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iNTR ODVCCiON

1. iNTRODVCCiON

1.1 DEFINICION DE REACCION ADVERSA A FARMACOS

Las reacciones adversas a medicamentos (RAM) se definen, segln la Organizaciéon
Mundial de la Salud (OMS), como cualquier efecto perjudicial y no intencionado, producido
por un farmaco, que ocurre a las dosis utilizadas en humanos para la profilaxis, el
diagndstico o el tratamiento [1, 2, 3]. La definicién original de RAM establecida por la OMS
no incluye: errores en la administracion y dosificacién, sobredosis accidental o
intencionada, incumplimiento de la prescripcién ni la no obtencion del efecto terapéutico
[4]. Este criterio restrictivo para catalogar una RAM, frecuentemente ha implicado una falta
de acuerdo entre clinicos y farmacélogos sobre lo que constituye una RAM “verdadera” [5].
En este sentido, publicaciones posteriores han adoptado un criterio menos restrictivo y
caracterizan la RAM como cualquier efecto perjudicial e indeseable producido por un
farmaco; incluyéndose como RAM las presentadas por los pacientes que, voluntaria o
accidentalmente, sufren una sobredosis, ya que esto es un riesgo posible y previsible al

prescribir un medicamento [6, 7, 8].

Un buen nimero de reacciones no son consecuencia del farmaco en si mismo, sino de

su forma de administracion y se excluyen de la consideracién de RAM, como son:

e Reacciones psicdgenas (cuadros vasovagales y otras reacciones vegetativas,
especialmente tras inyecciones, y que pueden manifestarse en forma de ansiedad,
nauseas, letargias o sincope). Asi, un placebo puede producir una reaccidn similar

a la de un medicamento [9, 10].

e Sintomas coincidentes: debido a la enfermedad en tratamiento, que pueden
atribuirse de forma errénea a los medicamentos empleados, como sucede con los

exantemas viricos en nifos tratados con antibiético.

1.2 CLASIFICACION DE LAS REACCIONES ADVERSAS A FARMACOS

Existen diferentes clasificaciones de las RAM.
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En base a una adaptacion de Rawlins y Thompson [11], las reacciones adversas a

farmacos se dividen en dos grupos:

RAM tipo A (Augmented)

Son dosis dependientes, predecibles, estdn relacionadas con la actividad farmacoldgica
y pueden aparecer en cualquier individuo (afectan a pacientes no susceptibles). En muchos
casos son inevitables, lo que obliga a sopesar las ventajas e inconvenientes de iniciar un
tratamiento. Son las RAM mads frecuentes, suponen hasta el 80% - 90% de las RAM [12, 13].

Generalmente, son descubiertas antes de la comercializacién.
A su vez, las RAM de tipo A se pueden clasificar en [14, 15, 16]:

e Sobredosis/Toxicidad: Efecto farmacolégico téxico de un medicamento, en relacién

directa con su concentracion en el organismo, dependiente de un exceso de dosis, de
una reduccion de su excrecion o de ambas (depresidn respiratoria por sedantes,

sordera por aminoglucésidos) [15,16].

e Efectos colaterales: Se deben a una o varias de las multiples acciones farmacoldgicas

de un medicamento, terapéuticamente no deseadas, pero inevitables y que se
producen a dosis normales. Constituyen las RAM mas frecuentes (taquicardia tras

inyeccion de adrenalina) [15, 16].

e [Efectos secundarios o indirectos: son la consecuencia indirecta de la accidn

farmacoldgica principal del medicamento. Implican efectos farmacoldgicos indeseables

a las dosis recomendadas (osteoporosis por corticoides) [15,16].

e Interaccion farmacoldgica: son consecuencia de la accién de un farmaco sobre la

eficacia o toxicidad de otro fadrmaco. Un farmaco puede alterar la fisiologia normal del
paciente (absorcién, distribucidon, metabolismo, excrecién renal) y modificar su
respuesta frente a otro u otros farmacos (induccién enzimatica por un medicamento
que altera el metabolismo de otro). La interaccién de un farmaco puede dar lugar a la

aparicion de RAM por el farmaco sobre el que interacciona [7, 16].

RAM tipo B (Bizarre)

No dependen habitualmente de la dosis del farmaco, la mayoria son impredecibles y
afectan solamente a determinados individuos. La predisposicién individual para presentar

estas reacciones depende de caracteristicas genéticas en individuos susceptibles
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(idiosincrasia, intolerancia) o de la posibilidad de desarrollar una respuesta inmunoldgica o
no inmunolégica (hipersensibilidad, en ocasiones también asociada a factores genéticos).
Estas reacciones, en muchos casos graves, limitan el uso de fdrmacos que por otra parte

son eficaces, y causan la retirada de farmacos tras su comercializacion.

Debido a la importancia de la influencia genética en estas reacciones, se pretende
analizar los determinantes genéticos de la susceptibilidad al desarrollo de reacciones de
tipo B. El proyecto Eudragene integra una colaboracién internacional europea para analizar

los polimorfismos del genoma que determinan esta susceptibilidad [17].

Por otro lado, desde 1990 cobran importancia los estudios de farmacogenética y
farmacogendmica. En los Jdltimos afios estos estudios se han multiplicado
exponencialmente [18], intentando comprender cdmo el mismo farmaco a la misma dosis
produce efectos totalmente diferentes a distintos pacientes. Estos estudios clasifican a los
pacientes en metabolizadores lentos, intermedios, rdpidos y ultra-rdpidos segin su
genotipo, lo que conlleva a posibles fallos terapéuticos o intoxicaciones segun el caso. Estos
estudios recientes se centran en la farmacocinética (estudiando la concentracion vy
metabolismo del medicamento) o en la farmacodindmica (estudiando la accion del
medicamento). El objetivo final de su aplicacion se basa en poder prescribir medicamentos
de forma individualizada “a medida” (tailored) a cada paciente, segin su genotipo. La
importancia viene reflejada en la creacion de la red ENCePP (European Network of Centres

for Pharmacoepidemiology and Pharmacovigilance).

Las RAM de tipo B se pueden subclasificar en [19, 12]:

e Idiosincrasia

Es una respuesta cualitativamente anormal a un farmaco, distinta de las acciones
farmacoldgicas del mismo, en las que estan involucradas alteraciones genéticas
relacionadas con deficiencias metabdlicas o enzimdticas y no implican un mecanismo
inmunolégico. Pueden corresponder a una alteracion de la farmacocinética o de la

farmacodinamia del medicamento implicado [16, 20].

Algunos ejemplos de idiosincrasia son: la primaquina puede producir anemia
hemolitica en pacientes con déficit de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, los barbituricos
pueden precipitar una crisis de porfiria en pacientes con porfiria hepdtica y existe un

aumento de la toxicidad por azatioprina en pacientes con déficit de tiopurina metil
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transferasa. Con excepcidon de estos y algunos otros cuadros bien definidos, el mecanismo

de la mayoria de las reacciones idiosincrasicas es desconocido.

e Intolerancia

Es un fendmeno de toxicidad farmacolégica producido con pequefias dosis e incluso
dosis subterapeuticas de un medicamento, que aparece sélo en determinadas personas,
aquellas que tienen una sensibilidad exagerada a los efectos farmacoldgicos del farmaco

implicado y/o una alteracién en su metabolismo [16].

Ejemplos de intolerancia son los individuos que desarrollan tinnitus tras la toma de una
Unica dosis de AAS o la menor respuesta a los beta-bloqueantes que tienen los hipertensos

de raza negra [21].

e Reacciones de hipersensibilidad

En base a los diferentes acuerdos en nomenclatura y definicion nosoldgica por la
World Allergy Organization (WAOQ), y su reconocimiento por diversas Sociedades vy
Academias de Alergia e Inmunologia Clinica, asi como por un reciente Consenso
Internacional de Alergia a Farmacos [22-26], las reacciones de hipersensibilidad son RAM
(producidas por principios activos y excipientes) que se presentan clinicamente con signos y
sintomas que difieren de los efectos farmacoldgicos del medicamento. Las reacciones de
hipersensibilidad estdan mediadas por mecanismos inmunoldgicos y otros tipos de
mecanismos (no inmunoldgicos) y solamente afectan a individuos susceptibles. Al igual que
el resto de las reacciones de tipo B, habitualmente son independientes de la dosis, aunque
algunas reacciones son dosis dependientes como en el caso de AINE, anticonvulsionantes y
el alopurinol. Representan sélo entre un 10% y un 15% de las RAM [27, 12, 28] pero afectan
al 7 - 10% de la poblacién general por lo se consideran un importante problema de salud

publica.

Segln la WADO, las reacciones de hipersensibilidad pueden ser alérgicas y no alérgicas

[22, 26]:

Reacciones de hipersensibilidad no alérgicas

Las reacciones de hipersensibilidad a fdrmacos no alérgicas se presentan clinicamente
con sintomas y signos que mimetizan reacciones alérgicas [22], y en ellas estan implicados

mediadores liberados a partir de mecanismos no inmunoldgicos [29, 30].
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La WAOQ, las diferentes Sociedades y Academias de Alergia e Inmunologia Clinica y el
reciente Consenso Internacional de Alergia a Farmacos, desestiman los términos:
intolerancia, idiosincrasia y reaccién “anafilactoide”, para denominar este tipo de

reacciones de hipersensibilidad empleados habitualmente hasta la actualidad [22-26].

La liberacién de histamina, a partir de la degranulacién de mastocitos y baséfilos
debido a un mecanismo no inmunoldgico parece que constituye el mecanismo patogénico
mas frecuentemente implicado en estas reacciones. Aunque no se conoce con exactitud el
mecanismo, se piensa que puede inducirse por accion directa e inespecifica de los farmacos
sobre estas células o a través de los componentes del complemento (activado
inespecificamente) o por alteracion en el metabolismo del acido araquiddnico. Otras
reacciones no inmunoldgicas se producen por acumulacion de bradiquinina (inhibidores del
enzima convertidor de angiotensina). Los farmacos mas frecuentes implicados en este tipo
de reacciones de hipersensibilidad no alérgicas son los AINE, y en los ultimos afios los
agentes quimioterapicos y los bioldgicos han surgido de forma importante. Otros farmacos
inductores son: contrastes radiolégicos, anestésicos locales, opidceos, protamina y

vancomicina [26, 29].

