),

pero por el gran nimero de agentes inflamatorios prooxidantes es incapaz de mantener
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el balance; esto conlleva a la aparicion de un desequilibrio entre oxidantes y
antioxidantes en favor de los primeros, evento que se denomina estrés oxidativo del

asmatico (13) y que analizaremos en detalle en el presente estudio.

Por lo tanto, entendemos como asma aquel sindrome cronico que incluye
diversos fenotipos, con etiologias probablemente diferentes, cuyas manifestaciones
clinicas son compartidas y que incluyen tos, sibilancias, opresion en el pecho y/o
dificultad para respirar. Estos sintomas normalmente ocurren peridédicamente,
generalmente asociados a algin fendmeno desencadenante, y se manifiestan mediante

un estrechamiento de los conductos aéreos.

Los factores que pueden actuar como desencadenantes o pueden agravar los
sintomas asmaticos son infecciones viricas, alérgenos domésticos o laborales (por
ejemplo, acaros del polvo doméstico, polen o cucarachas), humo del tabaco, ejercicio y
estrés. Estas respuestas suelen ser mas probables cuando el asma no esta controlada.
Algunos medicamentos pueden inducir o desencadenar el asma, por ejemplo, los
betabloqueantes y, en algunos pacientes, el &cido acetilsalicilico y otros

antiinflamatorios no esteroideos (AINES) (5).

Para comprender los mecanismos fisiopatoldgicos por los que se desencadena el
asma alérgica haremos una pequefia introduccion sobre la base inmunolégica e

inflamatoria implicada en el proceso.

Segun la clasificacion de Gell y Coombs (15), el asma responde a una respuesta
de hipersensibilidad tipo I, con una primera etapa de sensibilizacion que conduce a la
adhesion de IgE a la superficie de mastocitos y basofilos, y una segunda etapa de

reexposicion en la que se produce la degranulacion de estos dos tipos celulares (15).
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Figura 1: Fisiopatologia de la respuesta alérgica. Sensibilizacion de las células tras estimulo por un
antigeno (Ag) inhalado. Tomado de (15).

En la etapa de sensibilizacion (Figura 1) el antigeno entra en el organismo y es
reconocido por una célula presentadora de antigeno (CPA), que lo internaliza, procesa y
presenta al linfocito T CD4. EIl reconocimiento es posible gracias a la presencia en las
CPA de receptores de reconocimiento (PRR) para antigenos solubles o presentes en la
membrana del patogeno (“patrones moleculares asociados a patégenos”; (PAMP)). Una
vez internalizado, el antigeno es procesado y exteriorizado a través de la membrana
junto con el complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il (MHC II) para su
presentacion al linfocito T CD4. El reconocimiento por el linfocito T CD4 del complejo
péptido-MHCII promueve la transduccion de sefiales citoplasmicas (a través de STAT6
y GATAZ3) que conducen a la expresion de moléculas coestimuladoras como IL12 que
permiten la diferenciacion de los linfocitos T virgenes a linfocitos TH2. Estos, en
presencia de 1L4 e IL13 estimulan la diferenciacién de linfocitos B para la produccion
de IgE la cual, una vez liberada, se adhiere a las membranas de diferentes tipos celulares

como basofilos, mastocitos y linfocitos entre otras células.

La fase de reexposicién (Figura 2) se inicia con una nueva entrada del antigeno
en el organismo y su contacto con un mastocito previamente sensibilizado a través de
las IgE que revisten su membrana. Un antigeno tiene que entrar en contacto con 2
moléculas entrecruzadas. La interaccion promueve, como respuesta temprana, la

liberacion de mediadores preformados como histamina, triptasa, quimasa,
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carboxipeptidasa, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), eotaxina, B hexosaminidasa
0 B glucuronidasa, entre otros. También se inicia la sintesis de nuevos mediadores
inflamatorios como prostaglandinas, leucotrienos, TNF-a, interleuquinas 3, 5, 6, 10 y
13, factor estimulante de colonias granulocito-macréfago (GM CSF), factor activador de
plaquetas (PAF), etc., que permiten la atraccion de eosindfilos y el desencadenamiento

de toda la respuesta inflamatoria caracteristica del asma (15).
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Unidén de e Citocinas y
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nuevas células Sintesis de SoCIOr NG Ko PlogrE e
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para continuar nuevos
B Aaaton AT TS relacionado con la calcitonina

Figura 2: Fisiopatologia de la respuesta alérgica. Reexposicion al Ag inhalado y la consiguiente liberacion
de mediadores inflamatorios. Tomado de (15).

1.1.4 Relacién entre estrés oxidativo y asma

Diversas investigaciones a lo largo de los Gltimos 30 afios han identificado el
estrés oxidativo como uno de los mecanismos biolégicos que contribuye en la
fisiopatologia del asma (16).

En el desarrollo de un gran nimero de enfermedades pulmonares, junto con la
inflamacion y el consiguiente remodelado que tiene lugar en las vias aéreas, se genera
un desequilibrio entre los agentes oxidantes y antioxidantes, denominado estrés
oxidativo. Este fendbmeno se ha implicado tanto en la patogenia como en la

cronificaciéon del asma. Las especies reactivas del oxigeno (ROS), incluido el anién
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superéxido (O;"), los radicales hidroxilos y el peroxido de hidrégeno (H.0O,), se
sintetizan como respuesta de las células inflamatorias y serdn las causantes de la
oxidacion de los &cidos nucleicos, de las proteinas y de los lipidos de membrana. Esta

oxidacion es capaz de causar dafio celular y de potenciar la inflamacion (17).

En los procesos inflamatorios de las vias aéreas se observa frecuentemente una
respuesta inmunoinflamatoria caracterizada por la activacion de células epiteliales y
macrofagos, asi como por el reclutamiento y activacion de neutrdfilos, eosindfilos,
monocitos y linfocitos. Las células que son desplazadas al espacio aéreo adquieren la
capacidad de generar ROS en respuesta a diversos estimulos, incluidas las citoquinas.
La activacion de células fagocitarias, como los macréfagos, neutrofilos y eosindfilos,
provoca la liberacion de aniones superdxido, que rapidamente, por la accion de la
superdxido dismutasa, se transforman en perdxido de hidrogeno (H,0,). Las ROS vy las
especies reactivas del nitrégeno (RNS) se sintetizan de forma enddgena a partir de la
respiracion mitocondrial, la activacién de las oxidasas de NADPH y xantina, y la éxido
nitrico sintasa inducible (iNOS). Las mieloperoxidasas y peroxidasas sintetizadas por
los eosinofilos interaccionan con los nitritos (NO3) y el H,O, e inducen la formacién de
RNS, de la misma manera que las células epiteliales de origen pulmonar pueden
sintetizar distintas ROS. Tanto las ROS como las RNS interaccionan con aminoacidos
del tipo metionina, tirosina y cisteina, y dan lugar a proteinas dafiadas con gran

capacidad inflamatoria en el tejido pulmonar (16, 17).

Por otra parte, en estrecha relacion con el estrés oxidativo y la inflamacion se
encuentra la sintesis y actividad bioldgica del éxido nitrico (NO), un compuesto que, a
través de una gran variedad de mecanismos, favorece un correcto funcionamiento de la
funcién vascular. EI NO es un potente vasodilatador del muasculo liso, a su vez es capaz
de provocar la inhibicion de la adhesion de leucocitos al endotelio activado y es capaz
de regular el reclutamiento de células inflamatorias dentro de la pared vascular entre
otras actividades. La falta de oxigeno en las células lleva a una situacion de acidosis en
el organismo y como consecuencia un aumento considerable de especies reactivas del
oxigeno (ROS) como el anion superdxido. Se ha demostrado que este radical libre,
debido a la presencia de un electron desapareado en su ultimo orbital, puede combinarse

con el NO dando lugar a la aparicion del anion peroxinitrito, un potente oxidante capaz
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de producir dafio celular y que carece de la actividad relajante del NO sobre el musculo
liso. Por ello, en nuestro estudio, nos planteamos evaluar marcadores tanto de la
produccion de NO como de estrés oxidativo para caracterizar el dafio al que se ven
sometidas las células durante un proceso asmatico. De hecho, se ha comprobado que los
niveles de NO son mayores en las vias aéreas de pacientes asmaticos que en las de no

asmaéticos (16).

El NO es un mediador gaseoso que se produce de manera endogena por las NO
sintasas (NOSs), y es ampliamente considerado como un marcador indirecto de
inflamacion de la via aérea. Se ha demostrado que las personas con asma, fibrosis
quistica, enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), entre otras, exhalan
elevadas cantidades de NO que disminuyen en respuesta a los corticosteroides (18). El
NO es producido por las células epiteliales que recubren el interior de las vias aéreas
altas (nariz y senos paranasales) y bajas (bronquios). Cuando hay inflamacién

eosinofilica, su produccion aumenta y este NO puede medirse de distintas maneras.

Junto a la mayor actividad oxidante que se observa en el parénquima de los
asmaticos, se ha comprobado que disminuyen los valores de agentes antioxidantes tanto
en las muestras obtenidas de plasma como en el lavado broncoalveolar (17). El pulmon
tiene una gran variedad de agentes antioxidantes (glutation, catalasa y superéxido
dismutasas (SODs)), pero los niveles elevados de ROS superan esta actividad

antioxidante (16).

Numerosas investigaciones han mostrado que las ROS tienen mdltiples efectos
sobre las vias aéreas. Son numerosos los hallazgos que prueban la capacidad de las ROS
para regular el funcionamiento de las fibras musculares de las vias aéreas. Asi, se ha
observado que tanto el H,O, como los niveles elevados de oxigeno ambiental son
capaces de inducir contracciones en las fibras musculares lisas del tejido pulmonar
bovino. De igual modo, se ha demostrado la capacidad del H,O, para estimular la
proteina mitdgena activadora relacionada con el control de la proliferacién de los
miocitos traqueales (19). También se ha reconocido la capacidad del ozono y del H,0;
para potenciar la hiperrespuesta bronquial desencadenada por la acetilcolina y la
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bradiquinina. Se ha demostrado que las ROS participan en la génesis de lesiones

vasculares como las asociadas a la hipertension, la aterosclerosis y la trombosis (17).

Por lo tanto, como se ha comentado anteriormente, el aumento en la produccion
de ROS incrementa la peroxidacion lipidica y el dafio a las proteinas y el ADN; también
se ha observado un aumento en la inflamacion de las vias aéreas a traves de multiples
mecanismos como puede ser a traves de mediadores proinflamatorios y efectos en el
musculo liso o en la secrecion de moco. Por otro lado, los mecanismos de defensa
antioxidante se ven sobrepasados por el estrés oxidativo y esto tiene como consecuencia
la alteracion de la homeostasis del liquido alveolar y también pueden aparecer
infecciones, las cuales pueden contribuir a aumentar este estrés oxidativo (20). El riesgo
de la aparicion de estrés oxidativo en el asma es debido a una alteracion de los
mecanismos enzimaticos 0 no enzimaticos contra una sobreproduccion de especies
reactivas de oxigeno y de nitrégeno (ROS/RNS) generadas por células inflamatorias

(eosinofilos activados, neutrofilos, monocitos y macréfagos) (21).

El asma es una enfermedad heterogénea que generalmente se caracteriza por
inflamacion cronica de las vias respiratorias en cuya genesis se encuentra el estrés
oxidativo/nitrosativo y la inflamaciéon que acompafian al asma. También se asocia con
enfermedades inflamatorias sistémicas cronicas mas alla de las vias respiratorias. Varios
estudios han demostrado que los procesos inflamatorios son en parte responsables de la
fisiopatologia del asma, aterosclerosis y disfuncién endotelial. Ademas, nuestro
conocimiento de la participacion e interaccion con la coagulacion, vias anticoagulantes,
el sistema fibrinolitico y plaquetas en la fisiopatologia del asma ha aumentado
considerablemente. Por tanto, varios estudios ya han demostrado que el asma esta

relacionada con un aumento de la incidencia de enfermedad cardiovascular (22).

1.1.5 Diagndstico

El diagnostico de asma siempre debe ser considerado ante la presencia de
sintomas y signos clinicos de sospecha, como sibilancias (el méas caracteristico), disnea

(o dificultad respiratoria), tos y opresion toréacica. Estos son habitualmente variables, de
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predominio nocturno o de madrugada, provocados por diferentes desencadenantes
(infecciones viricas, alérgenos, humo del tabaco, ejercicio, emociones, etc.). Los
cambios climaticos asociados a los cambios estacionales y los antecedentes familiares y
personales de atopia intrinsecos de cada persona son aspectos importantes a considerar.
Ninguno de estos sintomas y signos son especificos del asma como se ha comentado
anteriormente, de ahi la necesidad de incorporar alguna prueba objetiva diagndstica,
habitualmente pruebas funcionales respiratorias (14). Esta es una de las causas por las
que también planteamos nuestro estudio, la necesidad de realizar una prueba objetiva
especifica que nos permita diagnosticar el asma con certeza, como puede ser la
deteccion de determinadas variantes poligénicas relacionadas con el asma, como

veremos mas adelante.

En la anamnesis que se le realiza al paciente en la consulta se deben tener en
cuenta varios factores como son cuando han tenido lugar los primeros sintomas, si
existe 0 no rinitis alérgica o eczema y la historia familiar de asma o atopia, que

aumentan la probabilidad de diagndstico de asma (14).

En los primeros afios de vida, el diagnostico de asma puede ser dificil de
establecer. Por ello, en dicho periodo, los estudios y las guias se apoyan en la presencia
de sibilancias (wheezing), término que suele emplearse como sucedaneo del asma que
resulta controvertido diagnosticar, principalmente por la dificultad para practicar
pruebas de funcién pulmonar. Como se demuestra en la Figura 3 la espirometria es la
prueba diagndstica de primera eleccion. Sin embargo la utilidad de esta prueba de
funcion respiratorio en el nifio para el diagnostico del asma es menor que en el adulto ya
que la mayoria de nifios con asma tienen un FEV; (volumen espirado maximo en el
primer segundo de la espiracion forzada) dentro de los valores de referencia. Por eso en
estos casos un incremento del 12% es condicion suficiente para considerar la prueba

como positiva aungue sea inferior a 200 ml (14).
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Figura 3. Algoritmo diagnéstico de asma. Tomado de la Gltima actualizacion de la Guia Espafiola para el
Manejo de Asma (14).

Como hemos visto, la reaccion inflamatoria de las vias aéreas en el asma se
caracterizan por responder a estimulos externos, como agentes alérgenos, virus,
bacterias, pero también a estimulos mecanicos, como la hiperventilacion en la actividad
fisica (13). Una de las causas mas frecuentes de asma es la relacionada con la alergia a
los &caros del polvo, que es concretamente en la que nos centraremos en nuestro
estudio. Por ello, muchas veces junto al diagndstico de asma es necesario realizar un

diagnostico de alergia para ver si estan relacionados.

El objetivo del estudio alergolégico que normalmente se lleva a cabo en la
consulta es el de determinar la existencia de sensibilizacion a aeroalérgenos que sean
capaces de influir en el desarrollo del fenotipo de asma alérgica, o que puedan
desencadenar exacerbaciones. Puede realizarse en cualquier paciente con asma,
independientemente de su edad. Mediante la historia clinica se valoran los antecedentes
personales o familiares de atopia como puede ser la presencia de rinoconjuntivitis,
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eczema o alergia a algun tipo de alimento y la relacion de los sintomas con la
exposicion a aeroalérgenos que pueden ser tanto de interior como de exterior u
ocupacionales. Para el diagnostico de asma alérgica, ademéas de apreciarse
sensibilizacion frente a alérgenos inhalados, es preciso constatar la relevancia clinica de

los resultados obtenidos (14).

La prueba de puncion epidérmica o prick es el método de eleccion por su alta
sensibilidad, bajo coste y porque nos da la ventaja de disponer de una valoracion
inmediata. Los mejores resultados se obtienen con la utilizacion de extractos
estandarizados, cuando se conocen las variables que afectan a sus resultados como
puede ser la utilizacion de farmacos o dermografismo y se posee experiencia en su
interpretacion ante la presencia de reactividad cruzada o de panalérgenos (14). Todos
los pacientes asmaticos alérgicos a los &caros del polvo incluidos en nuestro estudio

fueron diagnosticados con la realizacion de un prick, como veremos mas adelante.

1.1.6 Alergia a los acaros del polvo

Se entiende por alergia a toda aquella reaccién anormal, excesiva, del sistema de
defensa del organismo ante una sustancia que, en si misma, es inofensiva y que por
tanto no seria capaz de causar ningun dafio a las personas no alérgicas. Las personas
alérgicas son capaces de producir una cantidad anormal del anticuerpo IgE, cuyos

mecanismos fisiopatoldgicos se han descrito anteriormente.

La alergia a los &caros del polvo es muy frecuente. El polvo que se acumula en
el interior de los domicilios es una compleja mezcla de gran cantidad de materiales de
diferente origen y composicién: restos de fibras textiles, pelos, escamas cutaneas de
personas y animales, restos de insectos y plantas, mohos, bacterias, pdlenes v,
sobretodo, acaros. Los acaros son artropodos microscopicos de ocho patas, cuyas
especies mas cercanas son las arafias y las garrapatas. Son inofensivos ya que no pican y
no trasmiten contagio de ningln tipo sin embargo se les considera la causa mas
importante de alergia fuera de la temporada del polen. Existen multiples especies, dos
de las cuales (Dermatophagoides Pteronysynus y Farinae) son la causa mas frecuente
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en todo el mundo de alergia respiratoria, una respuesta exagerada del sistema
inmunitario (alergia) a las proteinas inocuas de estos acaros que se inhalan con el aire
interior. Es por ello que normalmente a este fendmeno se le denomina alergia por

inhalacion.

Las proteinas desencadenantes que se encuentran en los acaros y en sus heces
son alérgenos. Algo caracteristico de las alergias a los &caros del polvo es que los
sintomas normalmente se producen durante todo el afio y no se limitan a un
determinado periodo anual como las alergias al polen. Sin embargo, las molestias de los
alérgicos a los acaros del polvo también pueden aumentar en funcion de la estacion del

afio, normalmente esto ocurre cuando se empieza a usar la calefaccion.

Dado el enorme impacto que esta enfermedad tiene sobre la poblacion actual es
importante buscar nuevos criterios diagnosticos que nos permitan detectarla en edades
tempranas. Es por ello por lo que ademas de revisar los sintomas del asma y el
tratamiento, seria importante averiguar si el diagnéstico del asma sigue siendo
apropiado ya que es una parte importante de la atencion clinica (23). Por este motivo
nos planteamos la busqueda de nuevos criterios diagndsticos que nos permitan
diagnosticar con certeza el asma evitando asi la morbimortalidad que la falta de

tratamiento conlleva en los pacientes.

A pesar de la investigacion acelerada y de los avances en el tratamiento del asma
en los dltimos afios, la carga sociosanitaria sigue siendo elevada; incluso en los paises
con recursos el 50% de los pacientes pueden experimentar un control deficiente de la
enfermedad. Se trata de un importante desafio mundial que exige una respuesta
colectiva. Asi, establecer estrategias futuras para de esta manera mejorar los resultados
del asma es una responsabilidad importante tanto para los médicos como para la

poblacion en general (24).

Durante la primera infancia, la respuesta de nuestro sistema inmunitario en
constante contacto frente a microbios y alérgenos en el medio ambiente parece ser

fundamental en el desarrollo de enfermedades alérgicas. Los cambios en el perfil de esta

33



Doctorado en Biomedicina y Biotecnologia

microbiota son probablemente la causa principal del aumento dramatico de la
prevalencia del asma (24). Por este motivo, en el futuro aumentara el nimero de
pacientes con asma. Por todo ello creemos que la mejora de los resultados del asma es

una prioridad y una meta alcanzable y es lo que nos proponemos en este estudio.

Por lo tanto, entendemos el asma como una enfermedad inflamatoria cronica de
las vias respiratorias, en cuya patogenia intervienen diversas células y mediadores de la
inflamacion, condicionada en parte por factores genéticos y que cursa con HRB y una
obstruccion variable del flujo aéreo, total o parcialmente reversible, ya sea por la accién

medicamentosa 0 espontaneamente.

1.2 VITAMINAD

Antes de adentrarnos en la relacion existente entre la vitamina D y su receptor

(VDR) con el asma, comentaremos algunos aspectos generales sobre esta vitamina D.

1.2.1 Generalidades

El descubrimiento entre 1919-1924 de la vitamina D y su produccion en la piel
por irradiacion UV y a través de la ingesta de los alimentos llevo a la eliminacién del
raquitismo como un problema médico importante. La identificacion y preparacion
quimica de la vitamina D en la siguiente década proporciond grandes cantidades de
vitamina D para su uso clinico en el tratamiento de una variedad de enfermedades 6seas
(25).

La vitamina D ha pasado de ser s6lo una vitamina a ser una importante
prohormona con multiples efectos en diferentes tipos de tejidos y en diversos procesos
fisiologicos. Su accion no solo esté relacionada con el metabolismo mineral 6seo y el
equilibrio fosfocalcico, sino también con efectos importantes en diferentes tipos
celulares y en diversos procesos (26) entre los que se encuentran la secrecion y efecto
de la insulina, funcion endotelial, regulacion del sistema renina-angiotensina-

aldosterona, control del ciclo celular y apoptosis, autotolerancia inmunoldgica y
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efectividad de la accion del sistema inmune ante las infecciones. Por lo tanto, la
deficiencia de vitamina D se ha visto relacionada no so6lo con raquitismo vy
osteomalacia, sino también con mayor riesgo de diabetes y de enfermedades
cardiovasculares, oncoldgicas, infecciosas y autoinmunes (27). Un buen ejemplo de ello
es el articulo de Codofier-Franch et al, donde se detectan niveles insuficientes de
vitamina D en nifios obesos con un aumento de los marcadores de estrés oxidativo/

nitrosativo, inflamacion y activacion endotelial (28).

La prevalencia de la deficiencia de vitamina D es mas alta de lo que
tradicionalmente se ha considerado, inclusive en regiones tropicales donde hay mayor
exposicion solar (Figura 4) (7). Esta deficiencia se esta convirtiendo en una situacion
epidémica en aumento, aun no bien reconocida, con importantes implicaciones en la
salud de la poblacion, puesto que se asocia como factor de riesgo para maultiples
enfermedades, como las anteriormente mencionadas, las cuales en su conjunto
constituyen la mayor carga de morbimortalidad a nivel mundial (27). Por lo tanto, se
deben tomar medidas efectivas para evitar y detectar oportunamente esta deficiencia y
de esta manera disminuir el riesgo de las diversas enfermedades que de ella podrian

derivarse.

Estudios realizados en Boston (MA, EE.UU., latitud 42°), han mostrado que el
42% de los nifios afroamericanos e hispanos tenian niveles de vitamina D inferiores a
20 ng/ml, y que el 57% de los pacientes internados en una sala de medicina general eran

deficientes en vitamina D (< 15 ng/ml) (7).
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Figura 4: Paises con raquitismo por deficiencia de vitamina D. A pesar de ser una publicacién que tiene
unos diez afios nos da una idea global de la situacidn que tiene esta deficiencia en todo el mundo. Tomado
de (27).

Son muchos los factores que pueden influir en los niveles de vitamina D (10) vy,
por lo tanto, son multiples los aspectos que se deben tener en cuenta ademas del tiempo
de exposicion ya que cada vez se pasa mas tiempo en el interior de los edificios. La
estacion del afio es un factor importante; de hecho se estima que los niveles de vitamina
D descienden un 20% desde finales de verano a pleno invierno. También es importante
considerar la latitud ya que en areas por encima de los 40° de latitud, generalmente no
se alcanza este umbral en invierno y debe almacenarse suficiente vitamina D durante el
resto del afio. También es importante tener en cuenta factores climatol6gicos como la
nubosidad y la contaminacion. Otro dato muy importante a considerar es la superficie
corporal expuesta y la proteccion solar, por lo que hay que tener en cuenta tanto el uso
de cremas solares protectoras como la ropa; por ejemplo existen motivos culturales que
hacen que ciertas personas lleven una mayor superficie corporal cubierta como es el uso
de velo en inmigrantes. La pigmentacion de la piel es otro de los factores importantes,
ya que afecta al tiempo necesario para producir vitamina D; asi, los individuos de piel
mas oscura necesitan entre 3-4 veces mas de exposicion solar para alcanzar los mismos

niveles de vitamina D que los de piel clara (7, 29).

Las enfermedades que aparecen como consecuencia de una malabsorcion de las

grasas como la celiaquia, la enfermedad inflamatoria intestinal, la insuficiencia
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pancreatica, la fibrosis quistica o la colestasis hepatica se han visto asociadas con
concentraciones séricas bajas de vitamina D. Las enfermedades hepéticas y renales
pueden impedir la adecuada hidroxilacion de la vitamina D a sus formas activas y por lo

tanto causar déficit de esta.

La administracion de determinados farmacos como los antiepilépticos (ej.
fenobarbital, fenitoina), rifampicina, antirretrovirales o corticoides a largo plazo,
también se han asociado a niveles bajos de vitamina D. Debido a que la vitamina D es
liposoluble, el orlistat y la colestiramina pueden reducir su absorcién, por ello se suele

recomendar no administrarlos juntos.

Los nifios alimentados exclusivamente con lactancia materna y los ancianos que
viven en residencias, asi como las persones con obesidad, son grupos poblacionales con

mayor riesgo de déficit de vitamina D (10, 29).

La nueva atencion se centra ahora en el papel de la vitamina D en una variedad
de enfermedades y en pacientes mas individualizados. Se estan considerando esquemas
de recomendacion que toman en cuenta metas mas realistas y alcanzables para lograr
suficiente vitamina D a través de la dieta, los suplementos y el comportamiento frente al
sol (30).

1.2.2 Metabolismo

La vitamina D, también conocida como calciferol, es en realidad un conjunto de
secoesteroles liposolubles cuyas principales formas representativas son la Vitamina D,
(ergocalciferol) y la Vitamina D3 (colecalciferol) (Figura 5), funcionando ambas como

prohormonas, y por lo tanto inactivas (27, 31).
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Figura 5. Principales formas representativas de la vitamina D. Tomado de (31).

Es de destacar (Figura 6) que la sintesis de la vitamina D3 se produce a partir de
7-dehidrocolesterol en la piel bajo la accion de los rayos solares UVB (290-315 nm)
(90%) (32), ademas de poder ser incorporada a través de la dieta (10%) (33). La forma
natural de vitamina D en los animales y la forma que sintetizamos en la piel es el
colecalciferol (vitamina D3) (7, 27). Para ejercer los efectos fisioldgicos, la vitamina D
debe convertirse en su forma activa. Para ello el primer paso es ser trasportada por la
proteina de unién a vitamina D (VDBP), una proteina fijadora especifica de vitamina D
y sus metabolitos. Los metabolitos de la vitamina D son moléculas lipofilicas es decir
que presentan baja solubilidad en agua y por lo tanto deben ser transportados en la
circulacion unidas a proteinas plasmaticas (27). La forma 25-hidroxivitamina D es la
forma circulante mayoritaria, y aparece en el plasma a unas concentraciones de 10-40
ng/ml. La principal razon de la estabilidad de este metabolito es porque circula unido
fuertemente a VDBP (31).

La activacién de las vitaminas D, y D3 se realiza mediante una serie de
reacciones de hidroxilacion. La primera de ellas tiene lugar en el higado mediante el
citocromo P450 2R1 dando lugar a 25-hidroxivitamnina D y luego en el rifidn mediante
la lo-hidroxilasa (CYP27B1) dando lugar a la forma activa o calcitriol (1,25-
dihidroxivitamina D) (7, 27, 31, 34). La 24-hidroxilacion adicional de la 1,25-
dihidroxivitamina D es un paso importante para su inactivacion dentro de las células

diana y para la eliminacion de los excedentes de la vitamina (35).
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Figura 6: Sintesis y metabolismo de la vitamina D. Proceso que sufre esta hormona desde su precursor
hasta su degradacion. Tomado de (27).

La vitamina D no circula por el torrente sanguineo durante mucho tiempo sino
que es inmediatamente incorporada en el tejido adiposo como almacenamiento o en el

higado para futuras metabolizaciones (31).

El estado de vitamina D de un paciente se determina midiendo los niveles
séricos de 25-hidroxivitamina D, que es la forma circulante principal. Tiene una vida
media de 2 semanas en la circulacion, y los niveles se correlacionan con
hiperparatiroidismo secundario, osteomalacia y raquitismo (7). La mayoria de los
expertos definen la deficiencia de vitamina D como un nivel por debajo de 20 ng/ml (50
nmol/l), aunque no hay un consenso generalizado sobre este valor. Muchos expertos en
vitamina D argumentan que se necesitan niveles de 30-40 ng/ml (75-100 nmol/l) o
incluso mayores para observar beneficios sobre los procesos no esqueléticos; estos

resultados deberan ser confirmados mediante nuevas investigaciones (7, 36).

1.2.3 Mecanismo de accion

Las enfermedades que tradicionalmente se han asociado con la deficiencia de

vitamina D incluyen el raquitismo y la osteomalacia. Sin embargo, en estos Gltimos
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afios se han asociado bajos niveles de vitamina D en otras enfermedades como las

enfermedades autoinmunes, muchos canceres y el asma (7, 37).