Reacciones de hipersensibilidad alérgicas

Las reacciones de hipersensibilidad a fdrmacos con base inmunoldgica, son las
reacciones alérgicas a farmacos (RAF) o alergia a farmacos (AF) [22, 23, 26]. Constituyen el
6% - 10% de todas las las RAM, pero incluyen muchas de las reacciones adversas a farmacos

graves, e incluso el 10% de ellas pueden ser mortales [27, 12].

1.3 REACCIONES DE HIPERSENSIBILIDAD ALERGICAS O ALERGICAS A
FARMACOS (RAF)

DEFINICION DE REACCION ALERGICA A FARMACOS (RAF)

La reaccidn alérgica a un farmaco es una reaccidon inmunolégicamente mediada que se
caracteriza por ser especifica del farmaco inductor, estar mediada por anticuerpos o
linfocitos, remitir al suspenderlo y ser recurrente si el paciente se vuelve a reexponer al
farmaco [31]. El organismo se sensibiliza tras una exposicion previa a ese fdrmaco y puede

existir hipersensibilidad a otras sustancias de estructura quimica similar [16]. En una
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posterior exposicion, se desencadenard una reaccién alérgica con la produccidon de
anticuerpos, activacion celular y liberacién de mediadores celulares preformados y de novo,

con la consiguiente aparicion de signos y sintomas propios de las enfermedades alérgicas.

Habitualmente son impredecibles y generalmente independientes de la dosis,
siguiendo las caracteristicas de las RAM de tipo B. Pero, pueden existir factores de riesgo

determinantes de las RAF, que pueden depender del farmaco o del paciente [32].

CLASIFICACION DE LAS REACCIONES ALERGICAS A FARMACOS

La clasificacion de las RAF resulta compleja porque por una parte existe un
solapamiento en la cronologia de las manifestaciones clinicas y por otro lado el mecanismo
patogénico puede ser heterogéneo. Sin embargo, en la practica clinica diaria resulta
esencial la clasificacion de las RAF para poder establecer los métodos de diagndstico
apropiados [33] y las indicaciones terapeuticas mas convenientes. De este modo, se podran
establecer las correctas alternativas terapéuticas en futuras administraciones de farmacos,

con el fin de limitar el riesgo de que se repita la misma RAF e incluso una mas grave.

Existen varias formas de clasificar las reacciones alérgicas:

Clasificacién basada en el tiempo de inicio de la sintomatologia clinica

Aunque se basa en la cronologia con la que aparecen los sintomas clinicos,

indirectamente también hace referencia al mecanismo responsable de la reaccion.

e (lasificacion de Levine

En 1966, Levine, clasificd las RAF dependiendo del tiempo de aparicién de los sintomas

clinicos tras la administracion del farmaco en: inmediatas, aceleradas y tardias [34].

Las reacciones inmediatas ocurren en menos de 1 hora tras la toma del farmaco y
pueden ser mediadas por anticuerpos IgE. Con esta cronologia también se manifiestan las
reacciones de hipersensibilidad a farmacos no mediadas inmunolégicamente. Las
reacciones aceleradas aparecen entre 6 - 48 horas y las tardias son aquellas que aparecen a
partir de las 48 horas tras la administracién del farmaco. En la patogenia de las reacciones
tardias, se ha demostrado que estan implicados los linfocitos T como células efectoras. Las

reacciones aceleradas son mas dificiles de diferenciar, debido al solapamiento existente con
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los otros dos tipos de reacciones. Si bien en un principio se definié a las reacciones
aceleradas como mediadas por anticuerpos IgE, las evidencias actuales apuntan a que la

mayoria son reacciones mediadas por células T [35].

Por ello, resulta mas util diferenciar las reacciones de hipersensibilidad a farmacos
como inmediatas y no inmediatas (Figura 1), incluyéndose en estas ultimas las reacciones
aceleradas y tardias. Esta evidencia practica ha sido recogida por las diferentes Academias y
Sociedades de Alergia e Inmunologia Clinica, asi como en el Consenso Internacional de
Alergia a farmacos, dando lugar a una nueva clasificacion de las RAF dependiendo del

tiempo de apariciéon de inicio de los sintomas clinicos tras la toma del farmaco [22-26].

Inmediatas No Inmediatas
<1 hora >1-72 horas
Mediadas por Mediadas por
anticuerpos IgE células T
Th2 (IL-4, IL-5, IL-10, 1L-13) Th1 (IFN-Y), IL-2, IL-12)
e  Urticaria/ Angioedema e  Eritema multiforme
e  Shock anafilactico e Exantema

e  Urticaria

e  Erupcion fija
medicamentosa

e  Vasculitis

e  Pustulosis exantémica
aguda

e  Dermatitis de contacto

e Necrdlisis epidérmica toxica

e Sindrome de Stevens
Johnson

e Sindrome de
hipersensibilidad a
farmacos

Figura 1. Clasificacidn de las reacciones alérgica a farmacos basada en el tiempo de inicio de la
sintomatologia clinica. Tomada del Tratado de Alergias. Capitulo 66. J.M. Cortada Macias y cols.
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e (Clasificacion de la World Allergy Organization (WAO)

La WAO clasifica las RAF en: inmediatas y retardadas (no inmediatas) [22].

Inmediatas: Clasicamente se manifiestan antes de haber transcurrido una hora desde
la administracion del farmaco y pueden estar inducidas por un mecanismo mediado por IgE,
correspondiendo con las reacciones de tipo | de la clasificacién de Gell y Coombs. Este
periodo de latencia de una hora identifica a la mayoria de las RAF inmediatas. Pero, en el
caso de la via oral pueden aparecer entre 1y 6 horas tras la administracién del farmaco. La
via intravenosa puede producir sintomas en segundos o unos pocos minutos tras la infusién
del farmaco, mientras que esa misma sustancia administrada via oral puede iniciar el
cuadro entre los 3 y 30 minutos en un estdmago vacio y entre los 10 y los 60 minutos si el
paciente ha ingerido alimentos. La sintomatologia clinica es muy amplia desde la afectacion
aislada de un 6rgano con sintomas cutaneos (urtiaria/angioedema), respiratorios
(broncoespasmo, rinitis), digestivos (vémitos, diarrea, dolor abdominal) hasta sintomas
sistémicos correspondientes con la anafilaxia. Las RAF inmediatas deben ser diferenciadas
de las reacciones inmediatas de hipersensibilidad a farmacos no alérgicas (no mediadas
inmunolégicamente), cuya cronologia y expresiéon clinica simula las reacciones mediadas
por IgE y para cuya nomenclatura actualmente se desestiman los términos intolerancia,

idiosincrasia y reaccion “anafilactoide” como se ha citado previamente [22-26].

Retardadas (no inmediatas): Clinicamente comienzan a partir de 1 hora después de
la administracién del farmaco, frecuentemente a partir de 24 horas y generalmente
aparecen dias después del inicio del tratamiento. La mayoria estan mediadas por células T
(tipo IV). Pero, algunas reacciones pueden iniciarse a partir de 6-8 horas tras la
administraciéon del farmaco. Las reacciones tipo Il, lll y IV, de la clasificacién de Gell y

Coombs, son consideradas retardadas.

Clasificacién basada en el mecanismo inmunoldgico que las produce

La clasificacion de Gell y Coombs [36], diferencia las RAF en funcién del mecanismo

inmunopatogénico que las produce en [12, 16, 37, 38] (Figura 2):

e Reacciones tipo I: mediadas por IgE, en las que intervienen mastocitos y/o baséfilos.
La IgE es especifica del farmaco y puede presentar reactividad cruzada con otros farmacos
de andloga estructura quimica. Sus manifestaciones clinicas son la anafilaxia, la urticaria, el

angioedemay el broncoespasmo [39 -42].
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e  Reacciones tipo ll: citotdxicas o citoliticas. Mediadas por anticuerpos, generalmente
IgG o IgM, que se unen a los determinantes antigénicos del farmaco presentes en la
membrana de células, principalmente sanguineas, produciedo citolisis (citotoxicidad
mediada por anticuerpos) por activacion del complemento o a través de células (leucocitos,
natural Kkiller). Las principales manifestaciones clinicas son las citopenias: anemia

hemolitica, trombocitopenia, neutropenia/agranulocitosis inducidas por farmacos [43- 51].

e Reacciones tipo Ill: producidas por inmunocomplejos constituidos por
farmaco/inmunoglobulinas, generalmente IgG (aunque también pueden ser IgM), que se
depositan a nivel de los vasos o de los tejidos diana y producen reclutamiento de células
inflamatorias (esencialmente neutréfilos) y activacién del complemento. Las
manifestaciones clinicas son las vasculitis por hipersensibilidad a farmacos [52] y la

enfermedad del suero (excepcionalmente presente en las RAF).

e Reacciones tipo IV o de hipersensibilidad celular. Mediadas por linfocitos T. Se
pueden subclasificar a su vez en tipos IVa - IVd [53], en funcién del los distintos patrones de
de citocinas y quimiocinas producidos por las células T (patrones caracterizados como
Th1/Th2) y de la participacion de diferentes células efectoras como los monocitos (1Va), los
eosinodfilos (IVb), los neutrdéfilos (IVd) o las células T citotdxicas, tanto CD4+ como CD8+

(IVc).

Por tanto, las reacciones de tipo IV, se pueden subclasificar en 4 tipos [54, 55]:

v' Tipo IVa: Participan células Thl con la produccién de citocinas IFN-gamma,
TNF-q, IL-12. Activacidon de monocitos/macréfagos y formaciéon de granulomas.
Es el mecanismo principal de la dermatitis alérgica de contacto (aunque
también puede estar implicado el 1Vc) pero también puede ser responsables
del Exantema Maculopapular (EMP) (también implicado en el IVc y IVb) [56,
57, 58].

V' Tipo IVb: Participan células Th2 con la produccion de citocinas IL-5, IL-4/IL-13.
Inflamacién eosinofilica. Destacan el Exantema Maculopapular y el Sindrome
de Hipersensibilidad inducido por Farmacos (Drug Reaction with Eosinophilia
and Systemic Symptoms: DRESS) [59, 60, 61], Exantema Bulloso (EB) (también

implicado el IVc), EMP (también implicado el IVcy IVa).

v’ Tipo IVc: Participan linfocitos T citotéxicos, CD4+/CD8+ (CTL)

(Perforina/granzima B). Citotoxicidad mediada por células T. Destaca el
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Sindrome de Stevens Johnson/ Necrolisis Epidérmica Téxica (SSJ/NET) [62, 63,
64], EMP (también implicado el IVb y IVa), EB (también implicado el IVb),
dermatitis alérgica de contacto (también implicado 1Va) y reacciones érgano
especificas (nefritis intersticial [65, 66, 67], miocarditis [68, 69], o hepatitis por

hipersensibilidad a farmacos [70].

v' Tipo IVd: Participan los linfocitos T (IL-8/CXCL8, GM-CSF). Inflamacion
neutrofilica. Destaca la Pustulosis Exantematica Aguda Generalizada (PEAG)

(también implicado el IVc) [61, 71, 72].

Hay que tener en cuenta que el mecanismo patogénico no estd bien establecido en
una parte de las reacciones de tipo IV [12], pero resulta definitivo que esta mediado por
células, como demuestran los estudios clinicos, inmunohistoquimicos y el andlisis de
linfocitos T especificos obtenidos de sangre periférica y de piel. Algunas entidades de
mecanismo desconocido son el exantema fijo medicamentoso [73, 74, 75] vy la
autoinmunidad inducida por farmacos, esencialmente (por su mayor frecuencia), el lupus

inducido por farmacos [76, 77, 78].
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l Hipersensibilidad a farmacos ]

[

[ Alérgicas o Inmunoldgicas ] [ No Alérgicas o no Inmunolégicas ]
| I |
" i Liberacion no especifica de histamina,
[ IgE mediadas ] [ No -IgE mediadas ] activacién no especifica complemento,
alteracién metab. ac. Araquiddénico...y
Tipo Il Gell y Coombs mecanismos desconocidos
[ Tipo | Gell y Coombs (IgE) ] (1gG, IgM) ]

| Citopenias I Urticaria, angioedema,

Urticaria, Tipo Il Gell y Coombs broncoespasmo, shock
(Inmunocomplejos)

angioedema,
broncoespasmo, Vasculitis

shock
Tipo IV Gell y Coombs
| (Linfocitos T) ]

Dermatitis alérgica de

_[ Tipo IVa (Th-1, IFN-Y) I ;l contacto,exantema ]
maculopapular (EMP)

Tipo IVb (Th-2, IgE/IgGa, Sindrome de hipersensibilidad

L5, eosindfilos) inducido por farmacos (DRESS),

Exantema bulloso (EB), EMP

Sindrome de Stevens-lohnson/
_[ Tipo IVc (Tcitotéxicos, perforina, Necrolisis epidérmica téxica

granzima B, Fas-FasL) (SSJ/NET), reacciones organo-
especificas (nefritis, miocarditis..)

_[ Tipo IVd (neutréfilos) ]—) [ Pustulosis exantémica J

aguda generalizada (PEAG)

Figura 2. Clasificacion de las reacciones de hipersensibilidad a farmacos basada en los
mecanismos inmunoldgicos o no inmunoldgicos implicados. Tomada de Expert Rev. Clin. Pharmacol.
3 (4), 539-551 (2010).

Otro punto a considerar es que el sistema de Gell y Coombs es util para clasificar las
RAF, pero hay que tener en cuenta que fue establecido antes de que se conocieran en
detalle las subpoblaciones de células T y sus funciones. Por ello, las investigaciones
inmunolégicas han evidenciado que los tres tipos de reacciones con implicacién de
anticuerpos (tipos |, Il y lll), requieren también de la participacion de células T. Ademas, en
cuanto a las RAF de tipo IV, destacar que el mecanismo implicado (en algunas de ellas) es
heterogéneo y conlleva la participacion de varios subtipos IV, como se ha mencionado

previamente.

Las RAF en su mayoria comprenden reacciones de tipo | y IV, mucho mas
infrecuentemente reacciones de tipo Il y lll. Ciertos farmacos inducen fundamentalmente
reacciones mediadas por células T, como los anticonvulsivantes y el alopurinol; otros

provocan fundamentalmente reacciones de tipo |, como los relajantes musculares. Por el
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contrario, los beta-lactamicos (BL) pueden producir cualquiera de los cuatro tipos de

reaccién [39].

El 6rgano mas frecuentemente afectado en las reacciones mediadas por células T es la
piel, pero estas reaciones pueden afectar a cualquier érgano o a varios (reacciones
cutaneas graves). Por ello, las RAF también se pueden clasificar atendiendo a la afectacion
de uno o mds drganos en RAF con manifestaciones organoespecificas y RAF con

manifestaciones sistémicas respectivamente.

Finalmente y como se ha referenciado previamente, hay que tener en cuenta el hecho
de que en las reacciones de hipersensibilidad a fdrmacos no mediadas inmunolégicamente,
la liberacidn no especifica de histamina, la activacién no especifica del complemento, una
alteracién en el metabolismo del acido araquidénico o la acumulacidon de bradiquinina,

pueden mimetizar reacciones de tipo | [29, 30, 55].

1.4 EPIDEMIOLOGIA DE LAS REACCIONES DE HIPERSENSIBILIDAD
INDUCIDAS POR FARMACOS

Las reacciones de hipersensibilidad a fdrmacos representan una parte muy importante
de la patologia iatrogénica. Su mortalidad, morbilidad y coste son, frecuentemente,

infravalorados.

Sin embargo, hay pocos estudios epidemioldgicos extensos que puedan considerarse
correctos. Por una parte, numerosas reacciones con sintomas y signos sugestivos de
patologia alérgica, son consideradas como verdaderas reacciones alérgicas, pero sin
confirmar dicho mecanismo. En otras ocasiones se realizan las investigaciones sobre
poblaciones especificas, enfermos en urgencias, ingresos hospitalarios, pacientes
ingresados, y no en poblacidn general, con lo que resulta dificil extrapolar los resultados, y

éstos deben considerarse Unicamente como orientativos [19].

En las reacciones de hipersensibilidad es particularmente complicado obtener un
diagndstico seguro por varios motivos. La historia clinica no es absolutamente fiable, ya que
de forma frecuente se toman varios medicamentos simultdneamente, las pruebas cutaneas
e in vitro no tienen la sensibilidad diagndstica adecuada y por ultimo las pruebas de
exposiciéon oral resultan costosas y lo que es mdas importante son potencialmente

peligrosas, porque comprometen la vida del paciente. Por todo ello, muchos estudios
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epidemioldgicos se basan Unicamente en la historia clinica, sin intentar confirmar la

relacion entre la exposicidn y los sintomas o demostrar el mecanismo inmune [19].

En la actualidad, el grupo de interés en Alergia a Farmacos ENDA de la Academia

Europea de Alergia e Inmunologia Clinica (EAACI) (http://www.eaaci.org/sections-a-igs/ig-

on-drug-allergy.html), estd dedicado a la investigacion de la alergia a los medicamentos en

Europa y a la publicacién de documentos de consenso y guias, como el proyecto GALENDA
gue permite la unificacién de una base de datos sobre RAM con criterios de procedimientos

estandarizados de ENDA y GA2LEN (Global Allegy and Asthma European Network).

INCIDENCIA Y PREVALENCIA

La mayoria de los estudios epidemiolégicos realizados hacen referencia a las RAM en
general y son muy pocos los realizados de manera especifica en reacciones de

hipersensibilidad en sentido estricto [19].

Durante el periodo 2011-2012, la WAO estima que las RAM afectan a la décima parte

de la poblacién mundial [27].

Algunos autores como Karch y Lasagna [79] revisaron diferentes estudios hasta 1975
con pacientes hospitalizados y atendidos ambulatoriamente en todas las especialidades
médicas, evaluando la incidencia de RAM. La incidencia comunicada en las distintas series
oscilaba entre el 1,5% [80] y el 35% [81]. Estos autores, al igual que Morales Olivas y cols,
en su revisién de mas 1.500 articulos de revistas espaiolas, llegan a la conclusién de que

soélo es comunicado un pequefio nimero de RAM [79, 80-82].

Se estima que sélo se comunican entre el 6 y el 10% de las RAM, por diferentes causas
[83]. Las causas mas frecuentes son la dificultad para reconocer una RAM, la carga de
trabajo, la falta de tiempo, el desconocimiento del sistema de farmacovigilancia y evitar
posibles conflictos. Parece que el problema principal a la hora de catalogar una
manifestacion clinica como una RAM es establecer una relaciéon causa-efecto entre el
farmaco y la reaccién. Esto resulta dificil y, en ocasiones, imposible. Segin Karch y cols.
[79], se pueden establecer las siguientes categorias de relacién causa-efecto entre el
farmaco y la reaccién: definitiva, probable, posible, condicional y dudosa. El problema

deriva que si solamente se tienen en cuenta las RAM basadas en las relaciones definitivas y
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probables, se tiende a subestimar la verdadera incidencia, mientras que si se incluyen

reacciones posibles se tiende a sobreestimarla [19].

En Espaiia, desde 1984, el Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad, a través
del Sistema Espafiol de Farmacovigilancia de medicamentos de uso Humano (SEFV-H) de la
Agencia Espanola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS), tiene como objetivo
principal reunir los casos de sospecha de RAM. Las notificaciones pueden ser efectuadas
por profesionales sanitarios o por los laboratorios farmacéuticos a través de las “tarjetas
amarillas”. Desde 2013, también se puede notificar via Internet, estando este acceso

disponible tanto para profesionales como para los propios ciudadanos [84].