La principal funcion de la vitamina D es regular la homeostasis del calcio, tanto
la sistémica, con acciones en el intestino, los rifiones y el hueso, como la intracelular en
los diferentes tejidos. La vitamina D mantiene las concentraciones plasmaticas de calcio

a través de tres vias:

1. A nivel intestinal induce las proteinas que estan involucradas en la
absorcion del calcio y, ademas, estimula la absorcién intestinal del
fosfato.

2. A nivel dseo es capaz de movilizar el calcio de los huesos, cuando éste es
insuficiente en el aporte de la dieta, a través de mecanismos complejos,
como son la estimulacion de los osteoblastos para que éstos produzcan
RANKL (ligando del receptor del activador nuclear «), que a su vez
activa los osteoclastos para la resorcion Osea. En esta movilizacion
calcica desempefia un papel clave la hormona paratiroidea (PTH).

3. A nivel renal tanto la vitamina D como la PTH son responsables de la
reabsorcion del ultimo 1% del calcio filtrado a través del tubulo renal
distal. La vitamina D se considera una hormona muy importante que no
solo desempefia un papel en la movilizacion del calcio 6seo cuando este
es necesario, sino en la iniciacién del modelado y el remodelado 6seo y
sus reparaciones correspondientes (38).

4. A nivel sistémico, la accién de la vitamina D contribuye a disminuir la

inflamacion crénica y a contrarrestar el estrés oxidativo.

La regulacién endocrina del calcio es muy eficaz y sensible. Cuando aparecen en
el organismo bajas concentraciones de calcio, las proteinas transmembrana acopladas a
las proteinas G estimulan la secrecion de PTH, la cual es capaz de actuar en los
osteoblastos y en las células del tubulo contorneado proximal del rifion. En estas células
se encuentran concentraciones elevadas de la enzima lo-hidroxilasa y sirven de
glandula endocrina de la vitamina D, que por si misma estimula la absorcion intestinal
de calcio y, junto a la PTH, la movilizacion de calcio 6seo y la resorcion renal de calcio.

Ante concentraciones elevadas de calcio se produce una detencion en los procesos
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estimuladores de la glandula paratiroidea, y las celulas C del tiroides segregan

calcitonina, que bloquea la movilizacion del calcio 6seo.

Para ejercer su accion, la vitamina D necesita unirse a su receptor (VDR). Se ha
demostrado la expresion del receptor intracelular para la 1,25 dihidroxivitamina D
(receptor de la vitamina D (VDR)) en una gran variedad de tipos celulares no
relacionados directamente con la funcién clasica de la vitamina D (26). Se ha descrito
que este receptor se expresa también en las células inmunitarias de la via aérea,
regulando la transcripcion de numerosos genes asociados con la inflamacion y la
inmunomodulacion (10). De hecho, esta actividad en la regulacion inmune por los
agonistas de VDR es debida a su habilidad para interferir en los procesos de
maduracion, diferenciacion y activacion de la mayoria de células del sistema
inmunitario, las cuales expresan VDR, como son monocitos, macrofagos, linfocitos T y

B, neutrdfilos y células dendriticas (39).

El mecanismo de accion de la vitamina D puede resumirse de la siguiente forma.
La vitamina D3 puede provenir de la dieta aunque mayoritariamente se produce en la
piel a partir de 7-dehidrocolesterol. Posteriormente son necesarios dos pasos de
activacion enzimatica para producir la forma biol6gicamente activa de la vitamina D. La
ultima enzima que interviene en el metabolismo se encuentra en el rifidn y esta
fuertemente regulada por las sefiales homeostaticas de calcio y también inducida por
sefiales de tipo inmune. La forma activa, 1,25-dihidroxivitamina D es transportada a los
lugares de accion de la vitamina D mediante su unién a la VDBP (codificada por locus
GC), o es inactivada metabdlicamente por 24-hidroxilasas. En las células donde actua la
vitamina D, esta se transloca al nucleo y se une a su receptor (VDR). ElI complejo
ligando/receptor se une a los elementos de respuesta (VDRE) localizados en regiones

promotoras de los genes diana, alterando la tasa de transcripcion de estos genes (40).

1.2.4 Efecto de la vitamina D sobre el sistema inmunitario

Como se ha sefialado anteriormente, multiples estudios recientes han destacado

los efectos de la vitamina D sobre el desarrollo inmunitario y ciertos tipos de cancer (10,
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41). Los estudios epidemiologicos han mostrado una asociacion entre niveles bajos de
vitamina D y mayor riesgo y/o mayor mortalidad por cancer de colon, mama y pulmon.
Se le atribuye un efecto protector frente a cancer de ovario, mama, colorectal, estbmago,
higado, prostata y piel (42). También se ha observado que los bajos niveles de vitamina
D estan asociados con otras enfermedades inmunitarias, incluyendo la diabetes tipo 1, la
esclerosis multiple, la artritis reumatoide y la enfermedad inflamatoria intestinal. Estos
son principalmente mediados por linfocitos Thl (7).

Los desordenes en los cuales la vitamina D podria tener un papel importante son,
ademas del céancer, las infecciones, enfermedades cardiovasculares, esquizofrenia y
enfermedades inmunoldgicas como esclerosis multiple, diabetes insulinodependiente y
asma (43).

Recientemente, se ha observado que la vitamina D modula la respuesta de los
macrdfagos, impidiéndoles la liberacion de citoquinas inflamatorias y quimioquinas. La
deficiencia de vitamina D también afecta a la capacidad de los macréfagos para
madurar, para producir antigenos de superficie especificos, para liberar enzimas como la
fosfatasa &cida, y para secretar H,O,, todas ellas funciones integrales de sus

propiedades antimicrobianas (44).

La vitamina D aumenta la produccion de catelicidina en los macréfagos, que
mejora la actividad antimicrobiana (33), especialmente frente a Mycobacterium
tuberculosis, pero también en otras infecciones (7, 26, 45). En un cribado del genoma
humano para identificar potenciales puntos de union para 1,25-dihidroxivitamina D, se
observo la presencia de elementos de respuesta (VDR elements) en el promotor del gen
para catelicidina, la cual forma parte de una clase de péptidos antimicrobianos llamados
defensinas. Se cree que la activacion de catelicidina es la via méas probable por la que la

vitamina D interactia con el sistema inmune innato.

La presencia de VDR en linfocitos, concretamente en linfocitos T activados pero
no en reposo Yy linfocitos B ha proporcionado evidencia de un papel funcional de la
vitamina D como modulador del brazo (adaptativo) adquirido del sistema inmune. La
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funcién mejor establecida de la vitamina D dentro del sistema inmune adaptativo es la
capacidad de 1,25 dihidroxivitamina D para modular la proliferaciéon de linfocitos T y
su funcién. Entre los varios subgrupos de linfocitos T, el objetivo principal parecen ser

los linfocitos Th (Figura 7).
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Figura 7: Regulacion de la inmunidad adaptativa por la 1,25 dihidroxivitamina D. Ejerce un efecto
inhibidor de los linfocitos Thl a favor de los Th2. Tomado de (34).

La relacion entre la vitamina D y el sistema inmune es conocida desde hace mas
de 20 afios, pero esta actividad no clasica de la vitamina D ha cobrado nueva
importancia debido a que la deficiencia de vitamina D induce sintomas de tipo inmune
en modelos animales con patologias autoinmunes y constituye un factor de riesgo para
infecciones viricas. Como se ha comentado anteriormente, la identificacion del receptor
de la vitamina D (VDR) en células presentadoras de antigenos, como macrofagos o
células dendriticas han relacionado la vitamina D con el sistema inmunitario (46). La
vitamina D posee importantes acciones, ain no comprendidas en su totalidad, sobre la
inmunidad innata y adaptativa y presenta un efecto inmunoregulador. Esta relacion ha
guedado manifiesta, como se ha comentado anteriormente, en base a la presencia de
VDR en lineas celulares relevantes como macréfagos o células dendriticas mediante
diversos estudios experimentales, asi como estudios de asociacion genética de VDR, 0

de expresion genica en ratones knock-out VDR.
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Multiples tipos de células inmunitarias expresan VDR, incluyendo las células T
y B activadas, macrofagos y las células dendriticas. La expresion de 1a-hidroxilasa, la
enzima que cataliza la sintesis de 1,25-dihidroxivitamina D activa a partir de 25-
hidroxivitamina D, es expresada por celulas en sitios extra-renales, incluyendo células
epiteliales, queratinocitos, macrofagos activados y células dendriticas. Esto no sélo
pone de manifiesto la capacidad extra-renal de sintesis de la forma activa de la vitamina
D, sino también la capacidad de modular la respuesta inmunoldgica innata y adaptativa
en estas localizaciones (7). Se cree que la vitamina D estimula la inmunidad innata a
través del aumento de catelicidina (péptido antimicrobiano), y suprime la inmunidad
adaptativa, alterando la diferenciacion de linfocitos T, inhibiendo esta diferenciacion

hacia Th1l y promoviéndola hacia Th2, como veremos mas adelante (34, 37).

El importante papel de la vitamina D en la patogénesis del asma basado en la

modulacion de los linfocitos T ha sido ampliamente estudiado.

La vitamina D en general ejerce un efecto inhibitorio sobre el sistema inmune
adaptativo. Por una parte disminuye la capacidad de presentar antigenos por las células
presentadoras de antigenos (CPAs) inhibiendo la expresion de moléculas
coestimuladoras como HLA-DR, CD40, CD80 y CD86. Ademés, mediante la supresion
de la produccion de 1L-12, importante para el desarrollo de Thl (47) y la produccion de
IL-23 e IL-6, importante para el desarrollo de células Th17, inhibe el desarrollo de
ceélulas Thl capaces de producir IFN-y e IL-2 y de las células Th17 que producen IL —
17 (4). Ademas, la supresion de IL-12 promueve el desarrollo de células Th2 que
conduce al aumento de la produccion de 1L-4, IL-5 e IL-13, lo cual suprime ademaés el
desarrollo de células Thl decantando el equilibrio a un fenotipo de células Th2 (33, 34,
48).

La activacion de linfocitos Th naive da lugar a la generacion de linfocitos ThO
pluripotentes que sintetizan un amplio espectro de citoquinas incluyendo IL-2, IL-4, IL-
10 e Interferon y (IFN-y). Los linfocitos proliferantes ThO son entonces capaces de
diferenciarse en subgrupos Th que muestran un perfil de citoquinas mas claro Th1 (IL-
2, IFN-y, factor de necrosis tumoral-a (TNF-a)) y Th2 (IL-3, IL-4, IL-5, IL-10), que
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soportan respectivamente células mediadores de la inmunidad humoral. Una propiedad
inmuno-moduladora clave de la vitamina D es su capacidad para inhibir la expresion de
citoquinas Thl, mientras que aumentan las citoquinas Th2, ya sea directamente a través
de los efectos sobre los linfocitos T o indirectamente a traves de los efectos sobre CPAs
(26, 43, 48, 49).

Monocytes/ Dendritic
macrophages cell
VDR+ MCH class II-
CYP27B1+ CD40, CD80 and CD86~
Proliferation+ Maturation/differentiation—
i IL-12,1L-23 and IL-6-
Cathelicidin+ \ IL-10+
Vitamin D
T cells \ B cells
Cytotoxicity— VDR+
Proliferation— CYP24A1+
IFNy, IL-2 and IL-17- Proliferation—
IL-10, IL-4+ Plasma-cell differentiation—
Treg+ Immunoglobulins—

Figura 8: Efectos de la vitamina D en células del sistema inmunitario. Tomado de (39).

Como puede observarse en la Figura 8, la vitamina D regula las funciones de
diferentes tipos de células inmunitarias. Estimula la proliferacion de monocitos y su
diferenciacion a macréfagos aumentando la expresion de VDR, CYP27B1 e IL-1. Todo
ello parece ser esencial para la posterior maduracion del monocito a macréfago, lo cual
no puede producirse en situaciones de deficiencia de vitamina D. A su vez se aumenta la
expresion de los antigenos de superficie presentes en los macrofagos. Por otra parte, la
vitamina D inhibe la proliferacion, maduracion y liberacion de moléculas Th1l. También
se observa un efecto sobre los linfocitos inhibiendo su proliferacion y maduracién lo
cual parece ser una consecuencia indirecta del efecto supresor atribuido a la vitamina D
(39).
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Por lo tanto, las células Th2 juegan un papel central en la patogénesis del asma,
produciendo citoquinas tales como IL-4, IL-5 e IL-13, e induciendo la produccion de
IgE por células B, asi como el crecimiento y diferenciacion de células efectoras
relevantes, es decir, mastocitos y eosindfilos. Existe un consenso general de que la
vitamina D alivia la enfermedad autoinmune en modelos animales, y de que este efecto
esta asociado con la inhibicion de la produccion de IFN-y (7). Este papel de la vitamina
D sobre el sistema inmunoldgico puede ser todavia mas complejo; se ha observado que
puede ser la responsable de que los linfocitos T CD8 cambien de producir IFN-y a
producir IL-13 a traves de la actividad de CYP11A1 (50). Se ha demostrado que cuando
la vitamina D se administra al inicio de la estimulacion antigénica regula negativamente
la respuesta inflamatoria y aumenta la produccién de IL-4 (51) responsable del efecto
antiinflamatorio al bloquear la sintesis de IL-1, TNF-alfa, IL-6 y la proteina inflamatoria

del macroéfago.

De especial interés son las investigaciones que demuestran el efecto modulador
de la vitamina D a través de la induccion o inhibicion en la produccién de diferentes
citoguinas. Se han realizado diversos estudios en modelos animales (murinos) de asma.
A pesar de existir divergencias entre resultados, la conclusion general es que la vitamina
D hace decrecer, en sangre periférica, el perfil Thl (inhibiendo la sintesis de IFN-y e IL
2) (37, 51), mientras que incrementa el perfil Th2 (induciendo la produccion de IL-4,
IL-13 e IgE) (52). Apoyando estos resultados se encuentran los estudios que demuestran

que ratones knok-out para el receptor VDR desarrollan asma alérgica (53, 54).

Estudios prospectivos han observado correlaciones inversas entre los niveles
séricos de 25-hidroxivitamina D y enfermedad cardiovascular, lipidos séricos,
inflamacion, trastornos del metabolismo de la glucosa, aumento de peso, trastornos del
estado de &nimo y deterioro cognitivo. Que la vitamina D deba desempefiar un papel en
COVID-19 no es inesperado, ya que se ha propuesto que existe un vinculo entre
deficiencia de vitamina D y enfermedades respiratorias durante mas de 100 afios. Los
estudios observacionales han informado de asociaciones entre la concentracion sérica
baja de 25-hidroxivitamina D y susceptibilidad de las vias respiratorias a infecciones
agudas. El grupo mas vulnerable frente al COVID-19, la poblacion mas envejecida,

también tiene una alta proporcién de individuos con niveles de vitamina D en el rango
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de la deficiencia. Se han propuesto e iniciado estudios adicionales (al menos un ensayo
clinico de los NIH esta registrado) para dilucidar la relevancia de los niveles de
vitamina D en la susceptibilidad y gravedad de la respuesta a COVID-19, asi como el

uso de suplementos de vitamina D como un posible agente terapéutico (30).

1.2.5 Relacion entre la vitamina D y el asma

La deficiencia de vitamina D y su efecto en el asma han sido ampliamente
revisados en la ultima década. Una simple busqueda en PubMed usando el término
"vitamina D y asma" muestra que se han publicado 112 articulos sobre este tema en el
ultimo afo, incluyendo numerosas revisiones sistematicas con metanalisis, hasta 2020.
Sin embargo, a pesar de esta actividad, todavia hay numerosos aspectos que son objeto
de discusion (55).

Ya que la vitamina D es un modulador importante de la respuesta del sistema
inmunitario, y el gen de VDR se localiza en el cromosoma 12q, cerca de una region
vinculada al asma, cabria esperar que variantes en genes de la via de la vitamina D
puedan afectar el asma y atopia (56). Ademas se ha comprobado una clara relacion entre
el aumento de enfermedades como asma Yy atopia y una tendencia a la disminucion de
los niveles circulantes de vitamina D en la poblacion; y los estudios observacionales
parecen confirmar que la deficiencia de vitamina D puede contribuir a un aumento de

las alergias y el asma (57).

Los pacientes asmaticos son heterogéneos. A nivel molecular, aquellos con alta
respuesta Th2 suelen presentar una mayor hiperreactividad de las vias respiratorias,
mayor recuento de eosinéfilos en sangre, niveles mas elevados IgE sérica y otros
biomarcadores y mayor remodelacion de las vias respiratorias. Estos pacientes
responden mejor a los diferentes tipos de tratamientos que los que presentan una baja

respuesta Th2 y neutrofilia (52).

Se han observado asociaciones entre bajos niveles de vitamina D y elevadas

tasas de asma (55). Basandonos en los resultados de estudios epidemiologicos la
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vitamina D juega un papel importante en la patogénesis del asma a través de sus efectos
en el sistema inmune innato y adaptativo (58). Incluso se ha demostrado que la
remodelacion de las vias aéreas se ve modulada por la vitamina D por medio de su
inhibicidn de factores de crecimiento (59). El tratamiento de eleccion para controlar la
inflamacion en los pacientes asmaticos actualmente es el uso de corticoesteroides, en
cuyo mecanismo de accion la 1,25 dihidroxivitamina D podria tener un papel
importante (36, 60). De hecho, se ha demostrado que la vitamina D aumenta la
respuesta terapéutica a los corticosteroides (61). También hay estudios que muestran
una relacion dosis-respuesta entre los niveles de vitamina D y el volumen de aire
expulsado durante el primer segundo de la espiracion forzada (FEV1), un parametro
analitico de la capacidad pulmonar (62). Todo lo expuesto explica la existencia de
diferentes ensayos de suplementacion con vitamina D para comprobar sus efectos en
pacientes con asma. Asi se ha observado que nifios asmaticos con bajos niveles de

vitamina D tienen mayor riesgo de sufrir ataques severos de asma (63).

También se ha descrito una asociacion inversa entre los niveles circulantes de
VDBP (vitamin D Binding Protein) y la funcién pulmonar. La mayor parte de la
vitamina D en su forma activa circula unida a la proteina de unién a vitamina D
(VDBP), una proteina cuya transcripcion podria estar estimulada por citoquinas
inflamatorias. Sin embargo, son necesarios mas estudios para poder establecer a la

VDBP como potencial marcador en asma (64).

Se ha demostrado que los niveles de vitamina D estan relacionados con
caracteristicas fenotipicas como la funcion pulmonar, la hiperreactividad de las vias
aéreas, la respuesta al tratamiento y el riesgo de la aparicion de exacerbaciones (65).
También se ha observado que altos niveles de vitamina D estan asociados con mayor
funcién pulmonar, menor hiperreactividad bronquial y mejor respuesta a los

glucocorticoides (48).
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1.2.6 Relacién entre la Vitamina D, asma y marcadores de inflamacion y estrés
oxidativo/nitrosativo y su influencia en enfermedades cardiovasculares y

degenerativas

Numerosos estudios han observado correlaciones inversas entre los niveles
séricos de 25-hidroxivitamina D y, entre otros, enfermedad cardiovascular, lipidos
séricos, inflamacion y estrés oxidativo (27, 28, 43). Y est4 claramente establecido que
tanto el estrés oxidativo (66) como la inflamacién (67) cronica son eventos primarios de
la disfuncion endotelial que precede y acompafia a las enfermedades cardiovasculares.
El papel protector de la vitamina D en estos eventos podria estar mediado, al menos en
parte, por sus efectos constatados en prevenir la liberacion de citoquinas
proinflamatorias y mediadores de estrés oxidativo (44) por diferentes tipos celulares.

Entre ellos las células del sistema inmune (46).

Por otra parte, también se ha observado que existe asociacion entre asma y
riesgo cardiovascular. Esta relacion es debida a que en la fisiopatologia del asma juega
un papel importante la inflamacion, esta misma inflamacion es la implicada en los
fendmenos aterotromboticos que pueden causar un mayor riesgo cardiovascular (68).
Tal asociacion es plausible ya que se sabe que el asma esta asociada con inflamacién
sistémica de bajo grado y deterioro de la funcion pulmonar lo que se ha relacionado con
un mayor riesgo cardiovascular. Existen estudios que también han sugerido que los
niveles de proteina C reactiva (PCR), como marcador de inflamacidn, estan asociados
con asma Y riesgo cardiovascular (69). Uno de los estudios mas extensos realizado en
Taiwan sobre mas de 400.000 pacientes mostré un aumento de riesgo cardiovascular en

individuos que presentaban asma tanto de forma activa como no activa (69).

Varios estudios han demostrado que los procesos inflamatorios son una gran
influencia en la fisiopatologia del asma, la aterosclerosis y la disfuncion endotelial (70).
Un analisis mas detallado indic6 que el género podria influir. Combinados con otros
hallazgos, los datos indican una asociacion positiva entre el asma y la incidencia de
enfermedades cardiovasculares que varia segun varios factores, incluido el sexo, el
tabaquismo, la gravedad y edad de inicio del asma (70). Existen pocos estudios al

respecto en nifios o adolescentes. En uno de ellos si que se observa esta relacion y de
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hecho se han asociado con asma de tipo alérgico y condiciones atopicas (71). El asma
infantil a menudo se asocia con un equilibrio alterado en la polarizacion de las células T
colaboradoras. La atopia muestra un patron T2 sesgado de inflamacion. El asma se
acomparia de niveles elevados de IL-4, una citoquina proaterogénica que activa el
endotelio vascular que conduce al reclutamiento y activacion de células mononucleares,
aumento de la expresion de la molécula de adhesion celular y estimulacion de la
produccion de 15-lipooxigenasa, que puede oxidar las lipoproteinas de baja densidad.
Ademas, los mastocitos juegan un papel central en el asma y las condiciones atdpicas;
estos mastocitos producen los cisteinil leucotrienos (C4, D4 y E4) e inducen
inflamacion cronica (72). Los estudios en animales han demostrado que las placas
ateroscleréticas contienen niveles elevados de leucotrienos y esto reduce el

reclutamiento de los monocitos y la progresion del ateroma.

Por tanto, puede haber varios mecanismos por los que la inflamacion en el asma
de inicio temprano y la atopia den como resultado una lesion arterial y un aumento del
riesgo cardiovascular (71). De hecho, existen numerosos estudios al respecto donde se
relaciona la presencia de asma con el riesgo cardiovascular a través de los procesos
inflamatorios y por consiguiente de estrés oxidativo /nitrosativo que aparecen en este

tipo de patologias (73).

1.2.7 Receptor de la Vitamina D (VDR)

La actividad del VDR afecta a la transcripcion de al menos 913 genes, y presenta
variantes genéticas relacionadas con su accion antimicrobiana (33). Por lo tanto, el
papel que puede tener la vitamina D en el asma puede ser a través de su receptor (VDR)
en ceélulas implicadas en la reaccion inmunitaria tales como células presentadoras de
antigeno y linfocitos T activados, en su efecto inmunomodulador y en el efecto directo
sobre el musculo liso bronquial. Durante las dos Gltimas décadas, se han llevado a cabo
numerosos estudios para identificar las variantes genéticas relacionadas con el riesgo de
desarrollar asma como puede observarse en el articulo de Miriam F. Moffatt et al. (74).
Se han aplicado diferentes tipos de analisis, incluyendo analisis de correlacion,
polimorfismos de nucledtidos en genes candidatos, y de asociacion con genoma

completo. La vitamina D puede ejercer un efecto directo en las vias respiratorias. El
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VDR esta presente en los bronquios y las celulas musculares y la vitamina D,
interactuando a través de él, pueden inhibir la proliferacion muscular. Ha sido
demostrado que la vitamina D puede influir en el crecimiento y la supervivencia de las
células y, de esta manera, afectar las vias respiratorias y la remodelacién, un aspecto
importante de la patofisiologia y el tratamiento del asma (57). Actualmente, se
considera que diferentes regiones en 14-17 cromosomas pueden estar asociadas a asma
y diferentes fenotipos. Entre ellos se encuentra el cromosoma 12, concretamente su
region q13-23. Dado que el gen del receptor VDR se localiza en el brazo largo (q) del
cromosoma 12 (75), diferentes estudios han tratado de asociar polimorfismos en el gen

VDR con la susceptibilidad genética al asma (76).

La proteina que actia como receptor de la vitamina D consta de 424

aminoéacidos organizados en varios dominios con diferentes funciones:

a) Aminoterminal, de unos 20 aminoécidos y de cuyas funciones se tiene poco

conocimiento.
b) C o de unién al ADN, de unos 70 aminoacidos.
c) D o region puente, de unos 40 amino&cidos.

d) E o carboxiterminal, de unién al ligando, de unos 293 aminoacidos. Este
ualtimo dominio es de una alta complejidad y es el responsable de funciones muy
especializadas, como la union con alta afinidad al ligando, la unién a factores de
transcripcion y la dimerizacion con el receptor del acido retinoico, que es un

coactivador (38).

Por lo tanto, la actividad biolégica del calcitriol incluye la regulacion de la
expresion genica a nivel transcripcional y se produce mediante su unién al receptor de la
vitamina D (VDR, vitamina D receptor; GenelD: 7421) localizado en el nicleo de las
celulas diana. Esta union regula la transcripcion de un amplio espectro de genes
relacionados no solo con la homeostasis de calcio y fosforo sino también con la division
celular y con la diferenciacion (35). Esta regulacion gendmica se realiza principalmente
sobre los genes que poseen secuencias de union para ello (VDRE o VDR elements). La
proteina VDR pertenece a la clase Il de receptores para hormonas esteroideas, estando
muy relacionado con el receptor del acido retinoico y el receptor de la hormona tiroidea.
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Las funciones de la vitamina D se llevan a cabo a través de un mecanismo
similar al de las hormonas esteroideas: entra en la célula atravesando la membrana
plasmatica en forma libre y uniéndose estrechamente al VDR dentro del nucleo donde
se unira a diferentes genes y regulard la sintesis de RNAm (49). El receptor VDR esta
presente en otros tejidos corporales que no estan relacionados con la homeostasis del
calcio y del fésforo, indicando que este receptor es capaz de tener otras actividades o al
menos de unir otros ligandos. Dentro de estas actividades cabe destacar la regulacion

del ciclo celular, diferenciacion celular y apoptosis.
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Figura 9: Principales mecanismos involucrados en las acciones genémicas y no genémicas de la 1,25
dihidroxivitamina D. Tomado de (27).

La Figura 9 muestra, en un modelo esquematico, como la 1,25 dihidroxivitamina
D puede interactuar con el receptor VDR localizado en el nucleo. Esta interaccion es
capaz de generar respuestas gendmicas a través de la regulacion de la transcripcion
génica o puede también unirse a los VDR asociados a caveolas (invaginaciones en la
membrana ricas en lipidos) de la membrana plasmatica para de esta forma generar
respuestas no gendémicas, mediadas a través de segundos mensajeros que inducen
respuestas rapidas o a través de la apertura de canales de calcio o cloro dependientes de
voltaje. Estas acciones no gendmicas pueden ser muy rapidas, capaces de

desencadenarse en segundos, como en el caso de la apertura de canales ionicos, o0 en 10
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a 60 minutos, como en el caso de la formacion de segundos mensajeros. Por el
contrario, las acciones gendémicas pueden tardar horas o dias en manifestarse

completamente, debido al proceso que implica la regulacion de la transcripcion (27).

El VDR forma parte de la superfamilia de receptores nucleares esteroideos. En
presencia de su ligando (Figura 10), la 1,25 dihidroxivitamina D, VDR y su pareja
heterodimérica, el receptor retinoide X (RXR), actian como un factor de transcripcion
uniéndose a los elementos de respuesta (VDR elements) presentes en regiones
promotoras de los genes activando o reprimiendo su expresion (41, 51). En consonancia
con otros factores de transcripcion, este complejo induce la transcripcion de genes
respondedores a la union de la vitamina D (39).
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Figura 10: Modelo de los efectos transcripcionales de la 1,25 dihidroxivitamina D. En la imagen se
observa como interactla con su receptor VDR y su ligando RXR. Tomado de (35).
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1.2.8 Polimorfismos en el receptor de la vitamina D (VDR)

Las disparidades en la prevalencia de asma entre sujetos provenientes de
diferentes ubicaciones geogréaficas posiblemente estén asociadas con diferencias
genéticas. Esta hipotesis se basa en la identificacion del receptor de la vitamina D en
células tales como las presentadoras de antigeno y linfocitos T activados. A nivel
genético, se han identificado diversos polimorfismos en la via de la vitamina D,
incluyendo su receptor VDR, y se han asociado con riesgo de asma. EIl asma es una
enfermedad compleja donde intervienen factores genéticos y ambientales. En nuestro
estudio nos hemos centrado en la relacién entre polimorfismos en el VDR y asma, pero
también existen estudios que relacionan la aparicién de asma con polimorfismos de los
genes de IL-13, IL-10 e IL-1 (77).

La existencia en el genoma de un gen para el VDR con amplia actividad
bioldgica ya fue demostrada en el afio 1968 (78). A pesar de la existencia de humerosos
estudios que demuestran que la vitamina D juega un papel en la patogénesis, severidad
y respuesta al tratamiento del asma, la relacion directa causa-efecto todavia no ha sido
demostrada (61).

La forma activa de la vitamina D (1,25-dihidroxivitamina D), también conocida
como calcitriol, ejerce sus efectos al unirse al receptor nuclear de la vitamina D,
denominado VDR. Tras la activacién, el complejo de VDR ligando/receptor altera la
transcripcion de numerosos genes relacionados con la respuesta inmunitaria (40, 79).
Por este motivo, cualquier alteracién o polimorfismo que tenga lugar en la regién

codificante de este receptor puede tener importantes repercusiones.