La muerte por reaccidn alérgica es rara, con un riesgo estimado de 1/10.000 [19]. En
relacion a los datos de mortalidad publicados por el Centro de Farmacovigilancia de
Catalufia [85], sobre un total de 1.997 notificaciones, fueron 16 tarjetas (2,5%). Durante el
primer afio de funcionamiento del Centro de Farmacovigilancia de la Comunidad de Madrid
[86], se recibieron dos notificaciones con desenlace mortal, habiéndose evaluado 285
tarjetas amarillas. Hay que mencionar que los intentos de suicidio y los fallos terapéuticos
[87, 88] también pueden estar incluidos en las comunicaciones de reacciones fatales a
farmacos. Irey [89] selecciond 827 casos de reacciones mortales a farmacos. La valoracién
cuidadosa de los datos determind que sélo en 220 podia atribuirse con certeza la muerte a
la administracion de un medicamento. Se estima que en lItalia [90], el 1,66% de las RAM
comunicadas espontdneamente tienen consecuencias mortales. La mortalidad en nifios en

el Reino Unido [91] es del 0,37 - 1% de todas las tarjetas amarillas.

En relacidn a los distintos estudios epidemioldgicos, los trataremos por separado

segln la poblacidon sobre la que se han realizado.

Datos sobre poblacion hospitalizada

La mayoria de los estudios se han realizado en esta poblacidn. En el estudio de Bates y
cols., enfermeras y farmacéuticos del Boston Collaborative Drug Surveillance Program,
recogieron informacion de todas las RAM de 4.031 pacientes hospitalizados durante un
periodo de 6 meses. Encontraron una incidencia de RAM del 6,1%, de las cuales 41,7%
fueron graves y 1,2% condujeron a la muerte de los pacientes. Clasificaron la mayoria de las
reacciones, un 61,7%, como impredecibles, de las cuales un porcentaje podrian

corresponder a reacciones de hipersensibilidad [92].
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Classen y cols, empleando un sistema automatico de deteccién, en el LDS Hospital, de
Salt Lake City, durante un periodo de 18 meses, identificaron 731 reacciones entre 36.653
pacientes hospitalizados, de las cuales sélo un 12,3% habian sido comunicadas por los
médicos del hospital. La incidencia (un 1,8%), fue menor que en el estudio anterior. De
todas las RAM, un 13,8% fueron graves y se consideraron reacciones de hipersensibilidad

un 32,7% [93].

En un meta-analisis de 39 estudios prospectivos realizados en EE.UU. entre 1966 y
1996 llevado a cabo por Lazarou y cols., mostraron que un 15,1% de los pacientes
hospitalizados presentaban una RAM. Un 6,7% fueron RAM graves y el 3.2% motivaron un
exitus, por lo que las RAM implicaban la 42 - 52 causa de muerte en pacientes
hospitalizados. Estimaron que los ingresos hospitalarios motivados por una RAM oscilaban

entre el 3,1% y el 6,2% [94].

En el estudio prospectivo realizado en Singapur por Thong, en un total de 90.910
pacientes, se comunicaron 366 casos etiquetados de “alergia a farmacos”, de los que 210
fueron confirmados como RAF, por un alergdlogo. Las manifestaciones cutdneas fueron las
mas habituales en un 95,7%, y las sistémicas se presentaron en un 30%. Concluyeron que la
frecuencia de RAF en pacientes hospitalizados era de 4,2 por cada 1.000 hospitalizados, y la

mortalidad atribuible a RAF del 0,09 por 1.000 [95].

Pirmohamed llevd a cabo un estudio prospectivo en dos hospitales del Sistema
Nacional de Salud del Reino Unido. Se incluyeron un total de 18.820 pacientes, mayores de
16 aios, ingresados durante un periodo de 6 meses. En este estudio se encontré que un
6,5% de los ingresos estaban relacionados con una RAM, con una mortalidad del 0,15%. La
mayor parte de las RAM estudiadas, el 95%, fueron clasificadas como predecibles, y por

tanto, no relacionadas con fendmenos de hipersensibilidad [96].

En un trabajo de Einarson, en el que se revisd la bibliografia publicada durante un
periodo de 20 afios, se obtuvo que la prevalencia de admisiones en el hospital como
consecuencia de RAM oscilaba entre 0,2 y el 21,7%, con una media de 5.5% y una
mortalidad del 3,7%. Del total de RAM, un 71,5% correspondian a efectos adversos
predecibles, 11,3% a reacciones de hipersensibilidad y el 0,4% a reacciones idiosincrasicas
[97]. En la actualidad, es dificil establecer cuantas de estas denominadas reacciones de
hipersensibilidad e idiosincrasicas, se corresponden con RAF, dada la confusién en la

terminologia previamente referida.
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En el estudio de Moore [98], dirigido al analisis de la frecuencia y el coste que suponen
las RAM en pacientes hospitalizados en medicina interna, encuentran que el 3% de los
ingresos hospitalarios son debidos a RAM y el 6,6% de los pacientes hospitalizados
desarrollan una RAM. Calculan que el 5% - 9% del gasto hospitalario esta relacionado con

RAM. Hay que considerar que, en esta serie, el 77% de las reacciones fueron RAM tipo A.

Respecto a los estudios de prevalencia en poblacidon pediatrica, en el estudio de
Martinez-Mir sobre 512 ingresos de nifios menores de 2 afos, encontraron que un 4,3%
podrian haber sido motivadas por RAM. Un 14,3% de los casos presentaron
manifestaciones clinicas cutdneas. Sin embargo, no se realizaron estudios para descartar
una posible etiologia alérgica y la serie incluye manifestaciones oérgano especificas
(afectacion del sistema nervioso central: 40.5%, sintomas digestivos: 16,7%) o
caracteristicas clinicas, que podrian corresponder a efectos secundarios o a otras

enfermedades intercurrentes [99].

Kidon y See realizaron un estudio retrospectivo en Singapur que incluyé a 8.437 nifios
hospitalizados, 222 (2,6%) pacientes describieron una RAM previa. El 98% de los casos
habian presentado afectacién cutdnea. Aunque podrian corresponder a reacciones de

hipersensibilidad, no hay datos del estudio alergoldgico [100].

En el meta-andlisis realizado por Impicciatore, se recogieron 17 estudios prospectivos,
sobre RAM en varias poblaciones pediatricas (hospitalizados, atendidos ambulatoriamente
e ingresos por RAM). En nifios hospitalizados, la incidencia media de RAM fue del 9,53%, de
las cuales se consideraron graves un 12,29%. Los ingresos hospitalarios motivados por RAM
fueron del 2,09% y de ellos el 39,3% fueron RAM graves. En la poblaciéon atendida en

consultas externas, la incidencia de RAM fue del 1,46% [101].

Entre los afios 2001 y 2007, Clavenna y cols. realizaron una revision bibliografica de los
estudios prospectivos publicados sobre RAM en nifios. La incidencia de RAM fue de 10,9%
en nifios hospitalizados y del 1% en los atendidos en consultas ambulatorias. El porcentaje
de ingresos por RAM fue del 1,8%. La piel y el aparato gastrointestinal fueron los érganos
mas frecuentemente afectados y los antibidticos, los farmacos mds frecuentemente

implicados [102].
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Datos sobre poblacion general

Los datos epidemioldgicos sobre hipersensibilidad inducida por farmacos en pacientes
no hospitalizados y en la poblacién general son escasos. Hay que mencionar que son los
antibiodticos BL y los AINE los farmacos mas frecuentemente implicados en las reacciones de
hipersensibilidad a farmacos [103]. Etiolégicamente, los BL son los principales responsables
de las consultas por reacciones alérgicas a farmacos (47% del total). Los AINE, ocupan el
primer puesto en frecuencia de reacciones de hipersensibilidad especialmente en adultos

[26], ya que en niiios la primera causa son los antibidticos BL.

En Alergoldgica 2005 [104], estudio descriptivo, transversal, observacional, que se
realizé sobre 4.991 pacientes atendidos en los Servicios de Alergologia de Espana, 732
(14,67%) acudieron para estudio de alergia a medicamentos. El diagndstico de
hipersensibilidad se confirmé en el 26,6% de los casos y se descarté en el 37,2%. El 75% de
los pacientes referia sintomas cutaneos y un 10% anafilaxia. Sin embargo, estos datos no

deben considerarse como poblacionales, ya que no se trata de un muestreo representativo.

En un estudio del Comité de Alergia Cutanea de la Sociedad Espafiola de Alergia e
Inmunologia Clinica, Gaig y cols. realizaron un estudio de tipo observacional transversal,
mediante encuesta telefénica, sobre 4.949 individuos elegidos de forma aleatoria sobre
listin telefénico, aplicando control de cuotas por zona, numero de habitantes, sexo y edad
[105]. De estos individuos, el 21,6% manifestaron ser alérgicos. Las tres causas mas
frecuentes fueron los pdlenes (31,5%), los farmacos (29,4%), y los acaros del polvo

domeéstico (25,3%).

Gomes lleva a cabo un estudio transversal, durante el afio 2002 en poblacién general
adulta de Portugal, mediante un cuestionario en 2.500 sujetos, de los cuales responden
2.309. La prevalencia de alergia, comunicada por los propios sujetos, fue del 7,8%
(181/2.309). Un 4,5% se consideraban alérgicos a la penicilina u otros BL, 1,9% a aspirina u

otros AINE y el 1,5% lo asociaban con otros medicamentos [106].

En un estudio realizado en Australia entre los afios 2003-2004 se recogieron los datos
proporcionados por médicos de atencién primaria, a partir de la informacion aportada por
sus pacientes en relacidn con las RAM presentadas. El 10,4% de los pacientes (852/8.215)
habian sufrido una RAM en los 6 meses previos. Para el 71,9% de los pacientes, la RAM fue
reconocida como un efecto secundario, el 12,4% lo referian como “sensibilidad al farmaco”

y el 11.0% como alergia. El 83.5% habia presentado una Unica RAM, el 10.7% al menos 2
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RAM vy el 5,8% sufrieron 3 o mas RAM. Los médicos identificaron que un 7,6% de las RAM

fueron motivo de ingreso hospitalario [107].

Respecto a los estudios de prevalencia en nifios, hay que referir los trabajos de
Campos y cols. Se basaron en un estudio de corte transversal que incluyé a escolares entre
los 6 y los 14 afios, mediante cuestionario que se entregaba en varios centros de estudio,
cubriendo poblacidn rural y urbana, asi como de alto y bajo nivel econémico. Consiguieron
recuperar entre un 80% y 92% de los cuestionarios. En relacion con la “alergia a farmacos”,
la prevalencia detectada varié entre el 4,4% y el 9,2% segun el centro escolar. La proporcion
entre varones y mujeres fue de 1:4 [108]. Este trabajo se ha vuelto a repetir en 2004 con
idéntica metodologia. En relacién con la “alergia a farmacos” se obtuvieron prevalencias

gue oscilaban entre 4,7% vy 12,2% en base a los diversos centros [109].

Datos dependiendo del tipo de reaccion

En relacién a los diferentes tipos de reacciones de hipersensibilidad a farmacos, sélo
existen estudios epidemioldgicos sistematicos y a gran escala en el caso de la anafilaxia de
diferentes etiologias y en las reacciones cutaneas graves. Parece claro que los fdrmacos son
una de las principales causas que inducen anafilaxia [110], sin embargo, los datos sobre
incidencia de anafilaxia inducida por farmacos son limitados y la mayoria se basan en series

de casos en diferentes paises.

Una de las series mdas amplia de anafilaxia es la registrada en Holanda, que incluyé 936
casos declarados a lo largo de 20 afios [111]. En este estudio la glafenina, los AINE y los
antibidticos fueron los farmacos mas frecuentemente implicados. Recientemente también
se han publicado otras dos series de casos de anafilaxias declaradas en Francia y Portugal
[112, 113]. El estudio de Francia incluyé 333 casos recogidos por la red de Vigilancia de
Alergia de Francia. En esta serie, el 81,1% de las anafilaxias fueron ambulatorias y un 18,9%
tuvieron lugar durante la anestesia. Fue requerida la hospitalizacidn en un 94,8% de los
casos e ingreso en UCI en un 23,7%. Los antibidticos, los agentes utilizados durante la

anestesia y los AINE fueron los fdrmacos mas frecuentemente implicados [112].

En Portugal, Ribeiro y cols. realizaron un analisis retrospectivo de los casos declarados
al Sistema de Farmacovigilancia Portugués entre los afios 2000 y 2011. Encontraron 918
reacciones que cumplian los criterios de anafilaxia y estas representaban un 6% de todas las

RAM declaradas. La incidencia estimada fue de 0,79 casos por 100.000 habitantes, cifra que
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los autores valoran que esta muy por debajo de la real ya que muchas de las reacciones no
se declaran a los sistemas de Farmacovigilancia. Un 19% de los episodios requirieron
ingreso hospitalario y un 3% fueron mortales. Los antibidticos seguidos de los AINE fueron

los medicamentos mds frecuentemente implicados [113].

Un reciente estudio publicado en EEUU, incluyé a 716 pacientes atendidos en
urgencias y/o hospitalizados por una anafilaxia inducida por farmacos. Un 29% de los
pacientes requirio ingreso hospitalario y un 5% de los pacientes atendidos en Urgencias
presentd un fallo cardiorrespiratorio (un 23% de los pacientes hospitalizados). Sin embargo,
llama la atencidn que el 82% de los pacientes no fueron evaluados por ningun alergdlogo en

el ano posterior de seguimiento [114].

En relacién a las reacciones cutdneas graves, en las ultimas décadas se han realizado
varios estudios epidemiolégicos. Los primeros estudios retrospectivos, sobre casos de
SSJ/NET en hospitales, proceden de Francia y Alemania en la década de los 80 [115, 116].
Posteriormente se inicid un estudio europeo de casos-control, el estudio SCAR, sobre
SSJ/NET [117] al que mas tarde se sumaron mas paises y otras dos patologias cutaneas
graves, la PEAG y el DRESS. La mayoria de los datos proceden de este grupo Europeo de
Registro de reacciones cutdneas graves, también llamado RegiSCAR, que actualmente
incluye a investigadores de varios paises de Europa incluyendo a Espafia y también de

Israel, Taiwan y Sudafrica [118].

Se ha estimado la incidencia de SSJ/NET entre 1 - 2 casos por milléon de habitantes y
afio [119]. Sobre la incidencia de la PEAG no existen datos y los estudios que existen son de
casos-control y no poblacionales. Sin embargo, parece que esta entidad es mas frecuente
en determinados paises como Francia, lo que podria ser explicado por la mayor utilizacidn
de farmacos especificos con un riesgo elevado de producir PEAG, como en el caso del

macrolido pristinamicina [120].

En el caso de DRESS tampoco se han realizado estudios epidemioldgicos que nos
permitan conocer la verdadera incidencia. Los datos existentes sugieren que la incidencia
de DRESS relacionada con los anticonvulsivantes puede variar entre 1 de cada 1.000 a 1 de

cada 10.000 pacientes expuestos [121].

Teniendo en cuenta los diversos estudios revisados en la bibliografia, podemos

concluir que los datos epidemioldgicos para las reacciones de hipersensibilidad por
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medicamentos son imprecisos. En términos generales afectan al 10 - 20% de los pacientes

hospitalizados y hasta un 7% de los pacientes ambulatorios.

Resulta importante que estos datos se interpreten de forma cautelosa, ya que estas
reacciones no suelen ser clasificadas de forma adecuada. Es frecuente tanto el
infradiagndstico, ya que no suelen ser comunicadas correctamente; como el
sobrediagndstico, debido a que el término alergia se usa de manera indiscriminada.
Asimismo, hay que considerar que muchos de los datos disponibles no se han obtenido de

la poblacidn general, sino de enfermos ingresados o en urgencias.

Debido a la importancia de los antibidticos BL y de los AINE en las reacciones de
hipersensibilidad a fdrmacos, como ya se ha citado previamente [103], en este trabajo nos
vamos a centrar en dos grupos de reacciones de hipersensibilidad bien conocidas, las
reacciones de hipersensibilidad a los antibidticos beta-lactdmicos producidas por
mecanismos inmunoldgicos especificos y las reacciones de hipersensibilidad a
antiinflamatorios no esteroideos producidas bien por un mecanismo inmunolégico o, lo que
es mas frecuente, reacciones no inmunoldgicas secundarias a una alteracién en el

metabolismo del dcido araquiddnico.

1.5 REACCIONES ALERGICAS A LOS BETA-LACTAMICOS

1.5.1 ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS ANTIBIOTICOS BL

La administracion de antibidticos BL es la causa mas frecuente de reacciones de
hipersensibilidad alérgica mediadas por un mecanismo inmunolégico especifico [122, 123]
como se ha indicado anteriormente. De éstos, las penicilinas son el grupo mas involucrado
y mejor estudiado debido a que contintdan siendo los farmacos de eleccidon para un gran
numero de enfermedades infecciosas y probablemente los antibidticos prescritos con

mayor frecuencia en todo el mundo [124].

La familia de los BL esta formada por antibidticos naturales y semisintéticos que
inhiben fundamentalmente alglin paso de la sintesis de la pared celular bacteriana. Segun
su estructura quimica, se clasifican en dos clases mayores: penicilinas y cefalosporinas, y
cuatro menores: monobactanes, con estructura monociclica, carbapenemos,

oxacepenemos (moxalactam) y clavamatos.
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En la figura 3 se observa la estructura quimica de los BL. Todos se caracterizan por
poseer un anillo comidn de 4 carbonos denominado anillo beta-lactamico (A) que da
nombre al grupo. Las penicilinas poseen, ademas, un anillo tiazolidinico (B) de 5 carbonos,
las cefalosporinas, un anillo de dihidrotiazina y los carbapenémicos, un anillo de cinco
carbonos. Los monobactdmicos tan sélo poseen un anillo, que es el BL. Todos los BL poseen
al menos una cadena lateral que es la responsable de las diferencias dentro de cada grupo.
Las cefalosporinas y los carbapenémicos tienen dos cadenas laterales. Resulta importante
conocer que grupos diferentes tienen idénticas cadenas laterales, como ocurre por ejemplo
entre la amoxicilina y el cefadroxilo, entre ampicilina y cefalexina o entre diferentes

cefalosporinas, como por ejemplo entre la cefotaxima y la ceftriaxona.
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Figura 3. Estructura quimica de los grupos principales de antibidticos beta-lactamicos. Tomada
de Tratado de Alergias. Capitulo 70. M.J. Torres Jaén y cols.
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1.5.2 INMUNOGENICIDAD Y ALERGENICIDAD DE LOS ANTIBIOTICOS BL

Los antibidticos BL, al igual que la mayoria de los farmacos, tienen un peso molecular
demasiado pequefio para inducir una respuesta inmune por si mismos. Para hacerlo han de
unirse covalentemente a proteinas y formar un complejo hapteno-proteina y adquirir de

este modo un completo poder inmundgeno.

Como se ha indicado anteriormente, todas las penicilinas contienen un anillo BL, un
anillo tiazolidinico y una cadena lateral unida al anillo BL. Los farmacos pueden ser reactivos
o inertes y, en el caso de los BL, su caracteristica principal es que el anillo BL es
intrinsecamente reactivo, sin necesidad de un metabolismo previo. Esto ocurre porque en
circunstancias fisioldgicas, el anillo BL de la bencilpenicilina se abre de manera espontdnea,
de tal forma que el grupo carbonilo puede unirse covalentemente con grupos amida de
proteinas adyacentes, formando el grupo bencil-peniciloil (BPO). El grupo BPO constituye el
95% del producto metabolizado y es conocido como determinante principal o mayoritario
de la penicilina. Este determinante se utiliza de manera habitual en la bateria de pruebas
cutaneas para el diagndstico de hipersensibilidad a este grupo de antibiéticos. Se usa unido
a una proteina transportadora [125]. El transportador candidato para formar el grupo

IM

peniciloil “in vivo” es la albumina. “In vitro” se ha visto que la penicilina reacciona
rapidamente con cadenas de poliglicil y polilisina. Los conjugados de peniciloil con polilisina

(PPL) son los utilizados habitualmente en las pruebas cutaneas.