Un polimorfismo de un solo nucledtido o SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) es una variacion en la secuencia de ADN que afecta a una sola base de
una secuencia del genoma. Los SNPs son abundantes en todo el genoma humano; se
pueden encontrar en exones, intrones, promotores, potenciadores y regiones
intergénicas, permitiendo su utilizacion como marcadores (80). Mas de 300 genes tienen

SNPs asociados con subtipos de asma y alergia segun una busqueda realizada en el sitio
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web del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Existen también 2.800 SNPs genotipados

en 180 genes cuyas funciones estan relacionadas con asma, y SNPs de 19 genes que

estan asociados con asma (80).

Seis SNPs localizados entre el intron 2 y el exdn 9 del gen VDR se han asociado
con asma (40, 79). Entre ellos, segun la bibliografia disponible, los més relacionados
con el asma serian rs2228570 (Fokl), rs1544410 (Bsml), rs7975232 (Apal) y rs731236
(Taql) (Figuras 11 y 12) (76). Se ha descrito que los polimorfismos en el VDR podrian

tener un papel crucial en la accion de la vitamina D (81).

Promoter region Coding region UTR
] 10
I |

e m e

Fokl Bsml Apal Tagl
rs2228570 51544410 rs79T5232 13731236

Figura 11: Organizacion genémica de VDR. Los exones estan representados por cajas negras conectadas
por una linea recta que representa a los intrones y regiones no codificantes. Los nombres de los SNPs
analizados estan representados por flechas debajo de la estructura genética. Tomado de (82).

SNP Identificacion Localizacion ﬁsggggg Non]'gg(:; tILéga et
Fokl rs2228570 Exon 2 A>G F>f
Bsml rs1544410 Intron 8 C>T B>b
Taql rs731236 Exén 9 A>G >t
Apal rs7975232 Intrén 8 C>A A>a

Figura 12. Polimorfismos del receptor VDR maés relacionados con asma. Elaborada a partir de la
informacion de (82) y su revision en las bases de datos https://www.gtexportal.org/home/snp/rs731236 y
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs731236.

El SNP Fokl (rs 2228570) conlleva una alteracion de la estructura de la proteina
VDR, que es tres aminoacidos mas larga (427 aa) para los portadores del alelo G
mutado que para los portadores del alelo A (424 aa) salvaje (“wild type”). Asi, la

variante alélica de este polimorfismo a nivel del exdn codifica para un cambio
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estructural que altera el receptor proteico VDR. Este cambio se asocia con alteraciones
en la unidn del factor de transcripcion 11B (TFIIB) (83). Diversos estudios sugieren que
esta variante podria modificar la actividad transcripcional de VDR sobre varios genes
incluidos genes relacionados con el sistema inmunitario. Un VDR mas largo (alelo G)
conduce a una baja actividad transcripcional y a menores niveles de IL-12 y, por lo

tanto, a una respuesta inmunitaria mas pobre (42).

Apal (rs7975232) y Tagl (rs731236) son SNPs que estan relacionados entre si.
No afectan a la estructura de la proteina VDR pero podrian afectar la estabilidad de su
RNAm. Los polimorfismos en Tagl (rs731236) no resultan en cambios de la secuencia
de aminoacidos, sin embargo, se ha visto que estan asociados con muchas enfermedades

metabolicas y del sistema inmunitario (84).

Son factores de riesgo comunes tanto para el asma como para la deficiencia de
vitamina D, el estilo de vida, la raza / pigmentacion de la piel y la obesidad (7, 29, 41,
85). Esta observacion, junto con las evidencias crecientes de los efectos
inmunomoduladores de la vitamina D, ha generado interés en explorar la relacion
existente entre estas dos condiciones. Ha tomado asi fuerza la hipétesis que relaciona el
aumento de la prevalencia del asma con niveles bajos de vitamina D (7, 86). Hasta el
punto de que algunos autores consideran que la suplementacion de vitamina D reduce la

aparicioén de sibilancias (86).

Por otra parte, se ha visto una relacion entre asma y riesgo cardiovascular (66,
67,68), que puede estar mediada a través de la inflamacion y el estrés
oxidativo/nitrosativo generado por la primera. Es bien conocido el efecto que tiene la
vitamina D a nivel del sistema inmunoldgico y el asma, como hemos visto. También se
ha observado que esta relacion lleva asociado un aumento de estrés oxidativo que puede
Ilegar a facilitar la aparicion de eventos cardiovasculares aumentando el riesgo de estos.
Se ha visto que el asma esta relacionada con bajos niveles de vitamina D y a su vez esta
relacionada con mayor riesgo cardiovascular por lo que debemos de pensar que existe
tambien relacion entre este riesgo cardiovascular con los niveles de vitamina D y por lo

tanto que polimorfismos en su receptor estén también asociados.
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De todos estos estudios se discierne la necesidad de realizar mas investigaciones
para clarificar la asociacion entre polimorfismos de genes implicados en las acciones de
la vitamina D, asma y su relacion con los parametros de inflamacion y de estrés
oxidativo. Como hemos comentado, en los primeros afios de vida, una alta proporcién
de nifios, uno o dos de cada cinco, padecen sintomas respiratorios que pueden ser
etiquetados, por sus pediatras, de asma. Sin embargo, se trata de sintomas que pueden
confundirse con otro tipo de patologias respiratorias que pueden llevar al retraso en el
diagnostico y por lo tanto al tratamiento. La prevalencia del asma en nuestro medio y su
progresivo aumento, el encontrarse en muchos casos insuficientemente diagnosticada,
controlada y tratada y, por ser una enfermedad habitualmente manejada en Atencién
Primaria (AP), justifican sobradamente la realizacion de estudios que ayuden en su

manejo.

Por lo tanto, ante estos hallazgos bibliograficos, nos planteamos confirmar si la
presencia de asma alérgico a los acaros del polvo tiene relacion con el nivel de estrés
oxidativo y de inflamacién y, a su vez relacionar estos hallazgos con los niveles de

vitamina D y los polimorfismos de su receptor (VDR).

1.3 JUSTIFICACION

A pesar de los numerosos estudios realizados, la relacion entre vitamina D, asma
y sus complicaciones siguen siendo objeto de discusion. Existen estudios que
correlacionan bajos niveles de vitamina D con un aumento de ROS y mayor severidad
de asma. A su vez, estos bajos niveles de vitamina D también se han relacionado con
baja respuesta a los corticoesteroides, predisposicion a la aparicion de infecciones del
tracto respiratorio (87), y perfiles metabolomicos con elevacion de marcadores de estres
oxidativo (88, 89).

Se han descrito para la vitamina D y el asma efectos antagdénicos sobre el estrés
oxidativo y la inflamacion que preceden a la disfuncion endotelial y el deterioro
vascular. Dado que los efectos de la vitamina D estan mediados por la union a su

receptor VDR en las células diana, entre las que se encuentran diferentes tipos celulares
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del sistema inmunitario, la posibilidad de que polimorfismos de VDR jueguen un papel
en estos efectos ha sido evaluada. Sin embargo, los resultados no han sido concluyentes
debido, particularmente, a la heterogeneidad de las muestras poblacionales analizadas.

Es por todo lo expuesto por lo que nos hemos planteado este proyecto; para
contribuir al mejor conocimiento de la relacion entre ciertas variantes genéticas del
receptor VDR, el nivel de vitamina D y la presencia de asma alérgico. Por otra parte,
con la finalidad de analizar las interrelaciones metabolicas entre estos factores, también
consideramos de gran importancia realizar un estudio méas pormenorizado del efecto de
estos polimorfismos en los marcadores de estrés oxidativo e inflamacién, parametros de

riesgo cardiovascular y su relacion con la vitamina D.

Todo esto justifica la necesidad de analizar el estado oxidativo/ nitrosativo y de
marcadores de inflamacién en los pacientes de nuestro estudio, y ver si éste se
correlaciona con los niveles de vitamina D y determinados polimorfismos de su

receptor.
1.4 HIPOTESIS
Los polimorfismos en genes implicados en el ciclo de la vitamina D juegan un

papel en enfermedades inmunoldgicas como el asma o atopia. Esto se puede relacionar
con el nivel de vitamina D y puede influir en la presencia de marcadores de estrés
oxidativo/nitrosativo e inflamacion que podria propiciar otros procesos como
enfermedades cardiovasculares o degenerativas.
1.5 OBJETIVOS
En base a lo expuesto, nos planteamos los siguientes objetivos:

1.5.1 Objetivo Principal: Valorar la relaciéon de los polimorfismos del receptor de la

vitamina D (Fokl, Apal y Taql) con la presencia de asma alérgico a los acaros del
polvo
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1.5.2 Objetivos Especificos:
1. Evaluar los polimorfismos del receptor de la vitamina D en nifios/as asmaticos
alérgicos a los acaros del polvo, asi como en nifios/as sanos no alérgicos.
2. Valorar el estado inmunitario y alérgico en los grupos de estudio: niveles
de citoquinas y factores de inflamacion.
3. Valorar el estado oxidativo y nitrosativo: nitratos, isoprostanos.
4. Correlacionar los hallazgos genéticos con las caracteristicas clinicas.
5. Correlacionar los hallazgos genéticos con los parametros inmunitarios, de

inflamacién y de estrés oxidativo.
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2. METODOLOGIA

2.1 Disefio

Estudio de casos y controles con muestreo consecutivo. Este tipo de estudio
consiste en identificar a personas con una enfermedad (u otra variable de interes) y
compararlas con un grupo control apropiado que no tenga la enfermedad. La relacion
entre los factores relacionados con la enfermedad se examina comparando la frecuencia
de exposicidn a estos factores entre los casos y los controles. A este tipo de estudio, uno
de los més utilizados en la investigacion, se le podria describir como un procedimiento
epidemioldgico analitico, no experimental con un sentido retrospectivo, ya que
partiendo del efecto, se estudian sus antecedentes, en el que se seleccionan dos grupos
de sujetos llamados casos y controles segun tengan o no la enfermedad.

2.2 Poblacién de estudio

Ciento tres nifios asmaticos alérgicos a los acaros del polvo (casos) y cincuenta y
dos nifios sanos (controles) los cuales hacen un total de un tamafio muestral de ciento
cincuenta y cinco nifios y adolescentes de ambos sexos (87 hombres y 68 mujeres). Se
trata de nifios/as con edades comprendidas entre 3 y 14 afios de edad, de poblacién
espafiola y raza caucésica. Se seleccionaron entre los remitidos por su pediatra de
atencion primaria a la Unidad de Alergia Pediatrica del Hospital Universitario Dr. Peset
(Valencia, Espafia) para estudio de posible asma alérgico o controles de salud y/o
estudios familiares entre enero de 2016 y octubre de 2018. Ninguno de los nifios
padecia enfermedades infecciosas agudas, tomaba complementos vitaminicos o
realizaba una actividad fisica intensa o frecuente. Los nifios residian en la costa
mediterranea espafiola en una latitud de 39° 28' 48”, en una region con una media de
2660 horas de sol al afio. Se obtuvo el consentimiento por escrito para la inclusion en el
estudio de los padres y/o tutores y/o nifios> 12 afios. El estudio se realizé de acuerdo
con la Declaracion de Helsinki (revisada en 2013), contando con la aprobacion del
comité ético de investigacion clinica del Hospital Universitario Dr. Peset (nUmero de

aprobacion CEIC 27/12) (ver anexos incluidos en el epigrafe 7.2).
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2.2.1 Nifos asmaticos

2.2.1.1 Criterios de inclusién:

Pacientes de edades comprendidas entre los 3-14 afios con asma alérgica episodica

frecuente a &caros del polvo considerada como:

Episodios al menos una vez cada 5-6 semanas (maximo 6-8 crisis/afio).
Sibilancias a esfuerzos intensos.

Intercrisis asintomaticas.

Exploracion funcional respiratoria en las intercrisis: FEV1 o VEMS
(volumen espirado méximo en el primer segundo de la espiracion
forzada) >80%, variabilidad PEF (pico flujo espiratorio) <20%.
Insuficientemente controlados con niveles bajos o medios de tratamiento
(escalones terapéuticos 2-4 segin la GEMA (Guia Espafiola para el
Manejo del ASMA)).

Etiologia alérgica mediada por IgE, monosensibilizacion a los &caros del
polvo, evaluada por prick test cutaneo y determinacion de IgE especifica
en suero.

Situacion clinica-funcional estable.

Ausencia de infecciones cronicas.

Sin tratamiento con inmunoterapia especifica, ni otro tratamiento de base
inmunoldgica (Omalizumab).

Poblacion espafiola y raza caucasica.

Consentimiento firmado para su inclusion por los padres y/o tutores y/o

nifios >12 afnos.

A los pacientes seleccionados, una vez informados del estudio, y firmado el

consentimiento para su inclusién, se les siguid clinica y analiticamente en Consultas

Externas de Alergia Pediatrica del Hospital Universitario Dr. Peset.

2.2.1.2 Criterios de exclusién:

Enfermo inestable.
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- Asma grave no controlada mediante farmacoterapia y/o pacientes con
obstruccion irreversible de las vias aéreas (VEMS por debajo del 70% del valor
esperado tras tratamiento farmacologico adecuado).

- Enfermedades inmunopatoldgicas e inmunodeficiencias severas.

- Trastornos psiquiatricos o psicologicos graves.

- Imposibilidad de control clinico.

- Fiebre (temperatura rectal >38°C).

- No consentimiento firmado para su inclusion por los padres y/o tutores y/o nifios

>12 afos.
2.2.2 Nifios control

Nifos/as sanos, que acuden a la consulta para controles de salud o por procesos
menores no relacionados con asma o atopia, procedentes del Centro de Salud. Solo se
reclutd a nifios/as con un estado nutricional normal y que requerian extraccién de sangre

como parte de su protocolo clinico habitual.

2.2.2.1 Criterios de inclusion:

- Nifios de ambos sexos, sanos, de edades comprendidas entre los 3-14 afios, y que
requiriesen seguimiento en consultas de pediatria general por motivos no
relacionados con asma, infecciones, o alteracion de la inmunidad.

- Poblacion espafiola y raza caucasica.

- Consentimiento firmado para su inclusién por los padres y/o tutores y/o nifios
>12 afos.

2.2.2.2 Criterios de exclusion: Los mismos que los registrados en los casos

La seleccion de los pacientes pediatricos se realizd a traves del Servicio de
Pediatria del Hospital Universitario Dr. Peset donde se efectia el estudio clinico,
diagnostico y tratamiento. La seleccién de los pacientes se realizd entre los nifios que
acudian a la consulta para su seguimiento rutinario, que cumplian los criterios de
inclusion en el estudio y que, tras informar del mismo, aceptaron participar. El

diagnostico de asma se efectué mediante espirometria basal y test de broncodilatacion
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en los nifios mayores de 5 afios. En los preescolares menores de esta edad el diagnostico
se realizd basandose en criterios clinicos. A todos los padres se les informo por escrito,
mediante una Hoja de Informacion al Paciente (ver anexo), del objetivo del estudio, e
indicando que en ningdn momento se les trataria de manera diferente a la préactica
clinica habitual o a como se haria si no fuera a recogerse esa informacion. En una
primera visita, se confirmé el cumplimiento de los criterios de inclusién y no exclusion,

y se procedid también a la realizacion de la anamnesis.

Posteriormente, y en el mismo centro, se realizaron la extraccion de sangre y las
pruebas analiticas rutinarias. Las muestras de sangre venosa (10 ml) se obtuvieron tras
un ayuno nocturno de 12 horas en 2 tubos de 5 ml; uno con EDTA, para la obtencion de
sangre total y plasma, y otro en tubo seco con gelosa para la obtencion del suero. Las
extracciones de sangre se realizan siguiendo el protocolo habitual del centro y por
personal especializado del mismo. Inmediatamente fueron procesadas para la obtencion
de las muestras a utilizar en ulteriores determinaciones (plasma/suero/sangre total). Las
muestras fueron derivadas a los laboratorios de Analisis Clinicos del Hospital
Universitario Dr. Peset para realizar las valoraciones de los parametros bioquimicos de
rutina, y a los de la Unidad de Pediatria del Hospital Universitario Dr. Peset y del
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad de Medicina de
Valencia para la valoracion de parametros de inflamacion y otras determinaciones

experimentales.

2.3 Variables del estudio

2.3.1 Parametros Clinicos

Junto a la recopilacién de la incidencia de sintomas alérgicos (sibilancias, tos,
disnea), se realizd a todos los nifios asmaticos incluidos en el estudio, segun las
directrices de la Academia Europea de Alergologia e Inmunologia Clinica (90), una
valoracion alergologica del asma mediante: 1) una prueba de puncion cutanea (prick)
positiva a los alérgenos de los acaros del polvo doméstico utilizando un extracto
estandarizado de D. pteronysinnus y D. farinae (Laboratorios Leti, SL, Madrid,

Espafa); la prueba se considerd positiva si se obtuvo una respuesta inmediata con un
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tamafio de la roncha >3 mm?, y 2) IgE especifica positiva (> 0,35 KU/I) para D. farinae
y D. pteronysinnus, determinada por CAP SYSTEM-FEIA (Phadia, Uppsala, Suecia).
Se utiliz6 como control positivo del prick test la histamina y como control negativo

suero salino.

Con la finalidad de recopilar la maxima informacion relevante para el estudio,
todas las Historias Clinicas de los casos y controles se revisaron con el programa
informatico Orion Clinic, el sistema de informacion clinico-asistencial para los centros
hospitalarios de la Comunitat Valenciana utilizado en este caso en el Hospital

Universitario Dr. Peset.

2.3.1.1. Analitica clinica

En este estudio se han evaluado parametros hematologicos (hemograma,
incluyendo eosinodfilos absolutos); de bioguimica convencional (glucosa, urea,
creatinina, colesterol total y sus fracciones HDL, LDL y VLDL, triglicéridos, GOT,
GPT, GGT y PCR ultrasensible); y relacionados especificamente con la tematica del
trabajo como los niveles de inmunoglobulinas totales (IgG, IgA, IgM e IgE) e IgE
especifica frente a los acaros del polvo (D pteronysimus y D farinae). También se han
analizado para todos los pacientes los niveles de vitamina D (25-OH vitamina D). Estas
determinaciones se han llevado a cabo en el Laboratorio de Andlisis Clinicos del
Hospital Universitario Dr. Peset. En el anexo se muestra el escrito de conformidad de

la Jefa del Servicio de Analisis Clinicos.

Hematologia: La obtencion de los pardmetros hematoldgicos se realizé en sangre
venosa obtenida en tubos con anticoagulante EDTA, mediante el autoanalizador Coulter
LH750 Analyzer de Beckman Coulter. EI hemograma se determiné para poder conocer

el nivel de eosinofilos de los pacientes.

Bioquimica: Las determinaciones bioquimicas de rutina se realizaron en suero. Para su
obtencion, la sangre venosa extraida en tubos con gelosa se mantuvo 15-20 min a
temperatura ambiente (TA) (tiempo requerido para la retraccion del coagulo), y se

centrifugd a 3250 rpm 5 min. Los niveles de glucosa, urea, creatinina, colesterol total y
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HDL, triglicéridos, GOT, GPT, y GGT se determinaron mediante técnicas
espectrofotométricas automatizadas en el autoanalizador Abbot Architect ¢16000
(Abbott Clinical Chemistry Abbott Park, IL, USA). Los niveles de colesterol LDL y
VLDL se calcularon mediante la férmula de Friedewald (91) y el cociente
triglicéridos/5, respectivamente. La proteina C reactiva se determind mediante un
procedimiento ultrasensible (hs-PCR) en el autoanalizador Beckman Coulter Image 800
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Los niveles séricos de vitamina D (forma 25-
hidroxivitamina D) se cuantificaron mediante inmunoensayo electroquimioluminiscente
en el autoanalizador COBAS 6000 de Roche (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Germany) utilizando los reactivos suministrados por la misma casa comercial.

Los niveles de inmunoglobulinas IgG, IgA e IgM se determinaron por
nefelometria cinética mediante el autoanalizador Image 800 de Beckman Coulter
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA). La nefelometria mide la luz dispersada por la
muestra mediante un detector dispuesto en un angulo entre 15 y 90° respecto a la luz
incidente que, en este equipo, es un rayo laser de 670 nm.

Las determinaciones de IgE e IgE especifica para los acaros del polvo D
pteronisymus y D farinae se realizaron por enzimoinmunoensayo fluorescente
automatizado con el sistema Immuno-CAP 250 de Phadia (CAP SYSTEM-FEIA;
Phadia, Uppsala, Suecia). EI Immuno-CAP FEIA es un sistema in vitro para la
cuantificacion de anticuerpos IgE. La prueba esta disefiada como un inmunoanalisis tipo
sandwich en el que el antigeno (antigenos) especifico esta unido de forma covalente a
una fase sélida en el interior de una capsula tridimensional. En contacto con la muestra
de suero del paciente, se produce el reconocimiento antigeno-IgE especifica y, con ello,
la retencion de la IgE de interés en la capsula. Tras retirar el suero mediante lavado, la
cantidad de IgE retenida se cuantifica afladiendo un anticuerpo Anti-IgE unido a un
enzima capaz de generar, en presencia de una mezcla de reaccion que contiene el
sustrato adecuado, un compuesto fluorescente que es eluido de la capsula y
cuantificado. La fluorescencia es directamente proporcional a la concentracién de IgE
especifica en la muestra de suero, cuantificandose por comparacion con un estandar
procesado en paralelo. El rango de medida se encuentra en el intervalo 0.35-100 KUAVI,

con un valor de corte para positividad de 0.35 KUA/I.
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2.3.2 Analisis Experimentales

Las determinaciones experimentales se realizaron en la Facultad de Medicina
de la Universidad de Valencia, en colaboracion entre los departamentos de Pediatria,

Obstetricia y Ginecologia y de Bioquimica y Biologia Molecular

e Determinacion de marcadores inflamatorios: IL-6, TNF-a e Interferén-y

La determinacion en suero de las citoquinas IL-6, TNF-a e IFN-y se llevo a cabo
mediante un método multiplexado con el sistema LabScan 100 de Luminex Map
Technology (Luminex, Austin, TX, USA) y el kit de microesferas de alta sensibilidad
para citoquinas Milliplex MAP human adipokine Magnetic Beads MAP HSTCMAG-28
SK de Merck (Merck Millipore, Burlington, Massachusetts, USA). Los coeficientes de
variacion (CV) inter e intraensayo para TNF-ao fueron <20% y 10%, respectivamente;
<15% y <10% para IL-6; y <20% y <5% para IFN-y. La sensibilidad estuvo entre 0,11 y
8,17 pg/ml y la precisién entre el 98 y el 107%.

La tecnologia Luminex es una técnica multiparamétrica que posibilita el analisis
simultaneo de hasta 100 analitos distintos de una misma muestra en un solo pocillo. En
ella, las citoquinas presentes en la muestra de suero se uniran a microesferas
fluorescentes de poliestireno que actuaran tanto en su identificacion como en su ulterior
cuantificacion al hacerlas pasar por un citdmetro de flujo. En nuestro caso, los
resultados se analizaron y cuantificaron utilizando el sistema LabScan 100 de Luminex
equipado con el software 3.1.

¢ Indicadores de estrés oxidativo/nitrosativo
En el presente trabajo se han determinado los niveles de 8-isoprostaglandina F2a

(8-1s0-PGF2a)) y nitratos como indicadores de estrés oxidativo y nitrosativo,

respectivamente.
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Los niveles de isoprostanos se han valorado en nuestro estudio como indicadores
del dafio oxidativo a lipidos. Los isoprostanos son una familia de eicosanoides de origen
no enzimatico producidos por la oxidacién aleatoria del &cido araquidénico de los
fosfolipidos por ROS (Figura 13). Son facilmente cuantificables en plasma y orina y sus
niveles se elevan en condiciones de estrés oxidativo. Uno de los isoprostanos, el 8-
isoprostano (8-iso-prostaglandina F2a; 8-iso-PGF2a), ha mostrado tener actividad
bioldgica, siendo un potente vasoconstrictor pulmonar y renal, y sus niveles se han

propuesto como un marcador de deficiencia antioxidante y estrés oxidativo (92).
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Figura 13. Generacion de 8-isoprostano y malondialdehido (MDA) durante la oxidacion aleatoria del
acido araquiddnico de los fosfolipidos tisulares por ROS. (Tomado de 8-isoprostane EIA, Cayman).

Los niveles séricos de 8-iso-PGF2a se cuantificaron mediante

enzimoinmunoensayo colorimétrico competitivo (8-isoprostane EIA Kit N° 516351;
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Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA) en placas de 96 pocillos siguiendo
exactamente las condiciones descritas por el fabricante. Este ensayo se basa en la
competencia entre el 8-isoprostano de la muestra y un conjugado de 8-isoprostano-
acetilcolinesterasa (AChE; Tracer) por un numero limitado de sitios de unién para 8-

isoprostano (antisuero de conejo para 8-isoprostano).

Para las determinaciones, las muestras de suero se diluyeron previamente (1/30)
en tampodn de ensayo, y 50 L se distribuyeron en la placa junto con estandares (0,8-500
pg/mL) que se procesaron en paralelo. La sensibilidad del ensayo fue del 80%, con CV
inter- e intraensayo de <20% Yy <9.5%, respectivamente, y un limite de deteccion de 3
pg/mL. Las lecturas de la absorbancia se realizaron a 412 nm en el lector de placas
Perkin Elmer VICTOR X3 Multilabel Plate Reader (Perkin Elmer, Waltham, MA,
USA).

La cuantificacion de la produccion de 6xido nitrico se valord en nuestro estudio
por los niveles séricos de nitrato + nitrito (NOX; los productos finales estables del
metabolismo del NO), de acuerdo con el procedimiento descrito por Moshage et al (93).
Se trata de un método colorimétrico basado en la reaccion del nitrito con el reactivo de
Griess, y que requiere de la transformaciéon previa del nitrato en nitrito. En el
procedimiento seguido hemos utilizado para dicha conversiéon nitrato reductasa
(cristalina de Aspergillus spp; Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania), un
enzima que requiere para su funcionamiento de NADPH que, en exceso, interfiere con
el desarrollo ulterior del color. Para eliminar esta interferencia, tras la conversion del
nitrato en nitrito, se afiadieron al medio de reaccion lactato deshidrogenasa (LDH) y
piruvato que permiten la conversion del piruvato a lactato en presencia de NADPH.
Finalmente, el nitrito reacciona con los componentes del reactivo de Griess (acido
sulfanilico y naftiletilendiamina en medio acido) generando un cromoforo diazoico (p-

sulfobenceno-azo-a-naftil-amina) que absorbe fuertemente a 540 nm (Figura 14).

Las determinaciones se realizaron utilizando 50 pL de suero y, para evitar
interferencias, en todo el procedimiento se utilizO material de plastico lavado
cuidadosamente con agua Milli-Q de grado reactivo. La lectura final de la absorbancia

se realiz6 a 540 nm en placas de 96 pocillos utilizando el lector Multiskan EX (Thermo
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Lab Systems, Helsinki, Finland). Para el calculo de las concentraciones de nitrato en las
muestras procesadas, los valores de absorbancia obtenidos se interpolaron en curvas
patron construidas paralelamente con cantidades conocidas de nitrato (1-200 uM). El

limite de deteccion del ensayo fue del orden de 1,5 uM.

Nitrato
reductasa \ o
NO; NO’;+ REACTIVO DE GRIESS — (cromoforo)

~

NADP™ + H,O

NADPH
+

PIRUVATO

‘ Lactato deshidrogenasa

LACTATO + NADP"

Figura 14: Esquema del procedimiento seguido para la cuantificacion de Nitrato + Nitrito (NOX) como
indicadores de la produccién de NO.

e Genotipado de SNPs del VDR

En el presente trabajo se han genotipado las variantes alélicas rs2228570 A>G
(Fokl), rs7975232 C>A (Apal) y rs731236 A>G (Taql) del VDR. Para ello se utiliz6
ADN genomico aislado de muestras de sangre periférica utilizando el kit QlAamp DNA
mini blood kit de Qiagen Hilden Germany (suministrado por Izasa, Madrid, Espafia) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. El rendimiento a partir de 200 pl de sangre
anticoagulada con EDTA fue de 20-35 ug de ADN de gran pureza. La concentracion y
pureza del ADN aislado se determinaron mediante espectrofotometria UV midiendo,
respectivamente, la absorbancia a 260 y el cociente Abs260/Abs280 nm, utilizando para
ello el equipo Biocell Plus Lambda Bio XLS de Perkin Elmer (Houston Texas, EEUU).

Una vez obtenido el ADN, se procedi6 a su amplificacion mediante reaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR) utilizando el sistema QuantStudio 3 and
5 Real Time PCR (Thermofisher Scientific, Waltham, MA, USA) en placas de 384
pocillos y 0.1 mL por pocillo gPCR Thermal Cyclers. Se usaron 2.5 uL totales de ADN
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molde a una concentracion de 5 pg/mL utilizando condiciones de ciclo estandar. La
lectura de la placa se realizé con el equipo 7900HT Fast Real-Time PCR System de
Applied Biosystem (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) y se analiz6 con el

“TaqMan Genotyper Software” 2.4 de la misma casa comercial.

Tras la amplificacion, se procedid a realizar la discriminacion alélica y el
genotipado a partir de alicuotas de ADN con una concentracion minima de 15 ng/uL. Se
realizd utilizando sondas Tagman SNPs predisefiadas por la empresa Applied
Biosystems (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) en placas de 96 pocillos con una
proporcién minima de 10% de muestra de ADN. Finalmente, los resultados obtenidos
para cada muestra (curvas de amplificacion para cada alelo; discriminacion alélica
homocigoto / heterocigoto) fueron analizados mediante el Software QuantStudio Real
Time PCR System (Thermofisher Scientific, Waltham, MA, USA) (Figura 15).

Figura 15: Imagen ilustrativa de la obtencion de los datos de discriminacion alélica (derecha) y
genotipado (izquierda).

2.4  Analisis estadistico

El anélisis de las variables tanto analiticas como experimentales incluidas en el
estudio se ha realizado con los programas informaticos Excel de Microsoft Corp
(Redmon, Washington, USA) e IBM SPSS (IBM SPSS Statistics v 25). Las variables se
expresan como media + error estandar de la media (SEM). La distribucion de las
variables se analiz6 mediante la prueba de Kolmogorov Smirnof. Tras comprobar que

todas ellas se ajustaban a una distribucion no normal o asimétrica, para estimar la
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existencia de diferencias significativas entre los casos y los controles se utilizo el test de
Kruskall Wallis. En todos los casos la significacion estadistica se establecid a partir de

un valor de P<0,05.

El analisis de asociacion entre los SNPs de VDR vy las variables clinicas y
analiticas se efectu6 con el programa estadistico SNPStats (Instituto Catalan de

Oncologia, Barcelona, Espafia) disponible en http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats/.

Se trata de una aplicacion Web desarrollada desde un punto de vista genético-
epidemioldgico para analizar estudios de asociacion. Como principales habilidades
incluye: analisis descriptivo, test del equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) y union de
desequilibrio. Permite llevar a cabo analisis de un unico SNP (modelos de herencia y
andlisis de interacciones) y de mdaltiples SNPs (frecuencia de haplotipos, analisis de
asociaciones de haplotipos con la respuesta, incluyendo andlisis de interacciones) (94).

La distribucion de frecuencias alélicas y el patrén de haplotipos se analizaron
para determinar el equilibrio de Hardy-Weinberg y el desequilibrio de ligamiento como
poblaciones Unicas. Las asociaciones que vinculan pardmetros bioquimicos, marcadores
de inflamacion y estrés oxidativo/nitrosativo con los genotipos SNP se determinaron
mediante modelos de regresion lineal que consideraron cinco modos de herencia
(codominante, dominante, recesivo, aditivo y sobredominante). Un valor de p<0,05 se
considerd estadisticamente significativo; se aplicod la evaluacion de criterio de
informacion mas baja de Akaike y Bayesiano. Se realiz6 una prueba de comparacion
multiple (test de Dunnett) para evitar la tasa de falsos positivos (error tipo I).

Como se ha comentado anteriormente el programa SNPStats divide el analisis de
asociacion en modelos de herencia, que se diferencian entre ellos en el nimero de
copias del alelo recesivo necesarias para producir un efecto beneficioso (factor

protector) o perjudicial (factor de riesgo). En el modelo codominante cada genotipo

proporciona un riesgo de enfermedad diferente y no aditivo. Se comparan heterocigotos
y homocigotos variantes por separado respecto a los homocigotos del alelo mas
frecuente. Este modelo asume que puede haber un riesgo distinto de los individuos

heterocigotos y homocigotos variantes respecto a los homocigotos normales. En el
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modelo aditivo se asume que cada copia modifica el riesgo en una cantidad aditiva (en

escala logit); por tanto los homocigotos tienen el doble de riesgo que los heterocigotos.

Este modelo también se conoce como multiplicativo ya que modela los efectos
en la escala de odds. Una ventaja importante de este modelo es que no necesita que se

cumpla el HWE. En el modelo dominante una Unica copia es suficiente para modificar

el riesgo y ser portador de dos copias lo modifica en igual magnitud; es decir,
heterocigotos y homocigotos tienen el mismo riesgo. En este modelo se asume que
basta con tener un alelo variante para conferir riesgo. Y finalmente para el modelo
recesivo se asume que son necesarias dos copias para modificar el riesgo; por tanto,
heterocigotos y homocigotos del alelo mas frecuente tienen el mismo riesgo. Es
necesario tener las dos copias del alelo variante para presentar el riesgo o la

enfermedad. Existe también un modelo de herencia “log aditivo” (log additive), un

modelo de herencia aditivo en el cual tener los dos alelos mutados multiplica el valor

porque es en escala logaritmica (95, 96).

Para determinar qué modelo de herencia se ajusta mejor a cada SNP se utilizo el
criterio de la Informacion Akaike (AIC). EI menor AIC corresponderia al mejor modelo
de herencia. Este suele corresponderse, en la mayoria de los casos, con un valor de p

menaor.

Para las pruebas de asociacion de las variables cuantitativas el programa
SNPStats se basa en modelos de regresion lineal. Los resultados se presentan como
medias, el error estandar de la media, las diferencias medias de la variable con respecto
a una categoria de referencia (el genotipo méas frecuente o haplotipo) y el intervalo de
confianza (IC) del 95% de las diferencias. Sin embargo, para las pruebas de asociacion
de las variables binarias, el programa SNPStats utiliza modelos de regresion logistica.
La descripcion se hace para cada grupo y los resultados se presentan como frecuencias

genotipicas, proporciones, odds ratios (OR) y el intervalo de confianza (IC) del 95%.
En la Figura 16 se muestran iméagenes del programa informatico con las
diferentes ventanas a las que se puede acceder para introducir los datos y obtener los

resultados.
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Figura 16: Programa estadistico SNPStats.

75



RESULTADOS

76



Doctorado en Biomedicina y Biotecnologia

77



Doctorado en Biomedicina y Biotecnologia

3. RESULTADOS

3.1 Analisis comparativo entre nifios asmaticos y controles de los parametros

incluidos en el estudio

Tabla 1: Caracteristicas antropométricas y analiticas de las poblaciones de estudio

CASOS CONTROLES
(N = 103) (N =52) P-VALOR
Nifios/nifias (N/N) 60/43 32/20 0,779
Edad (afios) 9,64 + 0,33 9,69 + 0,45 0,744
GLUCOSA (mg/dL) 89,87+ 1,18 88,73+ 1,19 0,599
CREATININA (mg/dL) 0,639 + 0,01 0,633 £ 0,01 0,124
UREA (mg/dL) 29,14 £ 0,69 31,06 £0,94 0,832
COLESTEROL TOTAL (mg/dL) 157,4 + 2,89 162,6 + 4,64 0,318
HDL-COLESTEROL (mg/dL) 52,96 + 1,13 53,13 + 1,74 0,670
LDL-COLESTEROL (mg/dL) 90,56 £ 2,77 94,42 £+ 3,98 0,197
VLDL-COLESTEROL (mg/dL) 13,73+0,78 12,63+0,74 0,254
AST (U/L) 25,01+ 1,26 26,29 + 1,33 0,136
ALT (U/L) 18,88 + 1,15 19,27 £1,49 0,713
GGT (U/L) 14,42 + 1,07 13,30 £ 0,45 0,796
PCR ULTRASENSIBLE (mg/L) 5,99 + 2,53 1,96 + 0,44 0,195
19G (mg/dL) 1059 + 26,16 1011 + 41,47 0,135
IgA (mg/dL) 144,6 + 7,58 122,8 + 10,02 0,090
IgM (mg/dL) 116,0 + 5,21 113,1+7,59 0,843
IgE TOTAL (kU/L) 859,9 £ 94,03 119,1 + 37,76 <0,001
IgE D. Pteronysimus (KUA/L) 65,6 £ 4,35 4,3+£2,63 <0,001
IgE D. Farinae (kUA/L) 63,7+ 4,41 39,79 +2,19 <0,001
VITAMINA D (ng/mL) 27,32 £0,95 32,14 £1,36 0,008
EOSINOFILOS (%) 0,596 = 0,04 0,406 £ 0,08 <0,001
IL-6 (pg/mL) 4,19 + 0,67 3,4+0,41 0,360
IFN-y (pg/mL) 12,83+ 0,17 12,70+ 0,16 0,965
TNF-a (pg/mL) 8,30 £ 0,72 9,26 + 1,08 0,766
ISOPROSTANOS (pg/mL) 58,28 + 7,38 73,94 + 14,24 0,587
NITRATOS (uM) 35,55 + 3,68 36,22 + 3,87 0,932

Niveles expresados como media + error estandar de la media (SEM). Valores de p obtenidos directamente
en el test Kruskallis-Wallis. AST: Aspartato aminotransferasa; ALT: Alanina aminotransferasa; GGT:
Gamma-glutamil transferasa; 1L-6: Interleuquina 6; IFN-y: Interferon gamma; TNF-a: Factor de Necrosis

Tumoral alfa.
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Los niveles séricos de los parametros bioquimicos, tanto analiticos como
experimentales, inflamatorios y de estrés oxidativo evaluados en nuestro estudio con un
tamafio muestral de 103 nifios asmaticos y 52 controles se resumen en la Tabla 1.
Destacar la homogeneidad de ambos grupos respecto a la edad (9,64 = 0,33 vs 9,69 £
0,45 afios) y relacion nifios/nifias (58% vs 61%) para los grupos alérgico y control,

respectivamente.

Como puede observarse, y cabria esperar, existen diferencias estadisticamente
significativas en los parametros de caracter alérgico entre los nifios con asma alérgica a
los acaros del polvo y los nifios sin ninguna patologia alérgica. Asi, el grupo de
pacientes asmaticos presenta niveles significativamente elevados de IgE total (p<0,001),
IgE especificas para D Pteronysimus (p<0,001) y D Farinae (p<0,001), y porcentaje de
eosinofilos (p<0,001).

Respecto al resto de parametros analizados, sus valores se encontraban dentro
del rango normal en ambos grupos, incluidos los niveles séricos de vitamina D. No se
observaron diferencias significativas entre los grupos asmatico y control excepto para
los niveles de vitamina D que fueron ligera pero significativamente inferiores (p=

0,008) en los nifios asmaticos alérgicos a los acaros del polvo.

3.2 Analisis comparativo entre nifios asmaticos y controles de las frecuencias de los
SNPs de VDR evaluados en el estudio

Los SNP de VDR Fokl, Apal y Taql se genotiparon con éxito en mas del 99%
de las muestras de ADN vy los resultados se ajustan a la prueba de equilibrio de Hardy-
Weinberg (P> 0,05). El analisis de ligamiento reveld equilibrio entre Fokl y Apal (D" =
0.29, r* = 0.040) y Taqgl (D" = 0.37, r* = 0.036) SNPs y desequilibrio entre Apal y Tagl
(D" =0.91, r* = 0.452).

El analisis de los SNP se realiz6 a partir de muestras de ADN con una
concentracion media de 30,45 + 12,2 ng/ ul y una pureza media de 1,78 £+ 0,17. Tras
amplificacion mediante la técnica de PCR de las secuencias de ADN de interés, se

procedio a la identificacion de los SNPs mediante el genotipado y discriminacién alélica
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biosystems.

de cada uno de los polimorfismos de estudio con el programa SDS 2.4 de Applied
biosystems. La discriminacion alélica es el proceso por el cual se detectan en una
muestra dos variantes de la secuencia de un unico nuclettido. Para ello se emplean
sondas especificas de alelos o variantes genicas, que estan disefiadas para unirse con la
secuencia diana (hibridar) s6lo cuando se apareen perfectamente. En las figuras 19, 20,
21 y 22 se muestran iméagenes ilustrativas del proceso de genotipado y discriminacion
alélica para los tres polimorfismos de estudio con el programa SDS 2.4 de Applied
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Las frecuencias de los genotipos de cada uno de los SNPs en las poblaciones
alérgica y control se resumen en la tabla 2. Como puede observarse, su analisis
comparativo no muestra diferencias significativas en la distribucion de genotipos de los

SNPs entre nifios asmaticos y controles. En ambas poblaciones, el genotipo mas
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prevalente para Apal (C>A) fue A/C (frecuencia 47,5 vs 50 %), siendo similares las
frecuencias de los genotipos G/G (49 vs 43,1 %) y G/A (40 vs 45,1 %) de Tagl (A>G) y
G/G (37,6 vs 46,1 %) y AIG (49,5 vs 44,2 %) de Fokl (A>G) en las poblaciones
alérgica y control respectivamente. En base a estos resultados, y para aumentar la
potencia del estudio, los ulteriores andlisis cualitativos y cuantitativos para establecer
posibles relaciones de cada uno de estos polimorfismos con las variables del estudio, se
realizaron conjuntamente sobre las dos poblaciones; es decir, considerando nifios

asmaticos y controles como una Unica muestra poblacional (N=155).

Tabla 2: Frecuencia de genotipos de Apal, Taql y Fokl en las poblaciones alérgica y control
SNP GENOTIPO (Ep;slc())i) CO('T\ITE;I)_ES Valor de p

C/C 29 (28,7%) 16(30,8%)

rs7975232 Apal C>A A/C 48(47,5%) 26(50%) 0,81
AIA 24(23,8%) 10(19,2%)
GIG 49(49%) 22(43,1%)

rs731236 Taql A>G G/A 40(40%) 23(45,1%) 0,79
A/A 11(11%) 6(11,8%)
GIG 38(37,6%) 24(46,1%)

rs2228570 Fokl A>G AIG 50(49,5%) 23(44,2%) 0,57
A/A 13(12,9) 5(9,6%)

3.3 Estudio de asociacién cuantitativo

El analisis de polimorfismos genéticos permite la identificacién de variantes
génicas que confieren susceptibilidad a enfermedades. A continuacion se muestran los
resultados obtenidos de la asociacion cuantitativa entre los SNPs de VDR Fokl, Apal y
Tagl y cada una de las variables analiticas evaluadas en nuestro estudio. Las
asociaciones se realizaron con el programa informatico SNPStats. En las tablas se
incluye ademas, para cada SNP y variable analitica, el modelo de herencia que

proporciona un mejor ajuste (menores valores de p y AIC) utilizando el criterio de la
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Informacion Akaike (AIC). En términos generales, las comparaciones entre los SNP de
VDR y los pardmetros clinicos y experimentales muestran relaciones significativas con
variables asociadas con el metabolismo lipidico, la inflamacion, el estrés oxidativo y el

estado inmunoldgico.

La tabla 3 muestra los resultados de este andlisis para el SNP rs7975232 Apal
(C>A). Como puede observarse, el alelo minoritario A de este SNP se asocia
significativamente (p=0,02) a una disminucion de los niveles de TNF-a de 1,97 pg/ml
por alelo en un modelo de herencia aditivo. En este mismo modelo de herencia, el alelo
A de Apal se asocia significativamente a una reduccién de los niveles de isoprostanos
de 22,40 pg/ml por alelo (p=0,02). En un modelo de herencia sobredominante el
genotipo A/C se asocid a una elevacion de ALT de 3,70 U/L (0,10-7,31; p=0,046).

Los resultados del analisis para el SNP rs731236 Tagl (A>G) se muestran en la
tabla 4 en la que se observan asociaciones de este polimorfismo con los niveles de
inmunoglobulinas no especificas. Asi el genotipo A/A, con un modelo de herencia
recesivo, se asocia significativamente (p=0,012) a una disminucion de los niveles de
IgA de 50,69 mg/dl. En un modelo de herencia sobredominante, se observa asociacién
(p=0,012) del genotipo G/A con una elevacion de 21,98 mg/dl de los niveles de IgM.
Para IgE total, la presencia del alelo A de Taql se asocia significativamente (p=0,018) a
una disminucion de sus niveles en 282,53 kU/L por alelo en un modelo de herencia

aditivo.

Finalmente, la tabla 5 muestra los resultados para el SNP rs2228570 Fokl
(A>G). Para este polimorfismo, la homocigosis del alelo AA, con el modelo de herencia
recesivo, se asocia a un incremento en el nivel de HDL colesterol de 6,38 mg/dl
(p=0,037), y a un ligero pero significativo incremento en el porcentaje de eosinofilos
(0,27%; p=0,025). Para IgA, con un modelo de herencia aditivo, la presencia del alelo A
de Fokl se asocia significativamente (p=0,011) a un incremento de sus niveles en 23,76

mg/dL por alelo.
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Tabla 3. Asociacion cuantitativa del SNP rs7975232 Apal (C>A) del receptor de VDR con los
parametros bioguimicos, inflamatorios y de estrés oxidativo en el total de la poblacién (N=155).
. . . Diferencia Modelo
Parametro Genotipo Media (SEM) (95% Cl) P herencia
CiC 90,51 (1,28)
GLUCOSA (mg/dL) AIC 89,61 (1,47) -1,18 (-3,53-1,18) 0,33 A
AA 88,1 (1,66)
CCIAC 0,63 (0,01) oL
CREATININA (mg/dL) A 067 (002 0,03 (-0,00-0,007) 0,086 R
CCIAC 30,19 (0,64) i .
UREA (mg/dL) A 28.9 (1.23) 1,29 (-4,02-1,43) 0,35 R
CIC 157,61 (3,48)
COLESTEROL (mg/dL) ACIAR 160,52 (3.43) 2,91 (-7,83-13,66) 0,6 D
CCIAC 52,14 (1,14)
HDL COLESTEROL (mg/dL) A 55,81 (1.55) 3,67 (-0,97-8,30) 0,12 R
CCIAA 91,81 (2,8) on
LDL COLESTEROL (mg/dL) AIC 94,74 (3.87) 2,93 (-6,24-12,10) 0,53 SD
CIC 12,76 (0,66)
VLDL COLESTEROL (mg/dL) ACIAR 1357 (0.77) 0,82 (-1,52-3,15) 0,49 D
CC/AA 23,88 (0,81) 1
AST (U/L) AIC 274 (1.79) 3,52 (-0,17-7,20) 0,064 SD
CCIAA 17,4 (0,95)
ALT (U/L) AIC 211 (163) 3,70 (0,10-7,31) 0,046 SD
CCIAA 12,91 (0,38) N
GGT (U/L) AIC 15.32 (1.38) 2,41 (-0,16-4,97) 0,068 SD
. c/lc 1,64 (0,42)
PCR Ultrasensible (mg/L) AC/AA 565 (2.21) 4,01 (-2,07-10,09) 0,2 D
CCIAA 1027,98 (28,05) e
IgG (mg/dL) AIC 1068.92 (33.82) 40,9 (-45,5-127,3) 0,35 SD
CIC 153,74 (13,55)
IgA (mg/dL) AIC 138,47 (8,11) -16,95 (-33,92-0,02) 0,052 A
AIA 119,63 (11,77)
CCIAA 109,39 (5,38)
IgM (mg/dL) AIC 121.43 (6.67) 12,04 (-4,78-28,86) 0,16 SD
CIC 834,19 (188,01)
IgE TOTAL (kU/L) ACIAA 57980 (73) -254 (-579-70,1) 0,13 D
. CCIAC 48,46 (4,75)
IgE D. Pteronysimus (KUA/L) NA 40,08 (8.5) -8,37 (-29,57-12,82) 0,44 R
: CCIAC 46,15 (4,71)
IgE D. Farinae (KUAJL) NA 39,52 (8.6) -6,63 (-27,52-14,26) 0,54 R
CCIAA 0,48 (0,04)
EOSINOFILOS (%) AC 056 (0.07) 0,08 (-0,07-0,23) 0,3 SD
CCIAA 29,03 (0,99)
VITAMINA D (ng/mL) AC 28.79 (1.26) -0,23 (-3,36-2,89) 0,88 SD
] CCIAC 3,97 (0,43) . 12
IL-6 (pg/mL) A 251 (05) 1,46 (-3,13-0,22) 0,09 R
CCIAC 1,37 (0,16)
IFN-y (pg/mL) AR 095 (0.14) -0,41 (-1,00-0,18) 0,17 R
CIC 10,17 (1,16)
TNF-a (pg/mL) AIC 8,89 (0,88) -1,97 (-3,62- -0,33) 0,02 A
AIA 6,12 (1,13)
CIC 85,85 (17,34)
ISOPROSTANOS (pg/mL) AIC 60,97 (8,95) -22,40 (-41,08- -3,72) 0,02 A
AA 41,38 (7,13)
CCIAC 38,08 (3,5)
NITRATOS (M) A 27 64 (1.31) -10,44 (-23,47-2,59) 0,12 R

AST: Aspartato aminotransferasa; ALT: Alanina aminotransferasa; GGT: Gamma glutamil transferasa; IL-6:
Interleuquina 6; IFN-y: Interferon gamma; TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral alfa; A: Aditivo; D: Dominante; R:

Recesivo; SD: Sobredominante
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Tabla 4. Asociacion cuantitativa del SNP rs731236 Taql (A>G) del receptor de VDR con los parametros
bioguimicos, inflamatorios y de estrés oxidativo en el total de la poblacion (N=155).
. . . Diferencia Modelo
Parametro Genotipo Media (SEM) (95% CI) P herencia
GGIAA 89,3 (1,11)
GLUCOSA (mg/dL) GIA 90,02 (1.44) 0,71 (-2,80-4,23) 0,69 SD
GIG 0,62 (0,01)
CREATININA (mg/dL) SAIAR 065 (0.01) 0,03 (-0,01-0,06) 0,13 D
GGIGA 30,12 (0,62)
UREA (mg/dL) AR 28,06 (1.54) -2,06 (-5,54-1,42) 0,25 R
GG/AA 159,34 (3,02)
COLESTEROL (mg/dL) A 160,62 (4.63) 1,28 (-9,09-11,64) 0,81 SD
GIG 52,49 (1,4)
HDL COLESTEROL (mg/dL) GIA 53,12 (1,67) 1,03 (-1,72-3,78) 0,46 A
A/A 54,38 (2,02)
GGIGA 93,69 (2,54)
LDL COLESTEROL (mg/dL) A 9138 (6.25) -2,31 (-15,99-11,36) 0,74 R
GIG 13,7 (0,81)
VLDL COLESTEROL (mg/dL) GIA 12,96 (0,97) -0,73 (-2,30-0,84) 0,36 A
A/A 12,25 (0,99)
GGIGA 26,03 (1,06)
AST (U/L) A 21.8 (1.85) -4,23 (-9,96-1,51) 0,15 R
GGIGA 19,59 (1,03)
ALT (U/L) A 15,27 (185) -4,32 (-10,01-1,37) 0,14 R
GGIGA 14,14 (0,76) i i
GGT (U/L) AR 12,6 (0.61) 1,54 (.5,48-2,41) 0,45 R
) GG/AA 5,52 (2,5) ] 2 an.
PCR Ultrasensible (mg/L) GIA 26 (0.47) 2,92 (-8,90-3,06) 0,34 SD
GGIAA 1022,35 (28,05) ] ]
IgG (mg/dL) GIA 1082.25 (35.58) 59,89 (-27,87-147,66) 0,18 SD
GGIGA 144,33 (6,66) . oo
IgA (mg/dL) ATA 93,64 (12.69) 50,7 (-89,9 - -11,5) 0,012 R
GGIAA 105,88 (4,9) .
IgM (mg/dL) GIA 127,86 (7.44) 21,98 (5,16-38,80) 0,012 SD
GIG 822,47 (124,79)
IgE (KU/L) GIA 563,14 (101,11) -282 (-513 - - 52) 0,018 A
A/A 222,79 (51,86)
GIG 52,02 (6,21)
IgE D. Pteronysimus (KUA/L) G/IA 44,63 (6,71) -7,25 (-19,71 - 5,20) 0,26 A
A/A 37,66 (10,85)
) GIG 50,16 (6,14)
IgE D. Farinae (KUA/L) CAAA 41.22 (5.72) -8,94 (-25,37-7,50) 0,29 D
GIG 0,54 (0,04)
EOSINOFILOS (%) GIA 0,51 (0,08) -0,04 (-0,15 - 0,07) 0,47 A
AA 0,45 (0,08)
GIG 28,59 (1,09)
VITAMINA D (ng/mL) GIA 29,01 (1,3) 0,38 (-2,00 — 2,76) 0,75 A
AIA 29,31 (2,59)
GGIGA 3,67 (0,39)
IL-6 (pg/mL) AR 339 (0.89) -0,28 (-2,53 -1,97) 0,81 R
GG/AA 1,22 (0,11)
IFN-y (pg/mL) GIA 132(0.26) 0,10 (-0,40 — 0,60) 0,69 SD
GIG 9,01(0,9)
TNF-o (pg/mL) GIA 8,54 (0,94) -0,68 (-2,47 - 1,11) 0,46 A
AIA 7,44 (1,93)
GIG 68,62 (11,44)
ISOPROSTANOS (pg/mL) GIA 61,31 (10,06) -7,37 (-27,65 — 12,91) 0,48 A
AIA 53,83 (14,12)
GIG 38,98 (5,14)
NITRATOS (M) GIA 34,34 (3,19) -5,80 (-13,94 — 2,35) 0,17 A
AIA 26,17 (1,98)

IL-6:

AST: Aspartato aminotransferasa; ALT: Alanina aminotransferasa; GGT: Gamma glutamil transferasa;
Interleuquina 6; IFN-y: Interferon gamma; TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral alfa; A: Aditivo; D: Dominante; R:
Recesivo; SD: Sobredominante
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Tabla 5. Asociacién cuantitativa del SNP rs2228570 Fokl (A>G) del receptor de VDR con los
pardmetros bioquimicos, inflamatorios y de estrés oxidativo en el total de la poblacién (N=155).
. . . Diferencia Modelo
Parametro Genotipo Media (SEM) (95% Cl) P herencia
GGIAG 89,98 (0,92)
GLUCOSA (mg/dL) A 87 2.47) -2,98 (-8,40 — 2,43) 0,28 R
GG/AA 0,64 (0,01) . ]
CREATININA (mg/dL) G 063 (0.01) 0,01 (-0,04 — 0,03) 0,7 SD
GGIAA 29,32 (0,8)
UREA (mg/dL) TG 30.45 (0.682) 1,13 (-1,12 - 3,38) 0,33 SD
GG/AG 158,57 (2,79)
COLESTEROL (mg/dL) A 166,21 (6.12) 7,65 (- 8,34 -23,63) 0,35 R
GG/AG 52,41 (0,99)
HDL COLESTEROL (mg/dL) AA £8.79(3.29) 6,38 (0,45 — 12,31) 0,037 R
GG/AA 91,83 (3.44)
LDL COLESTEROL (mg/dL) G 94.02 (3.14) 2,19 (-6,97 — 11,35) 0,64 SD
VLDL COLESTEROL GG/AA 14,06 (0,95)
(mg/dL) NG 12.31 (0.49) -1,75 (-3,88 - 0,38) 0,11 SD
GG/AA 25,45 (1,05) ]
AST (U/L) G 26.14 (1.50) 0,69 (-5,21 — 6,60) 0,82 R
GIG 20,5 (1,81)
ALT (U/L) AGIAR 17,97 (0.92) -2,53 (-6,20 — 1,15) 0,18 D
GIG 14,63 (1,41)
GGT (U/L) AIG 13,57 (0,58) -0,99 (-2,92 - 0,94) 0,32 A
AIA 12,71 (0,63)
) GG/AA 2,12 (0,61)
PCR Ultrasensible (mg/L) NS 6.62 (2.99) 4,51 (-1,24 - 10,25) 0,13 SD
GIG 1011,59 (30,96) ]
IgG (mg/dL) AGIAR 1070.76 (31.13) 59,2 (-29,10—147,43) | 0,19 D
GIG 122,78 (8,2)
IgA (mg/dL) AIG 142,55 (9,62) 23,76 (5,78 — 41,74) 0,011 A
AIA 173,88 (19,91)
GIG 110,82 (6,11)
IgM (mg/dL) AGIAR 118,81 (5.95) 7,99 (-9,15 — 25,13) 0,36 D
GGIAA 584,17 (101,77) ]
IgE (KU/L) AIG 728,57 (112.7) 144 (-152,69 — 441,48) | 0,34 SD
GIG 41,52 (5,89)
IgE D. Pteronysimus (KUA/L) A/G 48,68 (6,62) 8,53 (-3,43 — 20,49) 0,16 A
A/A 59,67 (12,11)
GIG 39,74 (5,95)
IgE D. Farinae (kUA/L) AIG 46,87 (6,45) 8,68 (-3,14 — 20,50) 0,15 A
AIA 58,28 (12,17)
GGI/AG 0,49 (0,03)
EOSINOFILOS (%) A 076 (022) 0,27 (0,04 — 0,50) 0,025 R
GIG 29,95 (1,23)
VITAMINA D (ng/mL) AIG 28,29 (1,13) -1,38 (-3,73-0,96) 0,25 AD
AIA 27,44 (2,4)
GG/AA 3,69 (0,79)
IL-6 (pg/mL) AIG 43 (05) 0,61 (-1,26 — 2,47) 0,52 )
GIG 1,35 (0,27)
IFN-y (pg/mL) AIG 1,27 (0,13) -0,13 (-0,50 — 0,25) 0,51 A
AIA 1,05 (0,17)
] GGIAG 8,72 (0,64) . e
TNF-o (pg/mL) AR 538 (199) 0,34 (-4,05 — 3,36) 0,86 R
GGIAG 62,25 (6,38)
ISOPROSTANOS (pg/mL) A 76.9 (29.64) 14,66 (-28,33 — 57,65) 05 R
GIG 40,59 (6,43)
NITRATOS (UM) AGIAR 3266 (167) -7,92 (-18,96 — 3,11) 0,16 D

AST: Aspartato aminotransferasa; ALT: Alanina aminotransferasa; GGT: Gamma glutamil transferasa; IL-6:
Interleuquina 6; IFN-y: Interferon gamma; TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral alfa; A: Aditivo; D: Dominante; R:

Recesivo; SD: Sobredominante
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Los analisis “post hoc” con el test de Dunnet confirmaron los resultados
significativos de los genotipos mutados respecto a la elevacion de los niveles de HDL
colesterol (p=0,025) para Fokl y para el descenso de isoprostanos (p=0,02) y TNF-a
(p=0,016) para Apal. No se observaron diferencias por género tras el analisis separado
de los datos en nifios y nifias. Tampoco efectos aislados del polimorfismo de Taql sobre

los pardmetros de metabolismo lipidico, inflamacion o estrés oxidativo/nitrosativo.