Durante la metabolizacién de la penicilina ademas del grupo bencil-peniciloil (BPO) se
forman otros derivados en pequefia cantidad que pueden ser también reconocidos por la
IgE de los pacientes alérgicos. Estos compuestos se denominan determinantes minoritarios
o secundarios y constituyen el 5% o menos de los productos de degradacién de la penicilina
[126]. Dentro de este grupo de determinantes se incluyen distintos derivados como la
propia bencilpenicilina, el bencilpeniciloato y bencilpeniloato, y otros como el acido
peniciloico, penicilanil, penicilenato, penamaldato, penaldato o la penicilamina. La
inmunoquimica de estos determinantes minoritarios no es tan conocida como la del bencil-
peniciloil. Sin embargo, la denominacién de “minoritarios” no implica menor importancia
inmunolégica, porque, en varios estudios se han asociado con las reacciones mas graves
[127, 128, 129]. Actualmente, en la bateria de pruebas cutdneas, se utiliza un determinante

minoritario, el peniloato sdédico ya que el resto son muy intestables.
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Se ha demostrado también la existencia de epitopos inmunogénicos importantes, no
sélo en la estructura central, sino también en las cadenas laterales que distinguen a las
diferentes penicilinas [130]. En 1967, Atsumi [131] demostrd la existencia de diferentes
poblaciones de anticuerpos IgG que reconocian distintas partes de la penicilina, tanto de la
estructura nuclear como de la cadena lateral. Otros autores también han demostrado la
existencia de una respuesta de anticuerpos con distintas especificidades. Asi, De Haan
[132], mediante la produccién de anticuerpos monoclonales identific6 3 epitopos
principales en la molécula de penicilina. Uno de los Ac monoclonales mostré una elevada
especificidad por la cadena lateral, otro reacciond con todas las penicilinas nativas (lo que
sugiere especificidad para la estructura central binuclear), mientras que el tercero
reconocio la estructura de unidn entre la penicilina y la proteina, con influencia de la
cadena lateral. Es importante tener en cuenta que aunque los anticuerpos IgE reconozcan
una parte concreta de la molécula de penicilina, para un reconocimiento éptimo podria ser
requerida la molécula completa. Por tanto, los determinantes antigénicos de la penicilina
podrian considerarse como un abanico de especificidades que abarcarian la molécula

entera con variaciones dependientes de la cadena lateral y del anillo tiazolidina.

La existencia de una respuesta especifica de cadena lateral puede tener implicaciones
diagndsticas y de tratamiento importantes. Es decir, un paciente que presente una
respuesta inmune frente a un determinante de cadena lateral de una penicilina diferente
de la bencilpenicilina, podria tolerar la administracion de otros derivados con diferente
cadena lateral y presentaria una respuesta negativa en las pruebas cutdneas con los

determinantes usados de manera general.

En las reacciones no mediadas por IgE, los epitopos antigénicos de las penicilinas que
desencadenan dichas reacciones han sido menos estudiados y son peor conocidos. Estas
reacciones se manifiestan fundamentalmente como exantemas maculopapulosos y en un
porcentaje cercano al 90% son secundarios a la administracién de aminopenicilinas. En su
mayoria, no es posible demostrar un mecanismo inmunolégico, y es frecuente que
posteriormente los pacientes toleren estos antibidticos. En determinados casos, estas
reacciones no mediadas por IgE estaran producidas por un mecanismo de hipersensibilidad

retardada o tipo IV.

Las cefalosporinas tienen una inmunoquimica mucho mas compleja que la de las
penicilinas y los determinantes antigénicos que desencadenan la respuesta inmunoldgica

son menos conocidos. Los grupos amino de proteinas también reaccionan con el anillo BL
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de las cefalosporinas para formar conjugados inmunogénicos, pero probablemente los
determinantes se forman sélo de manera transitoria antes de degradarse a estructuras
simples a diferencia de las penicilinas. Por otra parte, parece que las cefalosporinas pierden
la estructura del anillo tras la accion de las beta-lactamasas, lo que podria generar la

formacién de determinantes hapténicos Unicos para las cefalosporinas.

La reactividad cruzada entre cefalosporinas seguird los mismos principios que en las
penicilinas, y si los anticuerpos IgE reconociesen solamente la estructura central sin tener
en cuenta la estructura de la cadena lateral, existiria reactividad cruzada entre todas las
cefalosporinas. Sin embargo, como la estructura de las cadenas laterales, R1 y R2, es
diferente en las distintas cefalosporinas, la reactividad cruzada puede producirse a través
de la cadena lateral R1, en cefalosporinas con cadenas laterales iguales (cefalexina, cefaclor
y cafaloglicina) o similares (cefaclor y cefadroxil); o bien por el reconocimiento de la
estructura R2 (cefalexina y cefradina, o cefalotina y cefotaxima). Asi pues, teniendo en
cuenta varios trabajos publicados entre los que destacan un estudio [133] realizado con
suero de sujetos alérgicos a cefaclor y un trabajo realizado por Romano y cols. [134], la
reactividad cruzada entre distintas cefalosporinas parece ser inferior a la encontrada entre

penicilinas.

Por otro lado, si la respuesta inmunoldgica se encuentra dirigida frente a la estructura
central binuclear, existird una importante reactividad cruzada entre las cefalosporinas y las
penicilinas. Sin embargo, en las cefalosporinas los anticuerpos dirigidos contra las
estructuras de la cadena lateral tienen una mayor importancia inmunolégica. Podemos
afirmar que la reactividad cruzada in vivo entre penicilinas y cefalosporinas con diferente
cadena lateral es de aproximadamente un 10% y puede aumentar a mas de un 30% cuando
las cadenas laterales son idénticas. Los estudios in vitro pueden sobrestimar la presencia de
reactividad cruzada [135]. La reactividad cruzada con las cefalosporinas de segunda vy

tercera generacién parece ser mucho menor aun.

El aztreonam, BL monobactamico, también es capaz de reaccionar con proteinas y
parece que la respuesta inmunoldgica es especifica de cadena lateral. La reactividad
cruzada entre el aztreonam vy el resto de los antibidticos BL es baja, ya que el aztreonam
carece del segundo anillo adyacente al ndcleo beta-lactdmico. En un trabajo realizado en
pacientes con fibrosis quistica e hipersensibilidad a BL, que toleraron el aztreonam, 2/19

pacientes presentaron una reaccion en una segunda exposicion [136].
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Los carbapenemos (imipenem, meropenem o ertapenem) son BL de amplio espectro
con los que inicialmente se constaté una elevada reactividad cruzada con las penicilinas.
Asi, en un estudio, Saxon y cols. [137] demostraron mediante pruebas cutaneas, reactividad
cruzada con las penicilinas en un 50% de pacientes estudiados. Sin embargo, en los ultimos
afos se han publicado varias series de pacientes alérgicos a penicilinas en los que la

reactividad cruzada con carbapenemos fue muy baja [138, 139].

El acido clavuldnico es un inhibidor de la beta-lactamasa, que se ha formulado siempre
con otras penicilinas y se ha considerado durante mucho tiempo como poco inmunogénico.
Sin embargo, en los ultimos afios, debido probablemente al gran aumento en la utilizacién
de amoxicilina junto con el clavuldnico, se han descrito varias series con pacientes con
hipersensiblidad especifica a acido clavulanico [140] y buena tolerancia a atros antibidticos

BL [141, 142].

1.5.3 TIPOS DE REACCIONES DE HIPERSENSIBILIDAD A BL

Las reacciones de hipersensibilidad a antibidticos BL son variadas y se han descrito los
cuatro tipos de reacciones inmunolégicas definidas por Gell y Coombs y comentadas

previamente:

- Reacciones de hipersensibilidad inmediata o tipo I: se producen por la interaccion

de los determinantes antigénicos de la penicilina con anticuerpos IgE especificos
preformados que se encuentran unidos a los mastocitos y/o baséfilos mediante los
receptores de alta afinidad de dichas células. La interaccidn de los determinantes
con los anticuerpos IgE especificos dara lugar a la liberacién de mediadores
desencadenando cuadros de urticaria, edema laringeo, broncoespasmo llegando

incluso a reacciones anafilacticas.

- Reacciones de tipo |l o mediadas por anticuerpos citotoxicos: los determinantes de

la penicilina pueden unirse a la membrana de las células circulantes a través de 1gG
o IgM y del complemento, lo que lleva a su destruccidn. Este tipo de reacciones
desde el punto de vista clinico consisten en cuadros de anemia hemolitica,

neutropenia o trombocitopenia.
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- Reacciones de tipo Ill o por inmunocomplejos: estas reacciones se producen por la

formacidon de inmunocomplejos entre I1gG e IgM y los determinantes de la
penicilina unidos a proteinas, principalmente albumina. Estos inmunocomplejos
circulantes pueden activar el complemento y producir dafio tisular. Incluyen
afectacién cutdnea en forma generalmente de exantema, artralgias, adenopatias,
fiebre y afectacion renal. En este tipo de reacciones se incluiria la enfermedad del

suero.

- Reacciones de hipersensiblidad celular o tipo IV: el mecanismo propuesto para

este tipo de reacciones, es una respuesta mediada por células T y en las biopsias
cutdneas se ha demostrado la presencia de un infiltrado inflamatorio con linfocitos
T CD4 y CDS8 (48, 49, 50). Un ejemplo de este tipo de reacciones es la dermatitis de

contacto en respuesta a las penicilinas.

Dado que los mecanismos que desencadenan la mayoria de las reacciones alérgicas a
las penicilinas estan mediados por IgE o por células T, desde un punto de vista mds practico
se ha propuesto otra terminologia que clasifica las reacciones en inmediatas y no
inmediatas, incluyendo estas Ultimas a las reacciones aceleradas y tardias, como ya ocurria

en la clasificacidn de las reacciones de hipersensibilidad a farmacos en general.

1.5.4 DIAGNOSTICO DE HIPERSENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS BL

La realizacidon de un diagndstico correcto nos permite detectar aquellos sujetos que
realmente presenten un estado de hipersensibilidad a este grupo de antibidticos. El grupo
ENDA ha propuesto varios algoritmos diagndsticos para la evaluacidon de las reacciones

inmediatas [143] y no inmediatas a los antibidticos BL [144] (Figura 4).