3.4 Estudio de asociacion cualitativo

El analisis de los resultados mediante tablas de contingencia (rasgos
cualitativos), permite evaluar el riesgo de padecer un estado patoldgico. Para ello se
establecen valores umbrales para cada una de las variables por encima de los cuales
(valor 1) se consideraria como patologico el resultado experimental obtenido; los
niveles experimentales por debajo del valor umbral (valor 0) no supondrian un riesgo
para la salud de los pacientes. Los valores utilizados como umbrales para cada una de
las variables de nuestro estudio se muestran en la tabla 6. A partir de estos datos se

Ilevaron a cabo los estudios de asociacion con el programa estadistico SNPStats.

Tabla 6: Valores umbrales establecidos para cada una de las variables de
estudio. X corresponde al valor experimental de cada analisis.

@) 1
GLUCOSA (mg/dL) X <100 X>100
CREATININA (mg/dL) X<0,7 X>0,7
UREA (mg/dL) X <25 X >25
COLESTEROL (mg/dL) X <200 X >200
COLESTEROL HDL (mg/dL) X >40 X <40
COLESTEROL LDL (mg/dL) X <130 X>130
COLESTEROL VLDL (mg/dL) X <15 X>15
AST (GOT) (U/L) X <34 X >34
ALT(GPT) (U/L) X <55 X >55
GGT (U/L) X <64 X > 64
PCR ULTRASENSIBLE (mg/L) X <3 X>3
IgG (mg/dL) X >1400 X <1400
IgA (mg/dL) X > 200 X <200
IgM (mg/dL) X > 200 X <200
IgE total (KU/L) X > 200 X <200
IgE D. Pteronysimus (KUA/L) X<0,35 X >0,35
IgE D. Farinae (KUA/L) X <0,35 X >0,35
VITAMINA D (ng/mL) X >50 X <50
Eosinofilos (%) X<0,7 X>0,7
IL6 (pg/mL) X <42 X>42
IFN v (pg/mL) X<0.7 X>0.7
TNF a (pg/mL) X <30 X >30
Isoprostanos suero (pg/mL) X <129 X >129
Nitratos suero (UM) X <60,3 X>60,3
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Los resultados de estos analisis se resumen en las tablas 7-9. Como puede
observarse, para el SNP rs7975232 Apal (C>A) los efectos se centran en el metabolismo
lipidico (Tabla 7). Asi, el tener una copia del alelo menor eleva 7,62 veces el riesgo de
tener niveles patoldgicos de colesterol total (p=0.026), y reduce en 0.23 veces el riesgo de

presentar niveles bajos de HDL colesterol (p=0.018).

En el caso del SNP rs731236 Tagl (A>G) la Unica observacion significativa
(Tabla 8) es la reduccion de 0,46 veces en el riesgo de tener niveles patologicos de IgE

total por la presencia del alelo A en un modelo de herencia dominante (P=0,042).

Finalmente, para el SNP rs2228570 Fokl (A>G), bajo el modelo de herencia
dominante, la presencia del alelo A eleva en casi tres veces (2,97) el riesgo de presentar
niveles patologicamente elevados de uPCR (p=0.017). Con caracter recesivo, este
polimorfismo se asocia a un incremento del riesgo de niveles elevados de IgA de 3,86
veces (p=0,027) y, con carécter aditivo, a una elevacion del riesgo de casi dos veces de
elevacion en el % de eosindfilos (p=0,019) (Tabla 9).

Resaltar que, ni en el analisis cuantitativo ni en el cualitativo, se ha observado
relacion significativa entre los SNPs evaluados y los niveles de vitamina D. Indicar
igualmente que la informacion aportada por el anélisis cualitativo debe valorarse con
cautela puesto que, como ya se ha indicado (Tabla 1) los niveles de todos los parametros
(a excepcion de los niveles de IgE total y especifica en la poblacién alérgica) se
encontraban dentro del rango de la normalidad. Ello limita sensiblemente el nimero de
pacientes con valores catalogados como “patologicos” para las diferentes variables

analizadas.
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Tabla 7. Asociacion cualitativa del SNP rs7975232 Apal (C>A) del receptor de VDR con los parametros
bioguimicos, inflamatorios y de estrés oxidativo en el total de la poblacion (N=155).

Parametro Genotipo 0 1 OR (95% CI) P hl\élroec:]e!;
CCIAA 68 (54, 4%) 7 (46,7%)
GLUCOSA (mg/dL) AT 57 (45 6%) 8 (533%) 1,36 (0,47 — 3,99) 0,57 SD
CCIAC 83 (82,2%) 22 (66,7%)
CREATININA (mg/dL) AR 18 (17 8%) 11 (33.3%) 2,31 (0,95 - 5,59) 0,069 R
C/C 6 (24%) 36 (32,7%)
UREA (mg/dL) AIC 12 (48%) 52 (47,3%) 0,72 (0,39 — 1,33) 0,29 A
A/A 7 (28%) 22 (20%)
CCIAA 66 (55,9%) 1 (14,3%)
COLESTEROL (mg/dL) ATC 52 (44.1%) 5 (85.7%) 7,62 (0,89 — 65,25) 0,026 SD
CCIAA 3 (23,1%) 64 (57,1%)
HDL COLESTEROL (mg/dL) ATC 10 (76.9%) 18 (42.9%) 0,23 (0,06 — 0,86) 0,018 SD
CCIAA 64 (55,2%) 3 (37,5%)
LDL COLESTEROL (mg/dL) ATC 52 (44.9) 5 (625%) 2,05 (0,47 — 8,99) 0,33 SD
CCIAC 70 (79,5%) 29 (78,4%)
VLDL COLESTEROL (mg/dL) ANA 18 (20.4%) 8 (21,6%) 1,07 (0,42 - 2,74) 0,88 R
CCIAC 84 (76,4%) 14 (93,3)
AST (U/L) ATA 26 (23.6%) 1(6.796) 0,23 (0,03-1,84) 0,095 R
cIC 40 (31,5%) 0 (0%)
ALT (U/L) A/C 60 (47,2%) 1 (100%) 1,22 (0,08 — 18,74) 0,89 A
AIA 27 (21,3%) 0 (0%)
cIC 41 (34,2%) 0 (0%)
GGT (U/L) AIC 53 (44,2%) 1 (100%) 1,26 (0,09 — 18,00) 0,87 A
AIA 26 (21,7%) 0 (0%)
} ciC 32 (38,5%) 7 (21,9%)
PCR Ultrasensible (mg/L) AC/AA 51 (61.5%) 25 (78,1%) 2,24 (0,87 —5,78) 0,083 D
CCIAA 60 (50,9%) 3(33,3%)
IgG (mg/dL) AT 58 (49.19%) 5 (66.79%) 2,07 (0,49 — 8,66) 0,31 SD
CCIAC 87 (76,3%) 19 (86,4%)
IgA (mg/dL) ATA 57 (23.7%) 3 (13.6%) 0,51 (0,14 — 1,85) 0,28 R
cIC 36 (29,3%) 1 (10%)
IgM (mg/dL) ACIAR 87 (10.7%) 9 (90%) 3,72 (0,46 — 30,48) 0,15 D
CIC 14 (31,1%) 22 (28,2%)
IgE (KU/L) ACIAR 31 (68.9%) 56 (71.6%) 1,15 (0,52 — 2,56) 0,73 D
i CCIAA 13 (41,9%) 41 (52,6%)
IgE D. Pteronysimus (KUA/L) AC 18 (58.1%) 37 (47.4%) 0,65 (0,28 —1,51) 0,32 SD
} CCIAA 12 (38,7%) 42 (55,3%)
IgE D. Farinae (KUA/L) e 19 (61.3%) 4 (44.7%) 0,51 (0,22 — 1,20) 0,12 SD
cIC 34 (32,4%) 10 (24,2%)
EOSINOFILOS (%) AIC 51 (48,6%) 20 (48,8%) 1,37 (0,82 - 2,28) 0,23 A
A/A 20 (19,1%) 11 (26,8%)
ciC 41 (30,1%) 2 (66,7%)
VITAMINA D (ng/mL) A/C 67 (49,3%) 1 (33,3%) 0,24 (0,03 -2,12) 0,14 A
AIA 28 (20,6%) 0 (0%)
] CCIAC 78 (76,5%) 41 (80,4%)
IL-6 (pg/mL) A 2 (235%) 10 (19.6%) 0,79 (0,35-1,82) 0,58 R
] CCIAC 95 (76%) 24 (85,7%)
IFN-y (pg/mL) A 30 (24%) 7 (14.5%) 0,53 (0,17 — 1,64) 0,24 R
ciC 43 (28,9%) 2 (50%)
TNF-a (pg/mL) AIC 72 (48,3%) 2 (50%) 0,38 (0,08 —1,92) 0,21 A
AIA 34 (22,8%) 0 (0%)
ciC 37 (27,2%) 7 (46,7%)
ISOPROSTANOS (pg/mL) AIC 66 (48,5%) 7 (46,7%) 0,46 (0,20 — 1,04) 0,052 A
AIA 33 (24,3%) 1 (6,7%)
ciC 41 (28,9%) 3 (37,5%)
NITRATOS (M) AIC 68 (47,9%) 5 (62,5%) 1,00 (0,23 — 4,43) 0,13 CcD
AIA 33 (23,2%) 0 (0%)

AST: Aspartato aminotransferasa; ALT: Alanina aminotransferasa; GGT: Gamma glutamil transferasa; IL-6:
Interleuquina 6; IFN-y: Interferon gamma; TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral alfa; A: Aditivo; CD: Codominante; D:

Dominante; R: Recesivo; SD: Sobredominante
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Tabla 8. Asociacion cualitativa del SNP rs731236 Taql (A>G) del receptor de VDR con los pardmetros
bioguimicos, inflamatorios y de estrés oxidativo en el total de la poblacion (N=155).

Parametro Genotipo 0 1 OR (95% CI) P hl\élroec:]e!;
GIG 59 (48%) 5 (33,3%)
GLUCOSA (mg/dL) GIA 50 (40,6%) 7 (46,7%) 1,60 (0,75 — 3,39) 0,22 A
AA 14 (11,4%) 3 (20%)
GG 50 (50,5%) 11 (33,3%)
CREATININA (mg/dL) CAIAR 29 (49.5%) 22 (66.7%) 2,04 (0,90 — 4,65) 0,084 D
GG/GA 21 (84%) 96 (88,9%)
UREA (mg/dL) AR 2 (16%) 12 (11.19) 0,66 (0,19 2,24) 0,51 R
GG 54 (46,5%) 3 (42,9%)
COLESTEROL (mg/dL) CAIAR 62 (53.5%) (57 1%) 1,16 (0,25 — 5,42) 0,85 D
GIG 6 (50%) 51 (46%)
HDL COLESTEROL (mg/dL) GIA 6 (50%) 44 (39,6%) 0,86 (0,26 — 2,87) 0,17 CcD
AA 0 (%) 16 (14,4%)
GIG 52 (45,6%) 5 (62,5%)
LDL COLESTEROL (mg/dL) GIA 46 (40,4%) 3 (37,5%) 0,47 (0,13 - 1,64) 0,2 A
AIA 16 (14%) 0 (%)
GGI/GA 74 (85,1%) 33(91,7%)
VLDL COLESTEROL (mg/dL) A 13 (14.9%) 3(8.3%) 0,52 (0,14 — 1,94) 0,3 R
GIG 49 (45,4%) 8 (53,3%)
AST (U/L) GIA 45 (41,7%) 6 (40%) 0,73 (0,31 -1,67) 0,44 A
AIA 14 (13%) 1 (6,7%)
GG/AA 72 (59,5%) 1 (20%)
ALT (U/L) A 49 (40.5%) 7 (80%) 5,88 (0,64 —54,18) | 0,076 )
GIG 52 (44,8%) 2 (66,7%)
GGT (U/L) GIA 49 (42,2%) 1 (33,3%) 0,40 (0,05-3,40) 0,36 A
AIA 15 (12,9%) 0 (0%)
) GGI/GA 71 (86,6%) 30 (96,8%)
PCR Ultrasensible (mg/L) ~NA 11 (13.4%) 1(3.2%) 0,22 (0,03-1,74) 0,082 R
GIG 56 (47,9%) 4 (44,4%)
IgG (mg/dL) GIA 48 (41%) 5 (55,6%) 1,46 (0,37 — 5,74) 0,31 cD
AIA 13 (11,1%) 0 (%)
GIG 50 (44,6%) 13 (59,1%)
IgA (mg/dL) G/A 48 (42,9) 9 (40,9%) 0,72 (0,28 — 1,84) 0,055 CcD
AA 14 (12,5%) 0 (0%)
GIG 60 (49,2%) 2 (20%)
IgM (mg/dL) CAIAR 62 (50.5%) 8 (30%) 3,87 (0,79-18,98) | 0,065 D
GIG 16 (37,2%) 44 (56,4%)
IgE (KU/L) CAAA 27 (62.8%) 34 (13.6%) 0,46 (0,21 — 0,98) 0,042 D
0, 0,
IgE D. Pteronysimus (KUA/L) GgﬁA ig 880;‘3 ‘2"3 85302; 0,60(0,26-142) | 025 sD
] GG/AA 15 (50%) 47 (62,7%)
IgE D. Farinae (KUA/L) CIA 15 (50%) 28 (37.3%) 0,60 (0,25 —1,40) 0,24 SD
GG/AA 60 (57,7%) 27 (67,5%)
EOSINOFILOS (%) GIA 44 (42 3%) 13 (32.5%) 0,60 (0,30 — 1,41) 0,28 SD
GIG 67 (50%) 2 (66,7%)
VITAMINA D (ng/mL) GIA 54 (40,3%) 1(33,3%) 0,48 (0,06 — 4,08) 0,47 A
AIA 13 (9,7%) 0 (0%)
. GIG 49 (48,5%) 22 (44%) 7
IL-6 (pg/mL) SAAR 5 (51.5%) 28 (56%) 1,20 (0,61 — 2,37) 0,6 D
] GG/AA 72 (58,5%) 16 (57,1%)
IFN-y (pg/mL) GA 51 (41.5%) 2 (42.9%) 1,06 (0,46 — 2, 43) 0,89 SD
GIG 69 (46,9%) 2 (50%)
TNF-o (pg/mL) GIA 61 (41,5%) 2 (50%) 0,71 (0,14 - 3,47) 0,66 A
AIA 17 (11,6%) 0 (0%)
GG/AA 77 (57%) 10 (66,7%)
ISOPROSTANOS (pg/mL) GA 58 (43%) 5 (33.5%) 0,66 (0,22 — 2,05) 0,47 SD
GIG 65 (46,1%) 5 (62,5%)
NITRATOS (UM) GIA 60 (42,5%) 3 (37,5%) 0,48 (0,14 — 1,73) 0,23 A
AIA 16 (11,3%) 0 (0%)

AST: Aspartato aminotransferasa; ALT: Alanina aminotransferasa; GGT: Gamma glutamil transferasa; IL-6:
Interleuquina 6; IFN-y: Interferon gamma; TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral alfa; A: Aditivo; CD: Codominante; D:

Dominante; R: Recesivo; SD: Sobredominante
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Tabla 9. Asociacion cualitativa del SNP rs2228570 Fokl (A>G) del receptor de VDR con los parametros
bioguimicos, inflamatorios y de estrés oxidativo en el total de la poblacion (N=155).
Parametro Genotip 0 1 OR (95% ClI) P Model_o
0 herencia
GIG 51 (40,8%) 8 (53,3%)
GLUCOSA (mg/dL) AIG 58 (46,4%) 7 (46,7%) 0,77 (0,26 — 2,27) 0,13 cD
AA 16 (12,8%) 0 (0%)
GGIAG 89 (88,1%) 30 (90,9%)
CREATININA (mg/dL) A 12 (11.9%) 3(0.1%) 0,74 (0,20 - 2,81) 0,65 R
GG/AA 16 (61,5%) 55 (50,5%)
UREA (mg/dL) G 10 (33 5%) 54 (49.5%) 1,57 (0,65 —3,77) 0,32 SD
GIG 46 (39%) 4 (57,1%)
COLESTEROL (mg/dL) AIG 58 (49,1%) 3 (42,9%) 0,45 (0,12 —1,74) 0,22 A
AA 14 (11,9%) 0 (0%)
GIG 7 (58,3%) 43 (38%)
HDL COLESTEROL (mg/dL) AIG 5 (41.7%) 56 (49,6%) 2,38(0,83-6,86) | 0,088 A
A/A 0 (0%) 14 (12,4%)
GIG 46 (39,7%) 4 (50%)
LDL COLESTEROL (mg/dL) AIG 56 (48,3%) 4 (50%) 0,57 (0,17 - 1,88) 0,34 A
A/A 14 (12,1%) 0 (0%)
GIG 34 (38,2%) 16 (44,4%)
VLDL COLESTEROL (mg/dL) AGIAR 55 (61.6%) 20 (55.6%) 0,77 (0,35 — 1,69) 0,52 D
0, 0,
AST (U/L) GzﬁG i? 8802; 132 ((280?) /3) 2,25 (0,55 — 9,22) 0,29 R
GIG 49 (39,8%) 4 (80%)
ALT (U/L) AIG 60 (48,8%) 1 (20%) 0,19 (0,02-154) | 0,059 A
A/A 14 (11,4%) 0 (0%)
GIG 49 (41,5%) 2 (66,7%)
GGT (U/L) AIG 55 (46,6%) 1 (33,3%) 0,36 (0,04 —3,21) 0,31 A
A/A 14 (11.9%) 0 (0%)
) GIG 39 (46,4%) 7 (22,6%)
PCR Ultrasensible (mg/L) AG/AA 45 (53,6%) 24 (77,4%) 2,97 (1,16 — 7,64) 0,017 D
GIG 52 (44,1% 2 (22,2%
I9G (mg/dL) AR T 66 555 90/3 Z EW 80/3 2,76 (0,55 -13,84) | 0,19 D
GG/AG | 103 (91,2%) 16 (72,7%)
IgA (mg/dL) A 10 (3.8%) 5 (27.5%) 3,86 (1,23-12,09) | 0,027 R
0, 0,
IgM (mg/dL) G%’é‘A gg Eiggof;; g ggg;ﬂ; 179(0,48-6,68) | 038 sD
GGI/AG 40 (88,8%) 67 (85,9%)
IgE (KU/L) A 5 (11.19%) 11 (14 19%) 1,31 (0,43 — 4,06) 0,63 R
) GIG 10 (32,2%) 36 (46,1%)
IgE D. Pteronysimus (KUA/L) NS 21 (67.7%) 42 (53.9%) 0,56 (0,23 -1,33) 0,18 D
) GG/AA 15 (48,4%) 44 (57,9%)
IgE D. Farinae (KUA/L) NS 16 (51.6%) 32 (42.1%) 0,68 (0,29 — 1,58) 0,37 SD
GIG 46 (43,4%) 10 (25%)
EOSINOFILOS (%) AIG 50 (47,2%) 22 (55%) 1,94 (1,11-3,39) | 0,019 A
A/A 10 (9,4%) 8 (20%)
0, 0,
VITAMINA D (ng/mL) G%QG 11251 ((181%/3) i Egggoﬁg 4,03(0,34—-47,20) | 031 R
] GIG 46 (45,5%) 16 (30,8%)
IL-6 (pg/mL) AGIAR 55 (54.59%) 36 (69.2%) 1,88(0,93-3,82) | 0,075 D
] GG/AA 64 (51,2%) 16 (57,1%)
IFN-y (pg/mL) G 61 (48.5%) 12 (42.9%) 0,79 (0,34 — 1,80) 0,57 SD
GIG 61 (40,9%) 1 (25%)
TNF-o (pg/mL) AIG 71 (47,6%) 2 (50%) 1,89 (0,45 — 8,03) 0,39 A
AIA 17 (11,4%) 1 (25%)
0, 0,
ISOPROSTANOS (pg/mL) G%SA 2? Eig;;zg 2 8853 0,69 (0,23 —2,03) 0,49 SD
GIG 56 (39:4%) 4 (50%)
NITRATOS (M) AIG 69 (48,6%) 4 (50%) 0,57 (0,17 - 1,87) 0,33 A
AIA 17 (12%) 0 (0%)

AST: Aspartato aminotransferasa; ALT: Alanina aminotransferasa; GGT: Gamma glutamil transferasa; IL-6:
Interleuquina 6; IFN-y: Interferon gamma; TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral alfa; A: Aditivo; CD: Codominante; D:
Dominante; R: Recesivo; SD: Sobredominante
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3.5 Analisis de haplotipos

Se entiende por haplotipo a la combinacién de alelos en un cromosoma, region
cromosOmica o0 gen concreto. Con este analisis se pretende identificar un conjunto de
segmentos de ADN que estan estrechamente relacionados en su modo de herencia y, en
nuestro caso, evaluar su efecto sobre los parametros determinados en nuestro estudio.
Entre diferentes polimorfismos localizados en el mismo cromosoma y relativamente
préximos entre si suele observarse cierto grado de correlacién o asociacion estadistica
denominada desequilibrio de ligamiento (linkage disequilibrium). Por ello, para realizar
este tipo de analisis, debe comprobarse primero que se cumpla el principio de equilibrio
de Hardy-Weinberg que determina qué frecuencias deben observarse en la poblacién
para cada genotipo en funcion de las frecuencias de los alelos.

En condiciones habituales, si la transmision de los alelos de los progenitores a
los descendientes es independiente y no ocurren fendmenos distorsionadores, como la
aparicion frecuente de nuevas mutaciones o la selecciéon de alelos, la probabilidad de
observar una combinacién de alelos concreta (un genotipo) depende del producto de las
probabilidades (frecuencias) de cada alelo. Los resultados de nuestro estudio se ajustan
a la prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg (P> 0,05) y, como ya hemos indicado, el
analisis de ligamiento revel6 equilibrio entre Fokl y Apal (D"=0.29, r2 = 0.040) y Taq|l
(D= 0.37,r2 =0.036) SNPs y desequilibrio entre Apal y Tagl (D"=0.91, r2 = 0.452).

A partir de estos datos, se realizd el analisis de haplotipos para los tres SNP
evaluados en nuestro estudio. La Tabla 10 muestra los resultados para aquellos
parametros que se vieron significativamente relacionados con la presencia de
determinados haplotipos. Las diferencias en los parametros experimentales se
establecieron respecto al haplotipo GCA para Fokl, Apal y Tagl respectivamente, el
mas prevalente en nuestra poblacion con una frecuencia del 32,3%. Como puede
observarse en la tabla, ciertas combinaciones especificas de alelos (haplotipos) de Fokil,
Apal y Tagl se asociaron con cambios en los niveles de parametros relacionados con el
perfil lipidico, mediadores inflamatorios y estrés oxidativo. Asi, el haplotipo ACA
(frecuencia 24,8%) se asocio significativamente con niveles mas altos de HDL
colesterol (un aumento de 4,31 mg/dL (0,16-8,46), p = 0,043). El haplotipo AAA
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(frecuencia 4,16%) se asocio significativamente a descenso en los niveles de TNF-a
(descenso de 6 pg/mL; p=0,014). Y el haplotipo GAA con parametros relacionados con
el estrés oxidativo. Este haplotipo se detecto en el 11,6% de los nifios de nuestro estudio
y se asocié con disminucién de los niveles de isoprostanos del orden de 35 pg/mL
(p=0,035). Este mismo haplotipo se relacioné con una elevacion de PCR ultrasensible
de 14,35 mg/L (p=0,0049).

Tabla 10: Analisis de haplotipos

rs2228570 | rs7975232 | rs731236 .
(Fokl) (Apal) (Taql) Fre‘(’;e)”c'a Diferencia (95% CI) P
ASG C>A A>G °
HDL COLESTEROL (mg/dL) A c A 24,83 4,31 (0,16 - 8,46) 0,043
VLDL COLESTEROL (mg/dL) A A A 043 18,44 (5,66 -31,22) | 0,0051
PCR ULTRASENSIBLE (mg/L) G A A 6,68 14,35 (4,44 - 24,26) | 0,0049
A c A 24,48 -3,82 (-7,04 - -0,6) 0,021
VITAMINA D (ng/mL)
A A A 5,6 71(12,82--137) | 0016
A c A 25,19 62,27 (8,37 - 116,17) | 0,025
G A G 233 63,95 (8,33 - 119,56) | 0,025
19G (mg/dL) 41,71 (-45,68 -
A A G 6,88 57.75) <0,0001
A A A 3,04 176 (170 - 182) <0,0001
A c A 24,74 248 (-248 - -248) | <0,0001
G A G 20,19 513 (-513--513) | <0,0001
G A A 12,02 -235(-235--235) | <0,0001
IgE (KU/L)
A A G 8,29 -93,1 (-93,13--93,1) | <0,0001
G c G 1,04 -491 (-491 - -491) | <0,0001
A A A 4,33 312 (312 - 312) <0,0001
G A A 11,65 -3,02(-592--012) | 0042
TNF o (pg/mL)
A A A 4,16 -6,01 (-10,79--1,23) | 0,014
ISOPROSTANOS (pg/mL) G A A 11,61 -35,1 (-67,44 - -2,69) | 0,035

Los haplotipos ACA y AAA para Fokl, Apal y Tagl se asociaron
significativamente con descensos en los niveles de vitamina D en nuestra muestra
poblacional. De ellos, el ACA presenta una elevada frecuencia (24,48%) y se asocia a
una disminucioén de los valores de vitamina D en 3,82 ng/mL (p=0,021). A nivel de las
inmunoglobulinas, tanto para IgG como IgE, varios haplotipos se relacionan con

cambios significativos en los valores finales aumentandolos o disminuyéndolos.
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DISCUSION
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4. DISCUSION

Como hemos comentado anteriormente, actualmente se plantea la hipotesis de
que la vitamina D juega un papel en enfermedades inmunologicas como el asma. Esta
hipdtesis se basa en la identificacion del receptor de la vitamina D en células tales como
las presentadoras de antigeno y linfocitos T activados. A nivel genético, se han
identificado diversos polimorfismos en genes relacionados con el metabolismo de la
vitamina D, incluyendo el VDR, y algunos de ellos se han asociado con riesgo de asma
(97). Muchos nifios con asma presentan ademas bajos niveles de vitamina D en sangre,
y la insuficiencia de vitamina D parece aumentar el riesgo de presentar mayor gravedad
de la enfermedad, disminuir la funcién pulmonar, mostrar mayor reactividad al
ejercicio, menor control del asma y mayores niveles de IgE y mas incidencia de atopia
(98). Nuestros resultados corroboran estas premisas ya que, si bien los niveles séricos de
vitamina D en nifios asmaticos alérgicos a los acaros del polvo se encuentran dentro del
rango de la normalidad, sus niveles son significativamente inferiores a los de la
poblacion control (27,32 vs 32,14 ng/mL; p=0,008). Estos resultados justificarian la
realizacion de estudios mas pormenorizados en los que se hiciera un aporte de vitamina

D en la dieta de estos nifios y analizar su repercusion sobre la clinica del asma.

Por otra parte nuestros hallazgos han revelado relaciones directas entre los SNP
Fokl y Apal del gen de VDR y pardmetros asociados con el metabolismo de los lipidos,
la inflamacion y estrés oxidativo en nifios y adolescentes con suficiencia de vitamina D.
Estos resultados apoyarian la hipdtesis de que, no s6lo los propios niveles de vitamina D
sino factores condicionantes de su metabolismo y actuacién, como las caracteristicas de
su VDR, pueden ser relevantes en el establecimiento de condiciones subclinicas
protectoras o deletéreas para el funcionamiento organico, aunque no estrictamente

relacionadas con el proceso asmatico que nos ocupa.

Se estan llevando a cabo estudios multicéntricos que prueban el impacto de la
suplementacion con altas dosis de vitamina D en comparacion con placebo en nifios en
edad preescolar, y se ha observado que dicha suplementacion reduce la tasa de
exacerbaciones del asma (99).
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En este sentido se ha descrito que la suplementacion de vitamina D durante el
embarazo se asocia con un menor riesgo de sibilancias en los nifios (100), aunque otros
trabajos no confirman esta asociaciéon (101), y se ha observado que niveles adecuados
de 25-hidroxivitamina D se asocian con buena funcién pulmonar en pacientes con asma.
Dado el papel de la vitamina D en la inflamacion e inmunomodulacion muchos estudios
se han centrado en la exposicion en el Utero de vitamina D y la aparicion de asma (10).
La concentracion de vitamina D en la mujer durante el embarazo es muy predictiva de
los niveles de ésta en el hijo al nacimiento (101, 102). En el feto, la vitamina D parece
desempefiar un papel en el desarrollo del sistema inmunol6gico y del pulmén. A
comienzos de la gestacion, es sintetizada por células deciduales, y puede ejercer un
efecto autocrino o paracrino sobre el desarrollo del feto. Ademas, en las células
sanguineas del cordon umbilical, la vitamina D se ha demostrado que disminuye los
niveles de IFN-y, asi como de IL-4 e IL-13 (7). En este sentido la suplementacion de
vitamina D durante el embarazo se ha asociado con un menor riesgo de sibilancias en
los nifios (98, 100,102, 103, 104, 105). Por lo tanto, el nivel bajo de vitamina D durante
el embarazo puede influir en la funcién pulmonar de la descendencia y contribuir al
desarrollo del asma infantil. En un estudio en el que se examino la relacion entre los
niveles neonatales de vitamina D y la aparicion de asma en nifios de 3 a 9 afios en una
gran muestra de poblacion se observd que la elevacidn de los niveles de vitamina D
reducia el riesgo de desarrollar asma. El estudio sugiere, ademas, que el estado de
vitamina D neonatal seria un indicador del estado de vitamina D durante el periodo

prenatal y su importancia para el desarrollo normal, inmunolégico y pulmonar (106).

Por otro lado, también se ha demostrado un papel de la vitamina D como
potencial modulador de la respuesta inmunitaria durante el embarazo. Es capaz de
promover la respuesta inmune adaptativa antibacteriana a infecciones protegiendo de
esta forma tanto a la madre como al feto, suprimiendo a su vez el efecto adverso
inflamatorio de la respuesta inmune adaptativa. Lo cual permite este equilibrio en el

sistema inmune entre lo propio y lo ajeno que se da durante el embarazo (107).

Se ha observado también que la vitamina D regula tanto directa como

indirectamente la diferenciacion y activacion de los linfocitos Th2 y puede prevenir el
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desarrollo de procesos autoinmunes (108), asi como que los niveles de vitamina D en
suero se correlacionan inversamente con el uso de corticoesteroides o medicamentos
anti-inflamatorios en nifios ya que es capaz de favorecer el efecto antiinflamatorio de
estos (109). Si se ha observado que niveles adecuados se asocian con buena funcion
pulmonar en pacientes con asma (105). De hecho, existen estudios que muestran
asociaciones significativas entre la dosis de corticoides inhalados con bajos niveles de
vitamina D (109). Ademas, bajos niveles estadn asociados con un aumento en las tasas de
hospitalizacion por asma, falta de respuesta a broncodilatadores y aumento en el

recuento de eosinofilia y niveles de IgE (102).

A pesar de estos datos, la falta de informacion sobre la dosis optima de vitamina
D que asegura el adecuado funcionamiento del sistema inmunitario, la variabilidad de
esta como biomarcador, y la elevada prevalencia de insuficiencia de vitamina D en la
poblacién occidental industrializada, justifican la necesidad de realizar nuevos estudios
para establecer recomendaciones definitivas tanto para la prevencion del asma como
para el uso de la vitamina D con corticosteroides inhalados para prevenir la resistencia.
(110, 111).

En la actualidad existen numerosos estudios en los que se han analizado los
efectos de la vitamina D sobre el asma. Los estudios difieren tanto en el disefio como en
el tamafio muestral, y arrojan resultados dispares (10, 41, 112). En la mayoria de ellos
se describe una relacion inversa entre niveles de vitamina D y severidad del asma,
exacerbaciones y requerimiento de glucocorticoides inhalados. A su vez se han
encontrado relaciones positivas entre vitamina D tanto con la funcion pulmonar como
con el control del asma (61, 113). Un estudio realizado sobre mas de 14.000 pacientes
adultos mostré una asociacion positiva entre elevados niveles de vitamina D y mayores
valores en pruebas espirométricas (114). Sin embargo, también existen estudios donde
no se encuentran diferencias en los niveles de vitamina D entre nifios asmaticos y nifios

Sanos.

En nuestro estudio se observa una clara relacion entre bajos niveles de vitamina
D y asma con alergia a los acaros del polvo. Existe amplia evidencia cientifica que

demuestra que bajos niveles de vitamina D estan asociados con mayor riesgo de sufrir
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enfermedades como el asma dado el efecto que ejerce en el sistema inmunitario de los
pacientes como hemos desarrollado anteriormente. También se ha observado que
aquellos pacientes suplementados con vitamina D, como es el estudio realizado en
mujeres embarazadas, tienen mejor prondstico de no padecer asma a lo largo de la
infancia, y que mayores niveles séricos mejoran el tratamiento con corticosteroides en
estos pacientes. Quedando de esta forma clara y corroborada la relacién existente entre

la vitamina D y el asma.

Hasta la fecha, los estudios que han investigado el vinculo entre la vitamina D y
el asma han tenido resultados contradictorios. La mayoria de las investigaciones
relacionadas con este tema muestran efectos positivos de la vitamina D sobre el asma
(115). En un estudio reciente realizado sobre 520 nifios en la ciudad de Isfahan (Irén) se
observo que los niveles de vitamina D en pacientes asmaticos y no asmaticos fueron
25,57 y 31,40 ng/mL, respectivamente, y esta diferencia fue estadisticamente
significativa (P <0.05) (116). También se ha observado que la alta expresion de
marcadores inflamatorios e inmunoglobulina E y los bajos niveles de vitamina D eran
factores de riesgo de asma infantil con raquitismo (117). Sin embargo existen estudios
que muestran lo contrario (58, 102, 118, 119). Concretamente, en un estudio de casos-
control sobre los niveles de vitamina D y asma en adultos, no se encontraron diferencias
significativas en los niveles de vitamina D entre los casos y los controles (120). Y en
otro estudio planteado para estudiar la correlacién entre los niveles de vitamina D con el
asma y los marcadores de alergia en un grupo de 71 nifios sin ningun factor de
confusién no se observé ninguna correlacion entre los niveles de vitamina D y el grado
de reactividad e inflamacion de las vias respiratorias y la presencia de alergia (121).
Autores como Vollmert et al. Tampoco encontraron esta asociacion entre gen VDR y
asma (122).

El papel de la vitamina D en el asma puede ser directo o a través de su receptor
(VDR) en células implicadas en la reaccion inmunitaria tales como células
presentadoras de antigeno y linfocitos T activados, en su efecto inmunomodulador y en
el efecto directo sobre el musculo liso bronquial (80). Las variantes epigenéticas y las
variaciones del nimero de copias son el punto de partida para obtener datos de muestras

clinicas y seran otra herramienta poderosa para la investigacion de la heredabilidad
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genética del asma y en el que hemos basado nuestro estudio. Por todo ello, los
polimorfismos comunes en el receptor de la vitamina D y otros genes en la via de la

vitamina D merecen ser caracterizados (98).

Durante las dos Ultimas décadas, se han realizado un gran nimero de estudios
para identificar las variantes genéticas relacionadas con el riesgo de desarrollar asma
(74). Se han aplicado diferentes tipos de analisis, incluyendo analisis de correlacion,
polimorfismos de nucledtidos en genes candidatos, y de asociacion con genoma
completo. En conjunto estos datos sugieren que variantes del gen VDR pueden
contribuir al riesgo de padecer asma, aunque existen diferencias entre poblaciones.

Esta creencia esta impulsada por el reconocimiento de la expresion celular del
receptor de vitamina D (VDR), el hallazgo de multiples genes diana primarios de 1,25
(OH) 2D en las células inmunes y el descubrimiento de que muchas células inmunitarias
(macrofagos, células dendriticas, linfocitos T y B) pueden convertir 25 (OH) vitamina D
en 1,25 (OH) 2D a través de la actividad de CYP27B1 vy, por lo tanto, podrian
proporcionar niveles locales significativos para resultados funcionales (37). En nuestro
estudio no hemos observado ninguna correlacion estadisticamente significativa entre los
polimorfismos del receptor de la vitamina D que hemos estudiado y asma, teniendo en
cuenta nuestro grupo de poblacion. Un estudio reciente en el que se analizaron otras
variantes de genes relacionados con la via de la vitamina D, no solo del receptor, si se
observaros resultados significativos. Asi, el alelo C de rs9279 en VDR se asocio
negativamente con el riesgo de asma (OR=0,66; IC del 95%: 0,45 a 0,97), insuficiencia
de vitamina D (OR=0,78; IC del 95%: 0,70 a 0,96) y mayor expresion de VDR. Dos
variantes en VDR se asociaron con la gravedad del asma, el alelo A de rs2189480
(OR=0,34; IC del 95%: 0,13 a 0,89) y el alelo G de rs4328262 (OR=3,18; IC del 95%:
1,09-9,28). La combinacion de variantes en CYP2R1 y CYP24Al (GAC, de
rs10500804, rs12794714 y rs3886163, respectivamente) se asocio negativamente con la
produccion de vitamina D (B = - 1,24; I1C del 95% - 2,42 a - 0,06) (56).

El asma es una enfermedad inflamatoria compleja de origen multifactorial vy
estd influenciada por factores tanto ambientales como genéticos. También se ha

postulado que polimorfismos en otros genes implicados en el ciclo de la vitamina D
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pueden estar asociados con asma o atopia (79). Las disparidades en la prevalencia de
asma entre sujetos provenientes de diferentes ubicaciones geogréficas del mundo tienen
mas probabilidades de estar asociados con diferencias genéticas. Por ello se deberian
analizar otras variantes geneéticas o realizar estudios en grupos poblacionales mas
amplios para poder tener méas informacion sobre este punto. Los polimorfismos que
hemos evaluado en este estudio no muestran relacién con menores niveles de vitamina
D.

Los estudios sobre los efectos de las variaciones genéticas en el VDR también
arrojan resultados contradictorios (115). En el estudio realizado en 2014 sobre
poblacion griega se evalué por primera vez la potencial asociacion entre los
polimorfismos Fokl, Bsml, Apal y Tagl de VDR y el control del asma. Segln sus
resultados, los nifios asmaticos con el genotipo Apal-aa tenian significativamente mayor
sintomatologia de asma que los nifios asmaticos portadores de los genotipos AA/Aa. Sin
embargo, la frecuencia del genotipo Apal-aa de VDR fue significativamente mayor en
los asmaticos controlados que en los no controlados. Por lo tanto VDR Apal-aa se
asocio negativamente con la limitacion en las actividades diarias debidas al asma, pero

positivamente asociado con asma bien controlada (123).

En el estudio realizado sobre poblacion de Costa Rica se observaron
asociaciones significativas entre los niveles de Vitamina D y el riesgo de padecer asma
y hospitalizacion. Los nifios con bajos niveles de vitamina D presentaban mayor
severidad del asma, mayores exacerbaciones y necesidad de hacer un escalado
terapéutico (45). Sin embargo, en un estudio realizado en poblacion china no se
encontraron diferencias significativas en los genotipos rs2228570 (Fokl) de VDR entre
casos asmaticos y controles (75). Contrariamente, en otro estudio realizado también en
china si que se observd una asociacion de este polimorfismo del gen VDR con rinitis
alérgica, relacionandose el genotipo AA de rs2228570 (Fokl) con un mayor riesgo.
Varios estudios clinicos han confirmado que la vitamina D tiene influencia en el asma
bronquial mediante la regulacion del sistema inmunoldgico, y tanto la rinitis alérgica
como el asma bronquial tienen una etiologia y patogénesis similar y pertenecen a la

misma categoria de enfermedades (124).
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Se han realizado diversos estudios epidemiologicos sobre los niveles de vitamina
D y asma en nifios. La deficiencia de vitamina D se ha asociado con el desarrollo de
asma y su frecuencia. Como ya hemos comentado previamente, esta deficiencia puede
debilitar las defensas pulmonares contra las infecciones por su efecto antimicrobiano.
Ello contribuiria al desencadenamiento de las exacerbaciones de asma (52). Numerosos
estudios han encontrado una asociacion entre la vitamina D y el asma. Sin embargo
otros estudios no confirman estos resultados. Bosseé et al. han propuesto que el efecto de
la vitamina D podria estar relacionado con genes vinculados con la sintesis de la
vitamina D (40), pero si que existen estudios que han observado que la deficiencia de
VDR induce alteraciones en la respuesta de las células Th2 y en la hiperreactividad
bronquial (75). En 2004, Poon et al en un estudio sobre familias franco-canadienses
mostraron que seis polimorfismos de nucle6tido simple (SNP) en el gen VDR estaban
asociados con asma (84). En un estudio posterior, Raby et al. observaron asociaciones
significativas entre variantes del gen VDR y asma en dos estudios diferentes: el
Childhood Asthma Management Program (CAMP) y en el Nurses' Health Study (NHS),
aunque con resultados en algunos casos diferentes (125). En conjunto estos datos
sugieren que variantes del gen VDR pueden contribuir al riesgo de padecer asma,

aunque existen diferencias entre poblaciones.

VDR regula las principales funciones bioldgicas de la vitamina D; como tal,
planteamos la hipotesis de que los SNP funcionales pueden tener un impacto directo en
la expresion y funcionalidad de VDR vy la susceptibilidad a condiciones relacionadas
con el metabolismo de la vitamina D. La evidencia inicial de un vinculo entre VDR y
asma se encontré en los estudios que indicaban una asociacion genética del VDR con el
cromosoma 12, una regiéon del genoma previamente relacionada con el asma. Dos
estudios familiares diferentes en sujetos norteamericanos informaron de una asociacién
entre los polimorfismos de VDR y asma (7). EI VDR esta presente en las células del
musculo liso bronquial donde su interaccion con la vitamina D permitiria regular la
expresion de mas de 400 genes, muchos de los cuales han sido implicados en la
patogénesis del asma (7). Sin embargo, ya en este mismo articulo se incide en la enorme
controversia que existe entre los niveles de vitamina D y la presencia de asma, si bien
los casos en los que la vitamina D parece perjudicial son los menos y se relacionan con

trabajos en los que los datos son obtenidos por encuestas o existe perdida de datos (57).
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Por lo tanto, persiste la necesidad de realizar estudios mas pormenorizados y detallados

para conocer los verdaderos efectos de la vitamina D en nifios asmaticos.

Durante el presente estudio también se ha evaluado la relacion de estos
polimorfismos con el metabolismo lipidico. VDR regula las principales funciones
biolégicas de la vitamina D; como tal, planteamos la hipotesis de que los SNP
funcionales puedan tener, ademas de un impacto directo en la expresion y
susceptibilidad de VDR a condiciones relacionadas con el metabolismo de la vitamina
D, otros efectos derivados de la modulacién por esta vitamina de ciertas condiciones
metabdlicas. Entre ellas, el metabolismo lipidico, la inflamacién y el estrés oxidativo.
Muchos estudios preclinicos en animales con deficiencia de vitamina D o con expresién
genéticamente silenciada de VDR han demostrado que las alteraciones en las
interacciones entre la vitamina D y su receptor pueden resultar en trastornos y eventos
cardiovasculares. En este estudio hemos observado que la presencia de ciertos
polimorfismos en el gen del receptor de la vitamina D puede tener efectos beneficiosos
aumentando los valores de HDL en caso del SNP Fokl o con alteraciones a nivel
cualitativo (presencia o ausencia de enfermedad) en los niveles de colesterol y HDL en
el caso del SNP Apal.

Nuestro estudio no muestra efectos significativos de ninguno de los
polimorfismos individuales sobre los niveles de vitamina D, pero si que aquellos
pacientes con el genotipo AA de Fokl presentan niveles significativamente mas altos de
HDL-C en suero. El hallazgo fue mas evidente en los nifios. Como tal, hipotetizamos
que este genotipo puede estar asociado con un menor riesgo de enfermedad
cardiovascular. EI HDL-C tiene un papel destacado en el transporte inverso de
colesterol. Las particulas de HDL-C han sido asociadas con numerosos acciones
protectoras relacionadas con la aterosclerosis, incluidas funciones antioxidantes,
antitrombdticas, antiinflamatorias, metabolicas y vasodilatadoras Nuestros datos estan
de acuerdo con el estudio de Filus et al. realizado sobre una poblacién de individuos de
Polonia diagnosticados de sindrome metabolico; los individuos con esta misma variante
de Fokl tenian niveles méas altos de HDL-C sérico y un menor riesgo cardiovascular
(126). De hecho se ha descrito que la suplementacion con vitamina D puede mejorar los

niveles de HDL y potencialmente disminuir el riesgo cardiovascular (127).
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Tomados en conjunto, nuestros resultados sugieren que los efectos funcionales
del SNP de Fokl podrian ser gen y/o tipo celular especificos, y también dependientes de
edad y género. Sin embargo, los mecanismos subyacentes a la modulacién de los

niveles séricos de HDL-C por SNP de VDR no estan completamente establecidos.

La relacion existente entre déficit de vitamina D y riesgo cardiovascular esta
avalada por la bibliografia. Se han hallado receptores de vitamina D en el musculo liso,
musculo cardiaco y vasos sanguineos, y se ha demostrado que la deficiencia de vitamina
D se asocia con una marcada incidencia de cardiopatias (128). De hecho se ha
demostrado en un estudio que niveles 6ptimos de vitamina D, al menos de 30 ng/ml, se
asocian a bajos niveles de infarto de miocardio. Debido a que los niveles de vitamina D
estan influenciados en gran medida por la exposicion al sol, es plausible que otra
consecuencia de la exposicion al sol que no sea la produccion de vitamina D sea la
responsable de la asociacion observada con este riesgo. No obstante, numerosas
evidencias apoyan que las alteraciones en las interacciones entre la vitamina D y su
receptor pueden afectar el riesgo cardiovascular y, por lo tanto, en la incidencia de
trastornos crénicos y eventos cardiovasculares (129). Entre los mecanismos
potencialmente relevantes la vitamina D influye en la proliferacion de células lisas
vasculares, la inflamacion y la calcificacion vascular, y la presion arterial a través del

sistema renina-angiotensina (128, 129).

Segln muestran las evidencias epidemioldgicas, el déficit de vitamina D se
puede asociar mas fuertemente con la salud cardiaca que el colesterol. Giovanucci en el
estudio Health Proffesionals Follow Up, mostro en 10 afios de forma prospectiva en 454
hombres que desarrollaron enfermedad cardiovascular e infartos de miocardio que los
niveles més bajos de Vitamina D se relacionan con un 250% maés de probabilidad de
tener una cardiopatia comparado con niveles mayores de 30 ng/ml ajustando sobrepeso,
tabaco, alcohol, nivel de actividad fisica, historial previo familiar, diabetes, triglicéridos
y niveles de colesterol entre otros (130). Las caracteristicas de nuestro estudio no nos
permiten evaluar el efecto a nivel cardiovascular de los niveles de vitamina D, pero si

constatar que polimorfismos en su receptor tienen un efecto a nivel del metabolismo
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lipidico y por consiguiente en el riesgo cardiovascular. Nuestro estudio podria ampliarse

en esta direccion en posteriores analisis.

Es de destacar también el efecto que tiene la presencia del SNP de Taql en los
niveles de inmunoglobulinas de nuestros pacientes de estudio. Aumenta los niveles de
IgA e IgM y disminuye en una cifra considerable los niveles de IgE. Se ha descrito la
presencia del receptor de la vitamina D en casi todas las células inmunes y que sus
polimorfismos se asocian con un aumento o incidencia de enfermedades autoinmunes.
Pacientes afectados por diversas enfermedades autoinmunes han mostrado niveles bajos
de vitamina D. La unién de esta vitamina con su receptor regula mas de 900 genes
involucrados en muchos procesos fisiolégicos, incluyendo la inmunidad innata y la
adaptativa (131). El efecto que la vitamina D tiene sobre las enfermedades autoinmunes
afecta a las inmunoglobulinas y se ha observado que polimorfismos en su receptor

modifican los niveles séricos de estas.

Ademas, el alelo A del SNP Apal se asocié en nuestro estudio con niveles
séricos disminuidos de TNF-o ¢ isoprostanos, marcadores de inflamacién y estrés
oxidativo respectivamente, en un modo de herencia aditivo. Los niveles séricos de
isoprostanos representan un indice de estrés oxidativo endbgeno y proporcionan
evidencia del impacto quimico directo de las especies reactivas de oxigeno en los
sistemas bioldgicos. La inflamacion juega un papel central en una amplia variedad de
problemas de salud fisica y mental y también puede ser un factor de riesgo en la
aparicion y desarrollo de numerosos tipos de cancer. En la literatura se han descrito
interacciones complejas entre el estrés oxidativo y las vias inflamatorias. Las especies
reactivas de oxigeno pueden activar factores de transcripcion, incluido el factor nuclear
kappa B (NF-xB) y, por lo tanto, aumentar la expresion de citoquinas proinflamatorias,
incluido el TNF-a (132). La vitamina D puede inhibir esta via de sefializacion y, por lo

tanto, limitar la inflamacion.

En este estudio, hemos observado que los niveles disminuidos de TNF-a e
isoprostanos estaban relacionados con el SNP de Apal en nifios con suficiencia de
vitamina D. Por tanto, este genotipo podria contribuir a la proteccion de procesos

inflamatorios. EI SNP Apal se encuentra en el intrdn 8 en la region 3 ' no traducible del
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gen VDR y no tiene impacto en la secuencia o estructura de aminoacidos de la proteina
VDR; sin embargo, podria alterar la estabilidad del ARNm de VDR y/o interferir con su
traduccion ya que las regiones no traducibles del gen pueden modular la expresion
génica regulando estos procesos a nivel postranscripcional y traduccional. Niveles
reducidos de ARNm o con menor estabilidad pueden limitar la sintesis de la proteina
VDR vy, en consecuencia, reducir la respuesta a la vitamina D. En este sentido, el
polimorfismo en Apal podria funcionar como un potenciador intrénico, mediando en el
empalme alternativo del ARNm de VDR y / o ser relevante como potenciador de la

trascripcion génica.

Segln indica el andlisis de haplotipos en nuestra poblacion, determinadas
combinaciones de alelos de los SNP Fokl, Apal y Taql se asocian con cambios en el
perfil lipidico y niveles de mediadores inflamatorios y oxidativos. Entre ellos,
identificamos una asociacion significativa entre el haplotipo ACA y niveles elevados de
HDL-C, observaciéon que confirma su papel con respecto a la modulacion del
metabolismo lipidico. Por el contrario, el haplotipo AAA se asocid con niveles
disminuidos de TNF-a en suero; y el haplotipo GAA con disminucion de los niveles de
isoprostanos, ain en mayor medida que la asociacion observada individualmente con
Apal. Por lo tanto, estos haplotipos contribuyen a una menor inflamacién y estrés

oxidativo.

Estudios anteriores han examinado los haplotipos en los SNP de VDR,
indicando que los haplotipos asociados con los SNPs Fokl, Bmsl, Taql y Apal podrian
contribuir significativamente como grupo por encima de los observados de forma
individual (133, 134). Nuestros hallazgos contribuyen a este grupo y también sugieren
asociaciones entre los haplotipos de VDR con efectos inflamatorios y marcadores de
estrés oxidativo. Ademas, es cierto que la aparicion de un desequilibrio de ligamiento
con uno 0 mas SNP funcionales en otras partes del gen VDR también podria servir para
explicar algunos de las asociaciones observadas. Estos resultados destacan el hecho de
que los polimorfismos del gen para VDR pueden desempefiar un papel importante en la

susceptibilidad general o en la proteccion a enfermedades degenerativas.
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Existen varias limitaciones con respecto a este estudio que deben tenerse en
cuenta al interpretar nuestros resultados. Una limitacion es el tamafio de la muestra. Sin
embargo, es una consecuencia de la homogeneidad de la poblacion estudiada que fue
disefiado con el fin de limitar el sesgo y aumentar la validez de los resultados. Una de
las razones de la divergencia entre nuestros resultados y los de otros estudios podria
estar relacionada con diferencias en homogeneidad versus heterogeneidad de otras
poblaciones estudiadas.

Finalmente, este estudio se centrd exclusivamente en nifios espafioles caucasicos
con suficiencia de vitamina D. Esta bien establecido que muchos factores como la edad,
el origen étnico y el medio ambiente pueden condicionar no solo los efectos de la
vitamina, sino también la expresion de ARNm de VDR (135). Se planteardn nuevos
estudios para dilucidar la importancia de las diferencias genéticas observadas en otras

poblaciones o condiciones.

De todos estos estudios se discierne la necesidad de realizar mas investigaciones
para clarificar la asociacién entre polimorfismos de genes implicados en las acciones de
la vitamina D, asma y su relacion con los parametros de inflamacién y de estrés
oxidativo. Es por todo lo expuesto por lo que nos hemos planteado este proyecto para
contribuir al mejor conocimiento de la relacion entre las variantes genéticas y los
polimorfismos del VDR en el asma infantil. Puesto que los analisis a nivel celular tienen
importancia pronostica en relacion a la enfermedad, establecer con exactitud cuales son
los polimorfismos implicados en esta respuesta ayudaria en el seguimiento de estos
pacientes con la consiguiente reduccién en las complicaciones que pudieran aparecer a

largo plazo.

A fines practicos, los beneficios esperables de nuestros resultados han de
considerarse desde diferentes aspectos. Desde el punto de vista sanitario, la poblacion
asmatica es cuantitativamente muy importante (tendente al aumento en las Ultimas
décadas) y, a largo plazo, esta predispuesta a sufrir complicaciones que convierten su
tratamiento en un gasto importante para nuestro sistema sanitario. En su vision

cientifica hay que resaltar la novedad del estudio.
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5. CONCLUSIONES

1. La frecuencia de los SNP de VDR Fokl, Apal y Tagl no difiere

significativamente entre nifios asmaticos y controles,

En ambos grupos poblacionales los niveles de vitamina D se encontraron en el
rango de suficiencia, pero fueron significativamente inferiores en los nifios

asmaticos alérgicos a los acaros del polvo.

Exceptuando los indicadores relacionados con la propia patologia alérgica (IgE
total y especifica), el resto de parametros analizados presentaron valores dentro
del rango normal, sin diferencias significativas entre los grupos asmaético y
control. Ello incluye los pardmetros indicativos de estrés oxidativo/nitrosativo,

estado inflamatorio y metabolismo lipidico.

Segun nuestros resultados, el genotipo mutado de VDR Fokl se asocia
significativamente con elevacion de los niveles de HDL colesterol. Apal con
disminucion de los niveles de isoprostanos y TNF-a. El genotipo Taql no se ha
asociado con efectos sobre los parametros de metabolismo lipidico, inflamacion

0 estrés oxidativo/nitrosativo.

Combinaciones especificas de alelos (haplotipos) de Fokl, Apal y Taql se
asociaron significativamente con cambios en los niveles de pardmetros
relacionados con el perfil lipidico, mediadores inflamatorios y estrés oxidativo.
ACA con niveles mas altos de HDL colesterol; AAA con descenso en los

niveles de TNF-a; y GAA con disminucion de 8-is0-PGF2a.

Los haplotipos ACA y AAA para Fokl, Apal y Tagl se asociaron
significativamente con descensos en los niveles de vitamina D en nuestra

muestra poblacional.

Estos resultados apoyarian la hipdtesis de que, no sélo los propios niveles de
vitamina D sino factores condicionantes de su metabolismo y actuacion, como
las caracteristicas de su VDR, pueden ser relevantes en el establecimiento de
condiciones subclinicas protectoras o deletéreas para el funcionamiento

organico, aunque no estrictamente relacionadas con el proceso asmatico.
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7. ANEXOS

7.1 Comunicaciones, premios y publicaciones derivadas del trabajo

7.1.1 Comunicacién oral en el XVII Congreso de la Sociedad Espafiola de
Investigacion en Nutricion y Alimentacion Pediatrica (SEINAP). Madrid,
6.7 Octubre, 2017
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Madrid, 6 y 7 de ectubte 2017

ASOCIACION DE POLIMORFISMOS EN EL RECEPTOR DE LA VITAMINAD Y EL
METABOLISMO LIPIDICO.

Ferrer Suay S.%, Carrasco-Luna J**., Sanchis Chorda J*., Alonso Iglesias E?, Tortajada-Girbés M. y Codofier
Franch P**,

!Departamento de Pediatria, Obstetricia y Ginecologia. Universidad de Valencia.’Departamento Bioguimica y Biologia Molecular. Universidad de
Valencia.*Departamento Ciencias Experimentales. Universidad Catélica Valencia.
“Servicio de Pediatria. Hospital Universitario Dr. Peset de Valencia.

Objetivo: La vitamina D ha pasado de ser s6lo una vitamina a ser una importante prohormona con
multiples efectos en diferentes tipos de tejidos y en diversos procesos fisiolégicos. La relacion existente
entre déficit de vitamina D vy riesgo cardiovascular estd avalada por la bibliografia. El objetivo principal
es el estudio de asociacion entre ciertos polimorfismos del receptor de la vitamina D (VDR) y su efecto
en el metabolismo lipidico. Segin la bibliografia, los polimorfismos Fokl y Apal son los mas
relacionados con enfermedad.