La evaluacién diagndstica de estos pacientes se basa en una descripcién detallada de
los sintomas, que se puede obtener de los propios pacientes, de familiares en el caso de los
nifios, o de informes clinicos. Existen datos primordiales que siempre se deben intentar
recoger: el tiempo transcurrido entre la toma del farmaco y la reaccion y el tipo de
sintomas. Lo primero es fundamental para clasificar las reacciones en inmediatas o no
inmediatas y lo segundo para definir el tipo de reaccion. El tiempo transcurrido desde que
ocurrié la reaccién hasta el estudio alergoldgico es un punto importante de la anamnesis,

ya que la sensibilidad de los métodos diagndsticos en las reacciones inmediatas disminuye
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con el tiempo, no asi en las reacciones no inmediatas, en las cuales la positividad persiste
en la mayoria de los pacientes. Ademas, se debe preguntar la edad, sexo, historia de atopia,
presencia de alergia a otros farmacos, historia familiar de alergia, fdrmacos que esté
tomando el paciente, ultima tolerancia a los BL, dosis y via por la que el fdrmaco indujo la
reaccion, cuanto tiempo llevaba tomdandolo antes del comienzo de la reaccion, el
tratamiento recibido para la reaccién y si habia presentado episodios similares previos

[145].
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Figura 4. Algoritmo diagndstico de las reacciones de hipersensibilidad no inmediatas a BL.
Tomado de Tomada de Allergy, 2004: 59: 1153-1160.

Sin embargo, aunque la historia clinica continda siendo una herramienta util en el
diagnédstico de alergia a estos antibidticos, debe apoyarse en otras técnicas diagndsticas.
Entre las técnicas para el diagndstico disponemos de métodos “in vivo” (pruebas cutaneasy
de exposicion controlada) y de otros métodos “in vitro” (determinacién de IgE especifica,
test de degranuacién de basdfilos, test de liberacién de histamina, la produccion de

sulfidoleucotrienos antigeno especifica o el test de estimulacidn alergénica celular).
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1.5.4.1 METODOS “IN VIVO”

PRUEBAS CUTANEAS PARA EL DIAGNOSTICO DE HIPERSENSIBILIDAD
INMEDIATA A BL

Las pruebas cutdneas constituyen la técnica basica para el diagndstico de las
reacciones de hipersensibilidad mediadas por Ig a antibidticos BL. Las reacciones
inmediatas, a pesar de no ser las mas frecuentes, constituyen el porcentaje mas alto de

estudio en los servicios de Alergologia [104].

En las reacciones mediadas por IgE, la sensibilidad y especificidad de las pruebas
cutaneas, es variable y existen pocos trabajos que aborden especificamente este tema. El
porcentaje de respuestas positivas puede variar no sélo en diferentes poblaciones sino
también a lo largo de los afios. Estudios realizados en nuestro pais, han descrito una
disminucién de la sensibilidad de las pruebas cutdneas a lo largo del tiempo con cifras que

caen del 77,7% en estudios iniciales hasta el 22% en otros mas recientes [146, 147].

Parece claro que la frecuencia mads elevada de pruebas cutaneas positivas se encuentra
en pacientes con antecedentes personales muy sugestivos de reacciones inmediatas, como
ocurre en los casos de urticaria y anafilaxia y también cuando ha transcurrido un pequefo
intervalo de tiempo entre la reaccién clinica y la realizacidon de las pruebas cutaneas [148,
149]. Sin embargo, en aquellos sujetos sin antecedentes de reaccién el porcentaje de

positividad se reduce entre un 2 - 7% [149, 150].

Por otro lado, y como ha sido mencionado anteriormente, la frecuencia de positividad
de las pruebas cutaneas es inversamente proporcional al tiempo transcurrido desde la
reaccion clinica. En ausencia prolongada de estimulo antigénico, el porcentaje de individuos
cuyas pruebas cutdneas se negativizan es variable. En un estudio llevado a cabo por Finke
[151], el porcentaje de resultados positivos era del 73% cuando las pruebas eran realizadas
en los tres primeros meses y descendia a un 25% cuando la evaluacién se realizaba de 5 a

10 afios después.

Una prueba positiva es sugerente de que el paciente va a presentar una reaccién con la
administracién del antibidtico. Sin embargo, se han realizado pocos estudios de pruebas de
exposicién con el farmaco en sujetos con pruebas positivas, por el riesgo que esto conlleva.
En estos escasos estudios [148, 149, 152], las pruebas cutdneas positivas fueron predictivas

de sensibilizacidn clinica entre un 50% a un 70% de los pacientes con antecedentes de
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reaccién con penicilinas. También se ha demostrado una alta especificidad de las pruebas
cutaneas, apareciendo una reaccion clinica entre un 0,7% a un 7% de los casos en los cuales

las pruebas cutdneas fueron negativas y se ha administrado el antibidtico [153, 154].

La penicilina G y sus productos de degradacién reaccionan con proteinas séricas o
tisulares que llevan a la formacion de antigenos completos que ya tienen capacidad para
inducir una respuesta IgE especifica. EI determinante mayoritario o principal de la
penicilina, bencilpeniciloil (BPO) unido a un transportador no inmunogénico, como la
polilisina, da lugar al complejo peniciloilpolilisina (PPL), utilizado de forma habitual como
reactivo para las pruebas cutaneas, las cudles son capaces de detectar entre un 35% a un

70% de sujetos alérgicos a penicilina [155].

Sin embargo, la bencilpenicilina puede formar otros determinantes antigénicos
adicionales en pequenas cantidades, los denominados determinantes antigénicos
minoritarios o secundarios (MDM). Estos determinantes minoritarios se han asociado con
reacciones inmediatas graves, por lo que la utilizacion del determinante principal
exclusivamente puede dejar sin diagnosticar a los pacientes con estas reacciones graves.
Como determinante minoritario actualmente se utiliza el penicilioato sddico ya que otros

anteriormente comercializados se ha demostrado que eran muy inestables.

La sensibilidad y el valor predictivo de las pruebas cutdneas, aumenta con la utilizacion
conjunta de los determinantes antigénicos principales y secundarios. Pero, como hemos
citado anteriormente, existen epitopos antigénicos distintos para los diferentes BL, por lo
que la utilizacidn de otros compuestos como material para pruebas cutaneas, aumenta su
sensibilidad diagndstica. Ademas, la utilizacién de otros compuestos ha llevado a demostrar
gue un nimero significativo de pacientes, responde de manera especifica a un determinado
antibidtico, las llamadas reacciones selectivas. Asi, Van Dellen y cols. (1970) [156] realizaron
un estudio de pruebas cutdneas usando determinantes principales y secundarios de
bencilpenicilina, ampicilina y meticilina, y se encontraron tanto pacientes que respondian a
todos los reactivos como sujetos que respondian sélo a un tipo especifico de penicilina. En
el estudio de Solley y cols. (1982) [153], un 17% de los pacientes presentaban reacciones
positivas con preparaciones de ampicilina y meticilina pero negativas con los determinantes
principales y secundarios de la bencilpenicilina. Otro autor, Silviu Dann (1993) [157],
también encontré que un 47,6% de los pacientes con pruebas cutaneas positivas mostraba

una respuesta cutanea selectiva con determinantes especificos de cadena lateral. Ya en
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nuestro pais, el grupo de Blanca y cols., [146] encuentran un 31% de pacientes con

hipersensibilidad selectiva a aminopenicilinas.

El grupo ENDA ha publicado las normas para la realizacion e interpretacidon adecuada
de las pruebas cutdneas, incluyendo las técnicas, reactivos, concentraciones y criterios de
positividad [143]. Cuando las pruebas se realizan correctamente, utilizando los reactivos,
las dosis y la técnica adecuada, los riesgos de reaccidn son escasos y las contraindicaciones
de la realizacion de estas pruebas son las tipicas de las pruebas cutdneas con
medicamentos. Pero, hay que tener en cuenta, que puede tener lugar una reaccion
sistémica entre un 0,4 a un 4% de los sujetos [158] la cual puede ser grave e incluso
comprometer la vida del paciente. Por ello, las pruebas deben ser realizadas siempre por
personal especializado y con acceso a medicacion y equipo médico para el manejo de una

posible anafilaxia.

PRUEBAS CUTANEAS PARA EL DIAGNOSTICO DE HIPERSENSIBILIDAD NO
INMEDIATA A BL

En este grupo se incluirian todas las reacciones que no estan mediadas por IgE, y que
suceden con un intervalo de tiempo superior a una hora tras la toma del farmaco. Las
reacciones aceleradas y tardias descritas anteriormente se incluyen en este tipo de
reacciones. Las reacciones mas comunes, no suelen ser graves e incluyen normalmente los
exantemas maculopapulosos, seguidos de la urticaria [159] y son las aminopenicilinas los BL
mas frecuentemente implicados en ambos tipos de reacciones, induciendo sobre todo,
reacciones especificas de cadena lateral [160, 161, 162]. En muchos casos, no es posible
asociarlas con un mecanismo inmunoldgico. Sin embargo, existen varios estudios que han
demostrado que en un determinado numero de pacientes, se trataria de reacciones de
hipersensibilidad retardada (tipo 1V) asociadas a una respuesta celular T con positividad en
las pruebas cutdneas con parches o en las pruebas intradérmicas de lectura tardia [134,

160, 161].

Tenemos que tener presente que aunque estas reacciones pueden estar producidas
por cuadros virales, pueden aparecer reacciones alérgicas verdaderas durante un
tratamiento con una aminopenicilina y que se pueden inducir tras la readministracion del

farmaco implicado [160, 161].
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En pacientes con reacciones no inmediatas por farmacos, la evaluacién clinica resulta
mucho mas compleja por diversos motivos. El intervalo de tiempo prolongado entre la
toma del farmaco y la reaccidn hace que se pierda y se olvide mucha informacién, y por ello
no quede registrada en los informes clinicos. Otro inconveniente es la gran diversidad de
cuadros clinicos, complicando mucho mas la anamnesis. Los cuadros cutdneos son, en
ocasiones, indistinguibles de cuadros virales e incluso la reaccién se puede producir por la
coexistencia de fdrmacos e infeccién por virus. Es por ello, que en este tipo de reacciones la
anamnesis ha de realizarse de una forma cuidadosa, intentando recoger la mayor cantidad
de informacidn posible. La evaluacién diagndstica en las reacciones de hipersensibilidad no
inmediata incluye la realizacién de pruebas cutaneas y de exposicion, ya que el papel de los

métodos diagndsticos in vitro es controvertido.