Material y Métodos: Poblacion de estudio: 73 nifios/as de los cuales 46 eran nifios asméticos y 27 nifios
sanos, sin ningun tipo de patologia, de ambos sexos con edades comprendidas entre 3 y 14 afios de edad.
Se estudié la asociacion de parametros del metabolismo lipidico con los polimorfismos rs7975232 (Apal)
y 152228570 (Fok1). El analisis de los polimorfismos se efectu6 tras la extraccion del ADN a partir de
sangre total mediante kit Qiagem y posterior realizacion de PCR para genotipado y discriminacion alélica
mediante el programa SDS 2.4. Finalmente se realiz6 estudio de asociacion con el programa SNP-stats.

Resultados: No se encontraron diferencias entre casos y control y los polimorfismos analizados. Se
obtuvieron resultados estadisticamente significativos entre los polimorfismos estudiados con el colesterol
y sus fracciones. El polimorfismo Apal presenta significacion estadistica en la asociacion con niveles
elevados de colesterol total (p=0.024), LDL colesterol (p=0.0037) y VLDL colesterol (p= 0.0065). Por
otra parte, el polimorfismo Fokl presenta significacion estadistica con relacion a valores elevados de
HDL colesterol (p= 0.051) y respecto a valores menores de VLDL colesterol (p=0.0099).

Conclusiones: La presencia del alelo minoritario C en el SNP Apal est4 relacionado con mayores niveles
de colesterol total, LDL y VDLD vy por lo tanto implica un mayor riesgo cardiovascular. Por el
contrario, la presencia del alelo minoritario T del SNP Fokl esta relacionado con mayores niveles de
HDL y también menores niveles de VLDL, lo cual confiere un efecto protector en este caso. El andlisis
de los polimorfismos genéticos del gen del receptor de la vitamina D podria identificar mayor o menor
susceptibilidad de presentar enfermedad cardiovascular.
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Esta comunicacion fue PREMIADA por el Comité Cientifico del XVII

Congreso de la Sociedad Espafiola de Investigacion en Nutricion y Alimentacion en

Pediatria con la concesion de una BECA “Angel Ballabriga de Investigacion®, y
SELECCIONADA PARA SU PRESENTACION ORAL en el mencionado Congreso.

A continuacion se adjuntan los documentos de concesion de dicha beca y la

comunicacion oral presentada.

Socledad Espanola de
Investigacion en Nutricion y
Alimentacién en Pediatria

Presidente
Bemjamin Martin Martinez

secretaria
Susang Redecilles Ferreirg

Tesorera
Pilar Codofer Franch

vocakes

Jose Manuel Marena Villaras
Gloria Bueno Lozana
Mercedes Gil Campos

Madrid, 30 de agosto de 2017

Estimada Dra. Fermer,

El Comité Cientifico del XVIl Congreso de la Sociedad Espaiiola de
Investigacion en MNuiricion y Alimentacion en Pediatria, tiene el placer de
comunicarle que le ha sido concedida una de las becas “Angel Ballabriga de
Investigacion® por su trabajo titulado:

“Asociacion de polimorfismos en el receptor de la vitamina D y el
metabolismo lipidico”

La presentacion de su trabajo durante la celebracion del Congreso, tendra
lugar el sabado 7 de octubre, en Ia sesion de las 11.00 hrs., en el Pequeiio
Anfiteatro del Colegio Oficial de Médicos de Madnd.

Para la presentacion del frabajo, dispondra de un tiempo maximo de
exposicion de 20 minutos: 15 de presentacion y 5 de discusion. Debera
presentarla en soporte electronico (pen-drive) y entregarla al técnico de la sala
media hora antes del inicio de su sesién para su comprobacion.

La Secretaria Técnica del Congreso se pondra en contacto con usted para
las diligencias de inscripcion, alojamiento y desplazamiento. Le recordamos
que debera enviar a dicha secrefaria (antes del 29 de septiembre) las 5-6
diapositivas que considere mas interesantes (en formato Power Point) para su
inclusion en la pagina web de la Sociedad.

Ante cualquier duda, puede ponerse en contacto con la Secretaria Técnica
del Congreso: Ergon Time, S.A. (91 636 29 30/ cristina.ortega@ergon.es).
Reciba un cordial saludo,
-
L
J
I

A
& || # (’- "\.
\
Or. Benjamin Martin Ura. Susana Redecillas
Presidente de la SEINAP Secretaria de la SEINAP
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ASOCIACION DE POLIMORFISMOS DEL RECEPTOR DE
LA VITAMINA D Y EL METABOLISMO LIPIDICO.

Ferrer Suay S, Carrasco-Luna J13,, Sanchis Chorda J,, Alonso Iglesias E2,, Tortajada-
Girbés M?y Codonier Franch P12,
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Vitamina D
La vitamina [} = underivado lipesoluble del grupo delosestercides v ha pasado de zer =dlo
una vitamina a ser un importante sistema hormenal con mukiples efectos en diferentes tipos
de tejidos y endiversos procesosfisiologicos.
Lz vitamina O [precursor COLECALCIFEROL puede ser sintetizada en la piel despuézde
exponersealaluz solar o bien ingerida en la dieta. Es metabolizado| hidroxilado) en &l
higado 25 OH hidroxivit D CALODIOL v postericmments en ringna su forma activa llamada
1,25-dihidrosvitamina . Calcitriol y se une VDR
Lz vitamina [ s esencial para la mineralzacionosea, peroccadavez haymas evidenciasque
spuntan a unpapel masamplio; =2 ha encontradoque la deficiencia devitamina D esta
gsociadacon varizsenfermedades comoson:

*Enfermedades autoinmunes

*Enfermedades cardiovasculares (afects a |a presicn arterial, perfil lipidico, sindrome

metabolicoy nivelesdecreatinina, albumina,
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En la respuests inmune:

La vitamina [ hace decrecer, en sangre periférica, el perfil Thl [inhibiendo la sintesisde IFN-y v IL 2 v
la actividad de los macrofages), mientrasque incrementa el perfil Th2 (induciendo la produccion de
IL-4, IL-13 e IgE con respuesta alergenoespecificas. Se haidentificadoel receptor de lavitamina D
[VDR)en las células presentadorasde antigenos CPA v linfocitos T activados)®
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Receptor Vitamina D

La proteina VDR es una fosfoproteing de 427 aminodcidos v42 kDe enla
quese reconocen 2 dominics fundamentales, uno de unignal ADN [DBD)
y otro de unignal ligando [calcitriol) [LED).

5e han encontrado receptores especificos de wvit O en varics orggnos
como gl intesting delssdo, mayori@riamente en el duocdeno
posiblements relacionada con |z regulacion de |a captacion del calcio v
fosforo entre otras.

El receptor de witamina [ e= un fector de trenscripcion nudear
dependiente gue interacciona con la vitemina 0 homona lmente activa,
1,25 [OH) 203, localimdo en las celulas diana para generar respuestss
cenomicas a traves de la regulacion de la trenscripcion génice de mas de
800 genes implicados en una amplia gama de funciones fisiologicas en
los sistemas inmune, endocringy cardiovascular,

En los Ultimos afos, se ha estudiado el efecto de certos polimorfismos
de VDR por estar reladonados no solo con la respuesta inmunologica
=ino tambien con el metabolismodseo, la diabetes tipo 1y |a cbesidad®.
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|NTRDDL”:[:|[jN ASDOACON DE POUMORFISMOS DEL RECEFTOR DE LA VITAMINA D ¥ EL

VRIVERMTAT
EiVALEMCIA

# El gen del Receptor de la Vitamina D (VDR 1,25- dihydroxyvitamin D3)
es un gen localizado en el cromosoma 12 en la posicion g13.11,
tiene 9 exones y presenta varios polimorfismos conocidos como
Bsml, Fokl, Apal, EcoRV (GATA) y Taqgl, algunos estan relacionados

con la etiopatogenia de |la obesidad y con |a antropometria tanto
en obesos como en no obesos.?

(R Il iAo Alga i LB S LI [ LI

DB]HIUDS AsQOACKN DE POLMORFISNDS DEL RECEFTOR IDE LA VITAMINA D ¥ EL ;ﬁ%

Ve IVERMTAT
BV LENCIR

Estudio de la asociacion entre los polimorfismos
rs 2228570 (Fokl),rs 7975232 (Apal) del receptor de
la vitamina D (VDR) y su efecto en el metabolismo
lipidico en una poblacion de nifios alérgicos a los

acaros del polvo.

» i
(Fokl) forward

» 25NP -
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MATERIALY METQDGS AS0OAOSN HE POUNORFISMOS DEL RECEFTOR DE LA VITARMINA D Y

WrIVERHTAT
VA LEMCIA

* |3 zeleccion de estos SMNPs rs2228570 (Fokl) ) intrénico, rs7975232
Apal) en el codon inicio.

* z£ ha basado en:

= (1) su frecuencia en la poblacion eurcpea caucdsica;

* (2)=u presunto impacto funcional o regulatorio sobre el
comportamiento alimentario y sus posibles consecuencias
funcionales.

3.!

Estudic aprobade por el Comité éticodel H.U Dr. Peset de Valencia.
Los gutores declaoran no tener ningon confiicto de interés

MﬁTEﬂlﬁL‘I’METﬂDGS ASDOAOON DE POUMORFISMOS EL RECEPTOR [HE LA WITAMIMNA D ¥ BL fﬂ?ba“%

METABDLISMD LIPIDSCD g

B

TR

@

VMIVERHTAT
EHVALENCIA

Muestra: 73 nifos |46 ninos asmaticos (casos)

27 nifios sanos (controles)

Poblacidn de estudio
Mifios/as de ambos sexos entre 3 y 17 afos de edad. Poblacion espafiol, raza caucasica.

Tipo de Estudio . Estudio transversal casos y controles

Variables a estudio

Hospital Peset Valencia
# Analisis de sangre (extraccion sangre periferica).
# Bioguimica basal Parametros Metabolismo Lipidico
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T
Laboratorio POG Universitat de Valencia
# Extraccion de ADN kit QGiagen QlAamp DNA blood (lzasa, Madrid, Spain)
# Amplificacion QPCR Fast Real-Time PCR System (AppliedBiosystem))

# Genotipado y Discriminacion alélica mediante sondas Tagman v
Software 505 2.4 de AppliedBiosystem (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).

# Estudio Asociacidn programa SMPstats, ICO Realzames dos pruebas de
gsociacien considerando tanto variables cuantitativas como binarias.

RESULTADOS mﬂunem:ﬂmnanmnemmnra ﬁ%
£
Estudio de la poblacion: B Envcan

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacion a estudio. T student

N=T3 46 cezox 27 controles
sexo 42 127 162 1132 P

Eded sfics 1176+3 .44 10,63 £342 0,1B634415
c“ﬂ:‘::d 158582253 170,14 £32,25 0,006 18738
HDL mgfdL 5102 29,85 52.1E8:E06 0,62434329
LDL mgfdl 02422238 1043722738 0,05922643
VLDL mgfdl 1502 £8,14 12882491 0,21234074
IMC kgfm? 1642347 18572336 0,31378559
Wit D ngfmi 25842855 32EE:901 0,01019357
Ig E U/mi EB5,E92933 13421232562 0,002 7885

No hay diferencias significativas en la poblacion entre casos y
controles para los marcadores lipidicos.
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VRl IVERMTAT
BHVALENCIN

2228570 — contrcdes | OR [35% CIF | welor de P aC
[Fokl}
E=notipado
AZh 14 9 1 0,82 BE8
MG 15 14 1.36(0.45-4.1]
&G s 3 0,93{0,18-4,9)
7975232
[Ap=l}
T 14 12 1 0,84 917
07 18 13 h.B4 0,25-2.41)
[ a 2 D58 (0,083,786

*0R:odds ratio, Cl: intervalo de confianza. Significacidn p<0.025
Akaike's Information. Criterio{AIC) para seleccionar el mejor modelo de herencia.

Mo hay asociacion significativa de los genotipados con
casos y controles

ASOOAOON DE POUMORFISMOS DEL RECEFTOR DE LA WITAMINA T Y EL ﬁf‘%

RESULTADOS METASOLIEMO LIPIDICD N
bt

Tabla . Asociacion de los SMPs de VDR con metabolismo Lipidico

LDL HDL
SMPs Colesterol total colesteral colesterol VLDL colesterol
valor de p <0.025
lrs7975232 (Apal) 0-TG 0-TG R-GG R-GG
{16.92) | 0.024 ([{19.67) |0.0037 | (1.15) | 0.76 | (6.96) | 0.0065
/G 26-31.7 6.9-32 6.1-8 2.1-11.8
Rs2228570 | R-GG O-AG R-GG D-AA
(Fokl) jl196) | 0.88 | 507 | 0.46 | (7.96) | 0.051 | (-4.43) | 0.0099
A/G 23-26.9 8-18.5 0.1-15.8 -7-0-1)

Cl: intervalo de confianza. Observamos asociacion:
Apal como factor de riesgo de tener los niveles de colesterol altos
Fok L ser factor protector, al disminuir los niveles de VLDL.
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CONCLUSIONES

-

# Muestro trabajo  constituye la  primera evidencia de que los
polimorfismos Apal v Fokl del gen del VDR estan significativa mente
relacionados con el metabolismo lipidico.

# La aparicion del alelo minoritarioc G en Apal, representa un factor de
riesgo para €l aumento de los niveles de colesterol total, LDL y WLDL en
sangre. La aparicion del alelo minoritario G, en Fokl, disminuye los
niveles de VLDL en =angre de forma significativa.

#* Estos resultados se presentan por igual tanto en nifios asmaticos como
nifios sanos.

# La determinacion de estos polimorfismos puede constituir una

herramienta para valorar el riesgo cardiovascular en nifios y s una

evidencia de que el receptor de la vitamin O, modula el metabolismo
lipidico..
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Vitamin D receptor gene Apal and Fokl polymorphisms and its
association with inflammation and oxidative stress in vitamin D
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Background: Vitamin D has gone from being just one vitamin to being an important prohormone with
multiple effects on different tissue types. The mechanism of action of the active form or caleitriol is mediated
by the intracellular vitamin D receptor (VDR). The interaction of the VDR with caleitriol modulates
the expression of target genes involved in cell proliferation and cytokine production. Several studies have
explored the effects of vitamin D deficieney in inflaimmatory disorders. Furthermore, some mutations in
the VDR can affect its functionality. The focus of this study was to explore associations between FDR single
nucleptide polymorphisms (SINPs) and markers of inflammation and oxidative stress in vitamin D sufficient
children.

Methods: This is a cross-sectional study of a Caucasian Spanish population including 155 healthy children
(87 males, 68 females) aged 10 to 14 years. Fokl, Apal and Tagl SNPs of the DR gene were genotyped.
Routine biochemistry, serum levels of interleukin-6, tumor necrosis factor-a, interferon-y, 8-isoprostaglandin
F2u and nitrates were determined.

Results: The homozygous major allele AA in the Fokl SNP was associated with increased levels of high-
density lipoprotein cholesterol in a recessive inheritance mode (P=0.025). The minor allele A of Apal was
significantly associated with decreased serum tumor neecrosis factor-o and 8-isoprostaglandin F2a in an
additive mode (P=0.016 and P=0.020 respectively). No significant associations were observed between
the Tagl SNP and any of the parameters evaluated. Haplotype analysis confirmed the significance of the
relationships between Apal and Fokl SNPs and parameters associated with inflammation and oxidative stress.
Conclusions: Genetic variations of VDR are associated with subtle changes in metabolic, inflammatory
and oxidative stress markers. These results may provide a better understanding of the relationships between
vitamin D and these clinical parameters.
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Introduction

Vitamin D has prominent physiologic roles that are not
limited to calcium-phosphorus homeostasis and bone
turnover. It has been characterized as an important
prohormone with multiple actions associated with various
immunological and inflammatory processes (1,2). Biological
activities of vitamin D include regulation of gene expression
at the transeriptional level that involve binding of its active
form (1,25-dihvdroxvcholecalciferol) to the vitamin D
receptor (VDR) located in the nucleus of the target cells (3).
VDR is a ligand-dependent transcription factor, a member
of the steroid/thyroid hormone receptor superfamily that
transactivates genes involved in proliferation, differentiation
and activation of immune cells as well as cvtokine
production. VDR is widely expressed in body tissues; as
such, funetional alterations may have eritical repercussions
with respect to vitamin D-associated responses. Similarly,
genetic variations in the DR gene (ID: 7421) can influence
receptor structure, its capacity to interact with vitamin
D, downstream signaling and function (4-7) as well as
susceptibility to disease. Numerous single nucleotide
polvmorphisms (SINPs) associated with the 'DR gene have
been documented (8,9). The most frequently studied SNPs
include Fokl A>G (rs2228570) which is located in exon 2,
Apal C>A (rs7975232) located in intron 8, and Tagl A>G
(rs731236) located in exon 9. The Fokl polvmorphism is
found near the 5" untranslated region within the ’'DR DINA-
binding domain; Taql and Apal polymorphisms are closer
to the 3" untranslated region (10). The untranslated regions
plav an essential role in mediating mRINA stability and post-
transcriptional processing. These polymorphisms have
been associated to tumorigenesis (11) metabolic profile (12)
and immune response (13).

In addition, vitamin D is a controller of chronic
inflammation and oxidative stress (14) closely related to the
occurrence and development of many chronic conditions
such as cardiovascular disease and other degenerative
processes (13). The potential mechanisms by which vitamin
D exert the biological actions are linked to the key redox
agent glutathione and regulated by epigenetic modifications
(16-18).

Status of vitamin D is of great concern in critical periods
of growth, mainly in the pubertal spurt (19,20). To the date,
most of the studies focused on VDR have been performed
in subjects who are vitamin D-deficient because 'DR SINPs
may modify receptor-mediated responses based on vitamin
D status (21). Scarce data are available for vitamin D

© Translational Pediatries. All rights reserved.

sufficient subjects (19). We carried out this study in healthy
children and adolescents aged 10 to 14 vears with sufficient
levels of vitamin D to examine the relationships between
Fokl, Apal and Tagl SNPs in the FDR gene and parameters
of inflammation and oxidative stress. Qur objective was
determinate whether the presence of these SINPs may be
involved in the mechanisms of degenerative processes in
adulthood such as cardiovascular disease.

We present the following article in accordance with the
Materials Design Analysis Reporting (MDAR) checklist
(available at http://dx.dol.org/10.21037/tp-20-198).

Methods
Study population

We conducted a cross-sectional study in a Caucasian Spanish
population of consecutive recruited 155 children and
adolescents of both sexes (87 males, 68 females) between the
ages of 10-14 years. They were referred by their primary
care pediatrician to the outpatient Pediatric Nutrition Unit
of University Hospital Dr. Peset (Valencia, Spain) for health
checks and/or family studies of hypercholesterolemia or
celiac disease, among other conditions between December
2017 and October 2018. Only those children with normal
nutritional status who were undergoing blood extraction
as a part of their standard elinical protocol were recruited.
Levels of vitamin D (25-hydroxvcholecalciferol) should be
in the sufficient range (=50 nmol/L) (22-24). None of the
children had acute infectipus illnesses, were taking vitamin
supplements or were engaged in frequent or vigorous
phvsical activity. The children resided on the Spanish
Mediterranean coast at latitude of 39° 28’ 487, in a region
with a mean of 2,660 hours of sunlight per year. Written
consent for inclusion in the study was obtained from parents
and/or guardians and/or children >12 vears. The study was
conducted in accordance with the Declaration of Helsinki
(as revised in 2013) and it has the approval of the ethical
committee for clinical research of the Hospital (approval
number CEIC 27/12).

Biochemical determinations

Routine biochemical tests were performed in blood
samples obtained after a 12-hour fasting period using
ptriphcral venipuncture methods. Parameters evaluated
included serum glucose, total cholesterol, and high-density
lipoprotein cholesterol (HDL-C) that were measured by

Trans] Pediatr 2021;10(1):103-111 | http://dx doi.org/10.21037/tp-20-198
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photometric automated techniques in self-analyzers (Abbot
Architect ¢16000; Abbott Clinical Chemistry Abbott Park,
IL, USA). SerumVitamin D (25-hydroxvcholecalciferol) was
quantified by electrochemiluminescence immunoassay in
the Roche COBAS 6000 autoanalyzer (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany).

Inflammatory markers

Serum levels of tumor necrosis factor-o (TINF-g), interleukin-6
and interferon-y were determined by a multiplexed method
using Luminex Map Technology LabScan 100 system
(Luminex, Austin, TX, USA) and the Milliplex MAP human
high sensitivity T cell panel-immunology multiplex assay
catalog number HSTCMAG-28 SK. TNF-a inter- and
intra-assay coefficient of variation (CV) were <20% and 10%
respectively; interleukin-6 inter- and intra-assay CV were
<15% and <10% respectively; INF-y inter- and intra-assay
CV were <20% and <5% respectively. Sensitivity was between
0.11 to 8.17 pg/mL and accuracy 98-107%.

Oxidative stress parameters

8-isoprostaglandin F2a (8-iso-PGF2a) and nitrates were
measured as markers of oxidative stress. Serum levels
of §-iso-PGF2a were determined with a commercially
available competitive enzvme immunoassay kit (Catalog
No 516351; Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI,
USA) with inter- and intra-assay CV were <20% and <9.5%
respectively, sensitivity 80%. Colorimetric readings of
absorbance were carried out using Perkin Elmer VICTOR
X3 Muldlabel Plate Reader serial number 20300255 (Perkin
Elmer, Waltham, MA, USA).

Serum nitrate levels were evaluated as indicators of nitric
oxide production by spectrophotometric measurements
using the Griess reaction following conversion of nitrate
to nitrite with nitrate reductase from Aspergillus spp. The
values obtained by this procedure were the sum of nitrite
plus nitrate, which are the stable end products of nitric
oxide metabolism. Conditions were essentally as described
by Moshage ez al. (25) using absorbance readings at 540 nm
recorded on a Multiskan EX microplate reader (Thermo
Lab Systems, Helsinki, Finland).

VDR SNPs genotyping

The I'DR gene variants 152228570 A>G (Fokl), rs7975232
C>A (Apal) and rs731236 A>G (Tagl) were analyzed in

© Translational Pediatrics. All rights reserved.
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DINA samples from 155 children. Genomic DNA was
isolated from blood samples using the QIAamp DINA mini
blood kit from Qiagen Hilden Germany (purchased at Izasa,
Madrid, Spain) according to the manufacturer’s instructions.
DNA samples were amplified using a real time polymerase
chain reaction (PCR) system QuantStudio 3 and 5 Real
Time PCR System (Thermofisher Scientific, Waltham,
MA, USA) with 384 wells, 0.1 mL per well gPCR Thermal
Cvelers). A total of 2.5 pL of template DNA was evaluated
at a concentration of 5 pg/mL using standard eyeling
conditions; genotyping was performed using Tagman
SNPs probes from Applicd Biosystems (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). Genotyping and allelic discrimination
were performed using QuantStudio Real Time PCR System
Software (Thermofisher Seientific, Waltham, MA, USA).

Statistical analysis

The statistical software SNPStats (Institut Catala
d’Oncologia, Barcelona, Spain, available at hteps://www.
snpstats.net/) was used to evaluate associations between
the analvtical parameters and ’'DR SNPs. Allele frequency
distribution and haplotype pattern were analyzed for
Hardy-Weinberg equilibrium and linkage disequilibrium as
unique populations.

Associations linking biochemical parameters, markers
of inflammation and oxidative stress with the SNP-
genotypes were determined using linear regression models
that considered five modes of inheritance (codominant,
dominant, recessive, additive, and overdominant). A P value
<0.05 was considered statistically significant; the lowest
Alkaike and Bavesian information criterion assessment was
applied. Multiple comparison test (Dunnett test) was made
to avoid the false positive rate (error type I).

Results

The serum levels of biochemical, inflammatory and
oxidative stress parameters evaluated in 155 children are
summarized in Tible 1. All values were within normal range
including serum vitamin D levels. 'DR SNPs Fokl, Apal
and Tigl were successfully genotyped in more than 99% of
the DNA samples and outcomes tit the Hardy-Weinberg
cquilibrium test (P>0.05). Linkage analysis revealed
equilibrium between FokI and Apal (D" =0.29, r* =0.040)
and Tagl (D™ =0.37, rF =0.036) SNPs and disequilibrium
between Apal and Tagl (D =0.91, r* =0.452).

Comparisons among I'DR SNPs and clinical and

Transl Pediatr 2021;10(1):103-111 | http://dx doi.org/10.21037/tp-20-198
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Table 1 Clinical, biochemical data and markers of inflammation and experimental parameters revealed significant relationships
oxidative stress of children included in the study (n-155) with variables associated with lipid metabolism,

Mean SEM inflammation and oxidative stress (Tzble 2). Specifically,
Body mass index (kg/m?) 18.4 0.4 quantitative analysis revealed that the homozvgous major
allele AA in the Fokl SNP was associated with an increase
stolic blood pressure (mmH 109 1.5
et P ( 9 in the levels of serum HDL-C (0.17 mmol/L) in a recessive
Diastolic blood pressure (mmHg) 58 11 inheritance mode (P=0.04). The minor allele A of Apal was
Glucose (mmol/L) 4.97 0.04 significantly associated with diminished levels (-1.97 pg/mL
Total cholesterol (mmol/L) 413 0.05 per allele) of serum TINF-o in an additive mode (P=0.02).
HOLG " s 0.02 An additive inheritance mode was also observed in the
- 37 . . . L
(mmolL) serum levels of 8-iso-PGF2¢ which were also significantly
Vitamin D {nmol/L) 721 17 diminished (-22.4 pg/mL per A allele; P=0.02). Dunnett test
Interleukin-6 (pg/mL) 3.95 0.47 post hoc reveals significant results in the mutated genotypes
TNF-a (pg/mL) 863 0.60 respect to wild type concerning HDL-C levels (P=0.025)
for Fokl and decreasing 8-iso-PGF2a (P=0.02) and TNF-a
Interferon-y (pg/mL) 1.26 012 (P=0.016) levels for Apal genotype.

8-iso-PGF2a (pg/mL) 63.6 6.8 ‘When we analyzed data separately in males and females,
Nitrates (uM) 5.8 3.0 we did not find gender-related differences. No significant
8-is0-PGF2a, B-isoprostaglandin F2a; HDL-C, high density agsociations were observ?d between Tigl SNP and any of

lipoprotein cholesterol; SEM, standard error of the mean; TNF-g, the parameters evaluated in our study (data not shown).
tumor necrosis factor-a. Results associated with haplotype analysis for the three

Table 2 Vitamin D receptor polymorphisms association with biochemical, inflammatory and oxidative stress parameters in the children included
in the study

SNP ID Parameter Genotype Mean (SEM) Difference (95% CI) P Best model
rs2228570 Fokl Glucose (mmol/L) G/G-NG 4.99 (0.05) —0.16 (-0.47 to 0.13) 0.28 R
G AA 4.83 (0.14)
Total-C (mmol/L) G/G-NG 4.11 (0.07) 0.20 (-0.21 to 0.61) 0.35 R
AA 4.30 (0.16)
HDL-C (mmol/L) G/G-NG 1.36 (0.03) 0.17 (0.01 to 0.32) 0.04 R
AA 1.52 (0.09)
Vitamin D (nmol/L) G/G 74.6 (3.0) ~35(-9.2102.3) 0.25 A
NG 70.6 (2.7)
AA 68.4 (6.0)
IL-6 (pg/mL) G/G-A/A 3.69 (0.79) -0.61(-1.26 to 2.47) 0.52 oD
NG 4.30 (0.50)
TNF-a (pg/mL) G/G-NG 8.72 (0.64) -0.34 (-4.05 to 3.56) 0.86 R
AA 8.38 (1.98)
IFN-y (pg/mL) GG 1.35 (0.27) —0.13 (-0.50 to 0.25) 0.51 A
NG 1.27 (0.13)
A/A 1.05 (0.17)

Table 2 (continued)

© Translational Pediatrics. All rights reserved. Transl Pediatr 2021;10(1):103-111 | http-//dx doi.org/10.21037/tp-20-198
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Table 2 (conrinued)
SNP 1D Parameter Genotype Mean (SEM) Difference (95% CI) P Best model
8-iso-PGF2a G/G-ANG 62.2 (6.9) 14.7 (-28.3 to 57.6) 0.50 R
(pg/mL) NA 76.9 (26.9)
Nitrates (M) G/G 40.6 (6.4) -59(-14.1t0 2.4) 0.16 A
AG 33.2(2.0)
AA 30.3 (2.1)
rs7975232 Apal  Glucose (mmal/L) c/C 5.02 (0.72) ~0.07 (-0.19 10 0.07) 0.33 A
C>A AC 4.97 (0.08)
AA 4.89 (0.09)
Total-C (mmol/L) C/C 4.08 (0.09) 0.08 (-0.20 to 0.35) 0.60 D
A/C-A/A 4.16 (0.09)
HDL-C (mmol/L) C/C-A/C 1.35 (0.03) 0.11 (-0.03 t0 0.21) 0.12 R
AA 1.45 (0.04)
Vitamin D (nmol/L) c/C 72.6(3.2) -0.8 (-9.0 to -8.0) 0.90 D
AC-AA 719 (2.5
IL-6 (pg/mL) G/C-AIC 3.97 (0.43) ~1.46 (-3.1310 0.22) 0.09 R
AA 2.51 (0.50)
TNF-a (pg/mL) C/C 10.17 (1.16) -1.97 (-3.62 t0 0.33) 0.02 A
AC 8.89 (0.88)
AA 6.12 (1.13)
IFN-¥ (pg/mL) C/C-A/C 1.37 (0.18) -0.41(-1.02 t0 0.18) 0.17 R
AA 0.95 (0.14)
8-iso-PGF2a c/C 85.8 (17.3) -224 (-41.11t0-3.7) 0.02 A
(pg/mi) NC 60.9 (8.9)
AA 41.4(7.1)
Nitrates (uM) G/C-AIC 38.1(3.5) -10.4 (-23.5 to 2.6) 0.12 R
AA 276(1.3)
AR 88.1(1.7

8-iso-PGF2a, 8-isoprostaglandin F2«; A, additive; Cl, confidence interval; D, dominant; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; IFN-y,
interferon gamma; IL-6, interleukin-6; OD, overdominant; R, recessive; SEM, standard error of the mean; TNF-a, tumor necrosis factor-a;
Total-C, total cholesterol. "Maximum significative difference between means.

SNPs evaluated are as shown in Table 3. The differences in
the experimental parameters were established with respect
to the GCA haplotype for Fokl, Apal and Tagl, respectvely,
which was the most prevalent in this population, identified
with a frequency of 32.3%. Our results revealed that
the ACA haplotype (24.8% Irequency) was significantly

© Translational Pediatrics. All rights reserved.

associated with higher levels of HDL-C (an increase of 0.11
mmol/L, P=0.04). The haplotype AAA (frequency 4.16%)
was significantly associated with diminished levels of TNF-a
(a decrease of 6.0 pg/mL, P=0.01). It is also important to
note the association of the haplotype GAA (Fokl minor
allele G, Apal minor allele A, and Tagl major allele A) with
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Table 3 Haplotype analysis of vitamin D receptor polymorphisms in 155 children

rs2228570 Fokl rs7975232 Apal rs731236 Tagl Frequency (%) Diﬁerenc:e p
A>G C>A A>G (95% CI)
HDL-C {(mmaol/L) A [+ A 24.8 0.11 (0.00 to 0.22) 0.04
TNF-a (pg/mL) A A A 4.2 -6.0(-10.810 -1.2) 0.01
8-iso-PGF2a (pg/mL) G A A 16 -35.0 (-67.41t0 -2.7) 0.03

8-iso-PGF2«, 8-isoprostaglandin F2e; Cl, confidence interval, HDL-C, high density lipoprotein cholesterol; TNF-«, tumor necrosis factor-a.
'Difference was established with respect to the GCA haplotype for Foki, Apal and Tagl.

parameters associated with oxidative stress. This haplotype
was detected in nearly 11.6% of the participants in our
study and was associated with diminished levels of 8-iso-
PGF 20 (decrease of 35.0 pg/mL, P=0.03).

Discussion

Qur findings have revealed direct relationships between
the Fokl and Apal SNPs of the I'DR gene and parameters
associated with lipid metabolism, inflammation and
oxidative stress in children and adolescents who were
vitamin D sufficient.

VDR regulates the major biological functions of vitamin
D; as such, we hypothesized that functional SNPs may
have a direct impact on I'DR expression and susceptibility
to conditions related to vitamin D metabolism. Many
preclinical studies in animals with vitamin D deficiency
or with genetically-silenced expression of I'DR have
demonstrated that the alterations in the interactions
between vitamin D and its receptor may result in chronic
disorders and cardiovascular events (26). Although we
identified no significant variation in vitamin D levels
among the participants, patients with the Fokl AA genotype
had significantly higher levels of serum HDL-C. This
finding was more evident in bovs. As such, we hypothesize
that this genotype may be associated with reduced risk
of cardiovascular disease. HDL-C has a prominent role
in reverse cholesterol transport; HDL-C particles have
been associated with numerous additional protective
aspects related to atherosclerosis, including antioxidative,
antithrombotic, anti-inflammatory, metabolic and
vasodilatory functions (27-29). HDL-C mav also play a
role in immune system modulation. FokI A>G (rs2228570)
located in exon 2 of the I'DR gene is the only known I'DR
SNP that results in two distinet VDR protein products; the
A to G conversion in the first translation initiation codon
results in modifications of VDR protein structure (10).

© Translational Pediatrics. All rights reserved.

The presence of the G allele or F variant in the ATG
translational start codon results in a protein that is missing
three amino acids (424 amino acids); interestingly, this
variant is more active than the longcr form (427 amino
acids) in terms of its transcription factor activity. The
presence of the longer I'DR form (i.c., the A allele or £
variant) with reduced transcriptional activity has been
attributed to the absence of a functional VDR and may lead
to increased levels of serum cholesterol and HDL-C (30).
Our data are in agreement with the study of Filus er al.
that focused on a population of individuals from Poland
diagnosed with metabolic syndrome; the individuals with
this same variant also had higher levels of serum HDL-C
and reduced cardiovascular risk (31). Moreover, the Fokl
SNP GG genotvpe-FF variant has been associated with
cardiovascular disease in adult population (32). By contrast,
other studies tound no relationship between FokI SNPs
and serum lipid levels (33,34). Taken together, our results
suggest that the functional effects of FokI SNP might be
gene and/or cell type-specitic and may also be age- and
gender-dependent. However, the mechanisms underlying
modulation of serum HDL-C levels by 'DR SNP remain
unclear.

We turther demonstrated that the A allele in Apal SINP
was associated with diminished levels of serum TNF-a
and 8-iso-PGF2a, which are markers of inflammation
and oxidative stress respectively, in an additive mode of
heritage. Serum levels of 8-iso-PGF2« represent an index
of endogenous oxidative stress and provide evidence for
the direct chemical impact of reactive oxygen species in
biological systems. Inflammation plays a central role in a
wide variety of physical and mental health problems and
may also be a risk factor promoting the development of
many cancers. Complex interactions between the oxidative
stress and inflaimmatory pathways have been described
in the literature. Reactive oxygen species can activate

transcription factors including nuclear factor-kappa B
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(NF-xB) and thereby increase expression of pro-
inflammatory cvtokines, including TINF-¢ (9). Vitamin
D can inhibit this signaling pathwav and thereby limit
inflammation. In this study, we found that diminished levels
of both TNF-¢ and 8-iso-PGF2c were related to the Apal
SNP in children who were vitamin D sufficient. Thus, this
genotype could contribute to protection of inflammatory
processes. The Apal SNP is located at intron 8 at the 3’
untranslated region of the I'DR gene and has no impact on
the amino acid sequence or structure of the VDR protein;
however, it could alter the stability of the FDR mRNA and/
or interfere with 7"DR transcription. Untranslated regions
can modulate levels of gene expression, most notably via
regulation of mRNA stability. Reduced levels of mRINA
stability and thus translation of the VDR protein will result
in reduced responses to vitamin D. In this sense, the Apal
pol_vnlorphism may function as an intronic enhancer, it
might mediate alternative splicing of the 'DR mRINA
and/or be relevant as an enhancer that increases gene
transeription.

Haplotype analysis suggested that the specific
combinations of alleles from the Fokl, Apal and Tagl SINPs
were associated with changes in lipid profile as well as in
levels of inflaimmatory and oxidative mediators. Among
these results, we identified a significant association between
the ACA haplotype and elevated levels of serum HDL-C;
this confirms their role with respect to modulation of lipid
metabolism. By contrast, the AAA haplotype was associated
with levels of serum TNF-u and the GAA haplotvpe with
diminished levels of 8-iso-PGF2a, to an even greater
extent than that associated with Apal individually. Thus,
these haplotypes contribute to a lesser inflammation and
oxidative stress. Previous studies have examined I'DR
SNP haplotvpes; they established that VDR haplotypes
associated with Fokl, Bmsl, Tagl and Apal SNPs could
contribute significantly as a group over and above those
mediates by I’'DR SNPs on an individual basis (35,36).
Our findings contribute to this group, and likewise suggest
associations between I'DR haplotypes with inflammatory
and oxidative stress markers. Moreover, it is true that
linkage disequilibrium with one or more functional SNPs
elsewhere in the 'DR gene might also serve to explain some
of the associations observed.

There are several limitations with respect to this study
that should be considered when interpreting our results.
One limitation is the SHH]l}IE size. However, it is the
consequence of the homogeneity of the population studied
that was designed in order to limit bias and to increase the

© Translational Pediatrics. All rights reserved.
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validity of results. One reason for the divergence between
our results and those from other studies might be related to
differences in homogeneity vs. heterogencity of the other
studied populations. We have studied specific haplotypes
and these associations mav be different in other haplotype
contexts. Finally, this study focused exclusively on healthy
Caucasian Spanish children with vitamin D sufficiency.
It is well established that many factors as age, cthnicity
and environment might atfect not only vitamin effects but
also VDR mRNA expression (37). Further studies will be
needed to elucidate the importance of the observed genetic
differences in other populations or conditions. Particularly
studies in all the range of vitamin D levels might be highly
informative.

Conclusions

In this stud_v, we demonstrated sigu_ificant associations of
clinieal parameters with known variants encoded b_v the
VDR gene in children who were vitamin D sufficient.
Among our findings, Fokl has been associated with
elevated levels of HDL-C and Apal was associated with
diminished levels of serum TNF-¢ and 8-iso-PGF2a,
which are markers of inflammation and oxidative stress,
respectively. Moreover, specific haplotvpes, including the
ACA combination for Fokl, Apal and Taql, were associated
with changes in serum lipid profiles. Furthermore, the
AAA haplotype was associated with serum levels of TINF-a
and GAA with 8-iso-PGF2u. These results highlight the
fact that specific ’'DR polymorphisms may play a role in
general susceptibility or protection to further degenerative
diseases.
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7.2 Documentos justificativos e informativos de la realizacion del Proyecto

7.2.1 Aprobacion del Proyecto de Investigacion por el Comité Etico de
Investigacion Clinica del Hospital Universitario Dr. Peset

? GENERALITAT VALENCIANA

\\\CONSELLERIA DE SANITAT

) AGENCIA VALENCIANA DE SALUT
§ Departament de Salut Valéncia - Doctor Peset

A/A.: Dra. Pilar Codoiier,
Dr. Miguel Gracia y

Dr. Miguel Tortajada
Servicio de Pediatria

1° piso C. Externas

Vicent Valentin Segura, Presidente del Comité Etico de Investigaciéon Clinica del
Hospital Universitario Dr. Peset.

CERTIFICA:

Que este comité en su reunion celebrada el dia 25 de abril de 2012 ha evaluado y ha
aprobado las aclaraciones solicitadas del estudio titulado: Determinacion de los
polimorfismos del receptor de la vitamina D en nifios asmaticos alérgicos a los acaros
del polvo.

Proyecto de investigacion.

Cédigo Ceic: 27/12

Presidente CEIC Hospital Universitario Dr. Peset

CS 5/1

Gaspar Aguilar, 90 - 46017 Valencia - Tel.: 96 162 23 00 - Fax 96 162 25 01
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7.2.2 Conformidad del Servicio de Analisis Clinicos del Hospital Universitario Dr.
Peset sobre la idoneidad de los investigadores e instalaciones para su

realizacion

CONFORMIDAD DE LA JEFA DE SERVICIO
IDONEIDAD DE LOS INVESTIGADORES Y SUS COLABORADORES
IDONEIDAD DE LAS INSTALACIONES

La Dra.Diia.Nuria Estafi Capell
Jefa de Servicio de:ANALISIS CLINICOS DEL HOSPITAL DR.PESET

Investigador principal: Sara Ferrer Suay

Estudio: Determinacién de los polimorfismos del receptor de la Vitamina D, en nifios
asmdticos, alérgicos a los dcaros del polvo.

Codigo: 27/12

Hace constar;:

1. Que da su visto bueno para la realizacion del ensayo una vez aprobado.
Que da su consentimiento en la participacion del citado ensayo v que certifica
la idoneidad de los investigadores y colaboradores.

3. Quecuenta con los recursos materiales y humanos necesarios para llevar a

cabo el ensayo.
4. Que trés evaluar los procedimientos necesarios,las instalaciones son idéneas

para la realizacion del ensayo.

L Valencia, 6 de Marzo 2015
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7.2.3 Hoja de Informacion al paciente sobre los objetivos y caracteristicas del

estudio
HOSPITAL UNIVERSITAR AGENCIA
DOCTOR PESET [Q[ VALENCIANA
DE SALUT

HOJA DE INFORMACION

Titulo proyecto: DETERMINACION DE LOS POLIMORFISMOS DEL RECEPTOR
DE LA VITAMINA D EN NINOS ASMATICOS ALERGICOS A LOS ACARIOS DEL
POLVO.

Equipo investigador: Dr. Miguel Tortajada, Dra. Pilar Codofier: Servicio de Pediatria
del Hospital Universitario Dr. Peset de Valencia; Dra. Eulalia Alonso. Departamento de
Bioguimica y Biologia Molecular, Facultad de Medicina, Universidad de Valencia; Sara
Ferrer Suay: Servicio de Analisis Clinicos del Hospital Universitario Dr. Peset de
Valencia.

La presente informacién se ha realizado siguiendo las indicaciones de la ley de
investigacion biomédica del 14 de julio de 2007.

1. Objetivo/finalidad del estudio

Se solicita su participacion en este Proyecto de Investigacion, cuyo objetivo
principal pretende profundizar en el conocimiento de los posibles factores genéticos y
valorar los polimorfismos del receptor de la vitamina D en los pacientes asmaticos
alérgicos a los acaros del polvo.

Se le pide que otorgue su consentimiento para que done una muestra de ADN
para el genotipado del receptor de la vitamina D.

2. Participacion voluntaria

Su participacion en este estudio es totalmente voluntaria, pudiendo negarse e
incluso revocar su consentimiento en cualquier momento sin tener que dar ninguna
explicacion y sin que ello tenga ninguna repercusion en la atencién médica que usted o
cualquier familiar recibe en la actualidad o en un futuro en el Centro. La relacion con el
equipo médico que le atiende no va a verse afectada en ninguna forma. Para revocar este
consentimiento debera dirigirse al mismo facultativo con el que firmo el presente
consentimiento.

Antes de toma una decision, lea atentamente este documento y haga tantas
preguntas como desee para asegurarse que lo ha entendido y desea participar.
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3. Procedimientos del estudio

Si tras la lectura de todo el consentimiento usted decide participar, se le extraerd
un tubo adicional de sangre de 10ml para obtener las muestras de ADN. ElI ADN es un
elemento que estd presente en todas sus células porque lo ha recibido de sus
progenitores y lleva un cédigo en forma de “genes” que determina sus caracteristicas
fisicas personales, como el color de ojos, piel, etc... Las diferencias entre unas personas
y otras nos pueden ayudar a explicar por qué algunas personas desarrollan unas
enfermedades y otras no.

4. Riesgos/Incomodidades

La toma de muestra de sangre puede provocar una sensacion de ardor en el
punto en el que se introduce la aguja en la piel y le puede ocasionar un pequefio
hematoma o una leve infeccion, que desaparecen en pocos dias, mas raramente, mareo
en el momento de la extraccién de sangre.

La extraccién se realizara en el Hospital Dr.Peset, donde se dispondra de los
medios adecuados para minimizar y dar el tratamiento a los acontecimientos adversos
que se pudieran presentar.

5. Beneficios

Es posible que de su participacion en este estudio no obtenga un beneficio
directo. Sin embargo, la identificacion de posibles factores genéticos relacionados con
los polimorfismos del receptor de la vitamina D en nifios asmaticos alérgicos a los
acaros del polvo podria beneficiar en un futuro a otros pacientes que la padecen y
contribuir a un mejor conocimiento y tratamiento de esta enfermedad.

6. Compensacion

Usted no recibird ningun tipo de compensacion econémica o de cualquier otro
tipo pos su participacion.

7. ¢ Qué se hara con su muestra?

Con el presente consentimiento, se le pide:

1. Que acepte que en el ADN de su sangre se estudien los genes especificos en el
estudio Determinacion de los polimorfismos del receptor dela vitamina D en nifios
asmaticos alérgicos a los acaros del polvo, que pueden estar involucrados en la
enfermedad que usted padece o en relacién con el farmaco que va a tomar. Una vez
finalizado el estudio, su muestra sera destruida.

2. Es probable que en un futuro se descubran nuevos genes relacionados con
esta patologia, por ello se le solicita que autorice al Investigador Principal a almacenar
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su muestra de ADN para el estudio de otros genes que se puedan descubrir en el futuro.
Si usted acepta autorizar este almacenamiento, se eliminaran de su muestra todos los
vinculos con su identidad a partir de ella, es decir, el almacenaje serd totalmente
anonimo. El Investigador Principal garantizara que guardara y utilizara la muestra hasta
que ya no quede mas ADN. Una vez desvinculada la muestra, no podré ser destruida,
pero no se podra relacionar con usted.

3. Usted puede también autorizar que en dicha muestra descodificada se realicen
otros estudios genéticos de otras patologias diferentes distintas a las estudiadas en este
proyecto.

Usted debe otorgar su consentimiento informado por escrito, firmando este
documento, indicando qué parte del estudio genético acepta, antes de la obtencion de
ADN:

e Usted puede aceptar que solo se estudien en su muestra los genes expresados en
el punto 1.
e Usted puede aceptar las propuestas de los puntos 1y 2
e Usted puede aceptar todas las propuestas (puntos 1, 2 y 3)
e Usted puede decidir no aceptar ninguna
Si cambia de opinion después de la extraccion de sangre para el estudio
genético, usted puede solicitar que se destruya su muestra de ADN, dirigiéndose a su
médico. Si ha aceptado que se guarde su muestra de ADN (punto 2 y 3), debe indicarlo
antes de que se destruya el vinculo que liga su muestra de ADN con su identificacion.
Una vez que se haya destruido este vinculo, no seré posible encontrar su muestra y por
tanto no podré ser destruida.

Usted podra tener acceso a la informacion que se obtenga del estudio,
solicitandolo al investigador. Si los hallazgos pueden tener relevancia para la salud del
participante o sus familiares, éste se pondrad en contacto con usted aunque no lo haya
solicitado. Puede renunciar a esta informacion, pero si ésta pudiera tener consecuencias
para la salud de sus familiares se le comunicara para que designe a un representante al
que se le dara la informacion imprescindible.

8. Confidencialidad

Toda la informacidn relacionada con el estudio es estrictamente confidencial y
tratada de acuerdo a la Ley organica 15/1999 de 13 de diciembre de Proteccion de
Datos de Caracter Personal. Para garantizar el anonimato de s identidad, cada una
delas muestras del estudio recibira un codigo (nunca su nombre) y nunca el investigador
que lleva a cabo el analisis genético conocera su identidad.

Su muestra sera almacenada en el Hospital Universitario Dr.Peset durante la
duracion del proyecto o en funcion delos consentimientos que haya firmado.

Su medico guardara esta hoja de informacion y la hoja de su consentimiento
otorgado con su firma y fecha, asi como la relacion entre su codigo y su identidad en un
archivo especial seguro que no forma parte de su historia clinica. Su historia clinica no
contendra ninguno de sus resultados genéticos. Representantes del Comité Etico de
Investigacion Clinica del Hospital y las Autoridades Sanitarias Espafiolas podran tener
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acceso a sus registros médicos, con el fin de controlar y garantizar la correcta
realizacion del estudio.

Los resultados médicos podran ser comunicados en reuniones cientificas,
congresos médicos o publicaciones cientificas. Sin embargo se mantendra una estricta
confidencialidad sobre la identidad de los pacientes.

9. Financiacion

Los gastos seran cubiertos con fondos propios del Servicio de Pediatria
disponibles en la fundacion para la investigacion en el Hospital Universitario Dr. Peset.

10. Informacién adicional

Si usted precisa mayor informacion sobre este estudio puede contactar con el
Investigador Principal (Dr Miguel Tortajada) en el Servicio de Pediatria del Hospital
Universitario Dr. Peset . Teléfono 961622493.
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7.2.4 Consentimiento Informado del representante legal para estudio genético
(participantes menores de 12 afios)

HOSPITAL UNIVERSITAR AGENCIA
DOCTOR PESET @ VALENCIANA
DE SALUT

CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL REPRESENTANTE LEGAL
PARA ESTUDIO GENETICO (Participantes menores de 12 afios)

Titulo proyecto: DETERMINACION DE LOS POLIMORFISMOS DEL RECEPTOR DE
LA VITAMINA D EN NINOS ASMATICOS ALERGICOS A LOS ACARIOS DEL POLVO

Investigador principal: Dr. Miguel Tortajada, Dra. Pilar Codofier. Servicio de Pediatria del
Hospital Universitario Dr. Peset de Valencia. Dra. Eulalia Alonso. Departamento de Bioquimica
y Biologia Molecular, Facultad de Medicina, Universidad de Valencia. Sara Ferrer Suay.
Servicio de Andlisis Clinicos del Hospital Universitario Dr. Peset de Valencia.

El presente documento se ha realizado siguiendo las indicaciones de la ley de
investigacion biomédica del 14 de julio de 2007.

0 YO0, D D, (nombre y apellidos)
en calidad de (relacién con el participante)
e (nombre y apellidos del participante),
declaro bajo mi responsabilidad que he leido la Hoja de informacién sobre el estudio y
ACEPLO UE....iiiiiiiiiiiiii i (nombre y apellidos del participante)

participe en este estudio genético.

e Se me ha entregado una copia de la Hoja de Informacién al paciente y una copia del
Consentimiento Informado, fechado y firmado. Se me han explicado las caracteristicas
y objetivo del estudio genético y los posibles beneficios y riesgos que puedo esperar. Se
me ha dado tiempo y oportunidad para realizar preguntas. Todas las preguntas fueron
respondidas a mi entera satisfaccion.

e Sé que se mantendra en secreto la identidad del participante y que se identificara su
sangre y sus muestras de ADN con un cédigo numérico anénimo.

e Ellella, es libre de retirarse del estudio genético en cualquier momento por cualquier
motivo, sin tener que dar explicaciones y sin que repercuta negativamente sobre su
tratamiento médico futuro. Tras ellos se procedera a la destruccion de la muestra
codificada. Si se hubiera retirado previamente el vinculo de identificacion de la muestra,
no se podra relacionar con el participante, de forma que no se podréa destruir.
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e Entiendo que el objetivo del estudio genético es evaluar la poblacion objeto de estudio y
gue puedo solicitar al investigador que me comunique los resultados del mismo. En el
caso de que dichos hallazgos tengan una implicacion significativa para la salud del
participante y que exista una posibilidad real de mejorar esa condicién en el mismo el
investigador me lo comunicard a mi o al representante que yo designe.

e En mi presencia se ha dado a .............ccoeoiiiiiii (nombre del
participante) toda la informacion pertinente adaptada a su nivel de entendimiento y esta de
acuerdo en participar.

Presto mi conformidad para que ..............cccoeeeviiiiiiiiiiee e (nombre del participante)
participe en este estudio en el/los apartado/s marcado/s a continuacion.

Punto 1: YO DOY o / NO DOY o (marcar lo que proceda) voluntariamente mi
consentimiento para que se pueda realizar el estudio genético referente a Determinacién de los
polimorfismos del receptor de la Vitamina D en nifios asméticos alérgicos a los &caros del
polvo en la muestra de ADN.

Punto 2: YO DOY o / NO DOY o (marcar lo que proceda) voluntariamente mi
consentimiento para que se guarde la muestra de ADN, con desvinculacién de la identidad. Esto
permitira la realizacion de nuevas pruebas en el futuro, cuando se tengan mas conocimientos
sobre los genes relacionados con la patologia estudiada en el proyecto

Punto 3: YO DOY o/ NO DOY o (marcar lo que proceda) voluntariamente mi consentimiento
para que se guarde la muestra de ADN desvinculada y se puedan realizar futuros estudios de otras

enfermedades.

Fecha: Firma del representante legal:

Constato que he explicado las caracteristicas y el objetivo del estudio genético, sus apartados y
los riesgos y beneficios potenciales al sujeto cuyo nombre aparece escrito mas arriba.

El sujeto consiente participar por medio de su firma fechada en persona.

Fecha: Nombre: Firma:

(del investigador o la persona que proporciona la informacidn y consentimiento)
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7.2.5 Consentimiento Informado del representante legal para estudio genético

HO

SPITAL UNIVERSITAR AGENCIA
DOCTOR PESET @ VALENCIANA

(participantes mayores de 12 afios)

DE SALUT

CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL REPRESENTANTE

LEGAL PARA ESTUDIO GENETICO

(Participantes mayores de 12 afios)

Titulo proyecto: DETERMIN~ACION DE LOS POLIMORFISMOS DEL RECEPTOR
DE LA VITAMINA D EN NINOS ASMATICOS ALERGICOS A LOS ACARIOS DEL

POLVO

Investigador principal: Dr. Miguel Tortajada, Dra. Pilar Codofier. Servicio de Pediatria del
Hospital Universitario Dr.Peset de Valencia. Dra. Eulalia Alonso. Departamento de Bioguimica
y Biologia Molecular, Facultad de Medicina, Universidad de Valencia. Sara Ferrer Suay.
Servicio de Andlisis Clinicos del Hospital Universitario Dr.Peset de Valencia.

El presente documento se ha realizado siguiendo las indicaciones de la ley de

investigacion biomédica del 14 de julio de 2007.

Y0, DD de...... anos de
edad, declaro bajo mi responsabilidad que he leido la Hoja de informacion sobre el
estudio y acepto participar en este estudio genético.

Se me ha entregado una copia de la Hoja de Informacién al paciente y una copia del
Consentimiento Informado, fechado y firmado. Se me han explicado las caracteristicas
y objetivo del estudio genético y los posibles beneficios y riesgos que puedo esperar. Se
me ha dado tiempo y oportunidad para realizar preguntas. Todas las preguntas fueron
respondidas a mi entera satisfaccion.

Sé que se mantendrd en secreto mi identidad y que se identificard mi sangre y mis
muestras de ADN con un c6digo numérico andnimo.

Soy libre de retirarme del estudio genético en cualquier momento por cualquier motivo,
sin tener que dar explicaciones y sin que repercuta negativamente sobre mi tratamiento
médico futuro. Tras ello se procedera a la destruccion de la muestra codificada. Si se
hubiera retirado previamente el vinculo de identificacion de la muestra, no se podra
relacionar conmigo, de forma que no se podré destruir.

Entiendo que el objetivo del estudio genético es evaluar la poblacion objeto de estudio y
que puedo solicitar al investigador que me comunique los resultados del mismo. En el
caso de que dichos hallazgos tengan una implicacion significativa para la salud del
participante y que exista una posibilidad real de mejorar esa condicion en el mismo el
investigador me lo comunicara a mi o al representante que yo designe.
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Punto 1: YO DOY o / NO DOY o (marcar lo que proceda) voluntariamente mi

consentimiento para que se pueda realizar el estudio genético referente a Determinacion de los
polimorfismos del receptor de la Vitamina D en nifios asméticos alérgicos a los &caros del
polvo en la muestra de ADN.

Punto 2: YO DOY o / NO DOY 0O (marcar lo que proceda) voluntariamente mi

consentimiento para que se guarde la muestra de ADN, con desvinculacién de la identidad. Esto
permitird la realizacion de nuevas pruebas en el futuro, cuando se tengan mas conocimientos
sobre los genes relacionados con la patologia estudiada en el proyecto

Punto 3: YO DOY o/ NO DOY o (marcar lo que proceda) voluntariamente mi consentimiento
para que se guarde la muestra de ADN desvinculada y se puedan realizar futuros estudios de otras
enfermedades.

Consiento participar voluntariamente en el/los apartado/s marcado/s.

Fecha: Firma del paciente:
0 YO0, D D, (nombre y apellidos)

en calidad de..oooiiiiiii, (relacion con el participante)
e (nombre y apellidos del participante),
declaro bajo mi responsabilidad que:
He leido la Hoja de informacion sobre el estudio y, EN MI PRESENCIA, SE HA
DADO A (nombre del participante) toda la
informacién pertinente adaptada a su nivel deentendimiento y estd de acuerdo en
participar. Presto mi conformidad para que
....................................................................... (nombre del participante)
participe en este estudio en el/los apartado/s marcado/s por él/ella previamente.

Fecha: Firma del representante legal:

Constato que he explicado las caracteristicas y el objetivo del estudio genético, sus apartados y
los riesgos y beneficios potenciales al sujeto cuyo nombre aparece escrito mas arriba.

El sujeto consiente participar por medio de su firma fechada en persona.

Fecha:

Nombre: Firma:

(del investigador o la persona que proporciona la informacién y consentimiento)
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7.2.6 Hoja para extraccion de sangre en Consultas Externas del Hospital
Universitario Dr. Peset

ESTUDIOS PEDIATRIA HOSPITAL DR. PESET

RESPONSALBE:

FECHA:
CODIGO:
OBSERVACIONES:

Por favor, pinchar y entregar a la madre junto a este papel:

1 tubo lila (EDTA)
1 tubo rojo (GELOSA)

Finalizada la extraccion entregar a la madre para que lleve a CONSULTAS
EXTERNAS DE PEDIATRIA (consulta 8, enfermeria) las muestras de sangre.

Los padres entregaran en la consulta 8 lo siguiente:

1 muestra de orina (desechando la primera del dia)
1 tubo lila

1 tubo rojo

Gracias por su colaboracion

Atentamente,
P. Codonier

IMPORTANTE. Respecto a la orina: El nifio orinard nada mas levantarse (esa
primera orina de la mafiana no se recoge). Bebe agua y antes o después de la
extraccion sanguinea, pasa al lavabo de las Consultas externas y orina en dos tubos (uno
para el laboratorio y otro para entregar a las enfermeras de la Consulta).
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