Ya hace afios, Levine describid la existencia de pruebas cutaneas intradérmicas tardias
positivas, en pacientes con exantema cutdneo [34]. Son numerosos los estudios que
describen las pruebas epicutaneas en parche [161, 163]) e intradérmicas [164, 163] como
método diagndstico en las reacciones no inmediatas por farmacos. Sin embargo, se ha
demostrado, en midltiples articulos que la sensibilidad de las pruebas cutdneas
intradérmicas es mayor que la de las pruebas epicutdneas en parche [165, 166, 167],
ademas, las pruebas cutaneas intradérmicas presentan muchas ventajas ya que el paciente
puede ir monitorizando su propia respuesta, permiten valorar también la respuesta
inmediata y son mas faciles de preparar que las epicutdneas en parche. Las pruebas
intraepidérmicas (prick) no resultan utiles en las reacciones no inmediatas y parece que su

Unico valor es descartar la existencia de reacciones inmediatas.

En la bibliografia, la mayoria de los estudios encuentran que los pacientes con pruebas
cutaneas tardias positivas en intradermorreaccién o epicutdneas en parche, presentan un
resultado negativo con los determinantes principales y secundarios de la penicilina [160,

134, 168], mostrando positividad Unicamente con aminopenicilinas.

En todas las pruebas positivas es optativa la realizacién de una biopsia cutdnea para
confirmar el infiltrado inmunolégico. La posibilidad de aparicién de alguna reaccion
sistémica con la realizacién de las pruebas cutaneas [167, 169] es mucho menor que en el

caso de las reacciones inmediatas.

Hay resultados con BL, particularmente con aminopenicilinas, que muestran que la
hipersensibilidad tardia puede ser una condicién de larga duracién y que parece no estar

influida por el intervalo de tiempo entre la Ultima reaccion adversa y la realizacién de los
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test alergolégicos [161, 134, 170]. Esto difiere de las reacciones de hipersensibilidad
inmediatas, que tienden a desaparecer con el tiempo si se evita el farmaco responsable

[148, 149, 152, 171].

La sensibilidad de las pruebas cutdneas intradérmicas es mayor que la de las
epicutaneas en parche como ya se ha mencionado previamente. En cuanto a la
especificidad de las pruebas cutaneas, tanto intradérmicas como epicutaneas en parche es
muy elevada, con pocas posibilidades de falsos positivos. Ademas es importante destacar
que la sensibilizacién de las pruebas cutaneas permanece durante muchos afios en estos
pacientes con reacciones de hipersensibilidad no inmediata [160, 161], y son pocos los

estudios en los que se describe un porcentaje minimo de negativizacion.

En la revision de Romano y cols. [144], en la que participa el grupo ENDA, consideran
gue las pruebas epicutdneas en parche y las pruebas intradérmicas son las herramientas
usadas en la evaluacion de las reacciones alérgicas no inmediatas a BL, en particular,
exantemas pustulares o bullosos, con o sin afectaciéon de 6rganos. Los test intradérmicos
parecen ser mas sensibles en el diagndstico pero menos especificos en relacion a las
pruebas epicutaneas en parche. En el caso de reacciones positivas, ha de evitarse siempre
la administracion de BL. Pacientes con sintomas leves, pero estudio alergolégico negativo,

podrian ser candidatos a los test de provocacidn.

PRUEBAS DE EXPOSICION CONTROLADA

Debido a que la sensibilidad de las pruebas cutaneas y los métodos in vitro disponibles
en la actualidad no son dptimos, se necesitan otros métodos que confirmen el diagndstico
de hipersensibilidad a BL. El Unico método disponible hoy por hoy es la prueba de

exposicién controlada bajo un estricto control médico [143, 172].

Ante unas pruebas cutaneas negativas, habitualmente, el estudio debe proseguir
mediante la administracion del antibidtico implicado en la reaccidn previa presentada por
el paciente. La administracién del antibidtico se realizara de forma controlada, con dosis
progresivamente crecientes a intervalos habitualmente horarios y bajo supervision
continua del personal médico que realiza el estudio. Asi, en caso de producirse una
reaccién el paciente se encontraria en una unidad con los medios y el personal sanitario

necesario para actuar de forma rdpida y adecuada.
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Aberer y cols. en conjunto con el grupo ENDA [173] definen los principios y
fundamentos generales de la prueba de exposicién controlada y proponen algoritmos vy
recomendaciones basadas en evidencias de los datos publicados en la bibliografia. En
ocasiones, la prueba de provocacién constituye la Unica herramienta para confirmar la
hipersensibilidad a farmacos y establecer un diagndstico seguro. La busqueda de una
relacion causa-efecto resulta esencial y con frecuencia incluye la realizacion de la prueba de
exposicidn controlada. En cualquier caso, siempre ha de calcularse el riesgo-beneficio de la
realizacion de la prueba teniendo en cuenta todas las contraindicaciones y consideraciones
éticas. Segun este grupo [173], la realizacion de la prueba de exposicidon ha de seguir los
criterios establecidos y protocolos perfectamente definidos para los diferentes grupos de
farmacos por un lado y los signos clinicos de hipersensibilidad por el otro. Resulta
importante tener en cuenta las limitaciones de esta prueba, que puede conducir a
resultados falsos positivos o falsos negativos, e incluso una prueba de exposicion negativa

no garantiza la tolerancia de ese farmaco en el futuro.

1.5.4.2 METODOS “IN VITRO”

DETERMINACION DE IgE ESPECIFICA

El descubrimiento de la IgE en 1967, junto con el desarrollo de técnicas de
radioinmunoanalisis supuso un gran avance en el campo de la Alergologia. La deteccion de
IgE especifica frente a conjugados de penicilina fue descrita inicialmente (1971) por Wide y
Juhlin [174]. Ambos autores emplearon conjugados de penicilina G y V acoplados a

albumina sérica humana (HSA).

En la actualidad, existen multiples métodos para la cuantificacién de anticuerpos IgE
especificos a BL, pero los mas usados son los inmunoanalisis, como radioinmunoanalisis
(RIA), el enzimoinmunoandlisis (ELISA), o el fluoroinmunoandlisis (FEIA), siendo los mas
validados el RIA, fundamentalmente el radioallergoabsorbent test (RAST), y el FEIA
mediante el método Cap-System (CAP) [175-179]. Todos se basan en la deteccién de

complejos hapteno-molécula transportadora-anticuerpo.

La sensibilidad de esta técnica varia en los diferentes estudios y parece que en los
ultimos afios esta sensibilidad esta disminuyendo. Podemos afirmar que la sensibilidad del

CAP en el momento actual es inferior a lo que se habia pensado previamente, sin alcanzar
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en términos generales el 40% [180]. Aunque los estudios existentes [181, 182] que
comparan las pruebas cutdneas y los métodos de determinacidn de IgE especifica in vitro
no son totalmente equivalentes, parecen destacar la inferior sensibilidad de este ultimo

método diagndstico con respecto a las pruebas cutdneas.

Las principales ventajas de la determinacion de Igk especifica son que el alérgeno una
vez fijado a la fase sdlida es estable, que los resultados se expresan de forma cuantitativa,
permitiendo de este modo que se puedan comparar. Ademas son técnicas que no suponen
ningun tipo de riesgo para el paciente y no se encuentran influenciadas por la medicacién u

otros factores externos como la existencia de patologias cutaneas graves.

Sin embargo, en la deteccién de IgE especifica frente a medicamentos surgen
problemas habituales, por una parte, la naturaleza no proteica del antigeno, existiendo
dificultades de fijacién a la fase sdlida, y por otra, la dificultad para conocer con exactitud
las transformaciones a las que se enfrenta el fdrmaco en el organismo asi como la

estructura concreta del hapteno-transportador que se fija a la fase sélida.

Otras causas que pueden influir en el bajo porcentaje de positividades, es el bajo nivel
de IgE que presentan habitualmente los pacientes, lo que requiere métodos muy sensibles
para la deteccién de IgE especifica. Ademds, la presencia de anticuerpos anti-BPO
disminuye de forma rapida tras la reaccidn, de una forma mas rapida que la observada en

las pruebas cutaneas [183, 184].

Por otra parte, aparecen resultados falsamente negativos en pacientes con altos
niveles de 1gG, que pueden unirse al alérgeno de manera competitiva con los anticuerpos
IgE. También se pueden encontrar falsos positivos en aquellos pacientes con niveles
elevados de IgE total en suero (>500 o 1000 Ul/ml), debido a la fijacion inespecifica de esa

IgE total al alérgeno unido a la fase sélida [155].

Es importante destacar que los estudios existentes que utilizan los determinantes
minoritarios de la penicilina [185], penicilinas semisintéticas y cefalosporinas, han
demostrado un incremento en la frecuencia de resultados positivos, y una gran
heterogeneidad en los Ac IgE especificos. También se han encontrado diferencias en los

resultados dependiendo del hapteno utilizado [186].

Con respecto a los pacientes con respuesta selectiva a la amoxicilina (AX) que se
encuentra dentro del grupo de aminopenicilinas, aquellos con pruebas cutdneas

exclusivamente positivas con AX suelen tener el inmunoanidlisis positivo exclusivamente
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con AX [146], siendo probablemente, estos métodos los mas precisos para la identificacion

de las reacciones selectivas a la cadena lateral.

1.6 REACCIONES DE HIPERSENSIBILIDAD A LOS AINE

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINE) forman una clase heterogénea de
farmacos pertenecientes a diferentes grupos quimicos (Tabla 1). Como grupo, estos
farmacos tienen diferentes acciones antiinflamatorias, analgésicas, antipiréticas y
relacionadas con la inhibicidn de la funcion plaquetaria. El principal mecanismo de accidn
de los AINE es la inhibicidn de la prostaglandina G/H sintetasa (o ciclooxigenasa, COX) que

cataliza la conversidn del acido araquiddnico a PG (10 TA).

Tabla 1. Clasificacidon quimica de algunos AINE.

GRUPOS QUIMICOS DE AINE |

Acidos carboxilicos Acetilados: acido acetilsalicilico
No acetilados: diflunisal, salsalato

Acidos acéticos Diclofenaco, indometacina, tolmetin, sulindaco, ketorelaco
Acidos propiénicos Ibuprofeno, naproxeno, ketoprofeno, fenbufeno, flurbiprofeno,
carbrofeno y suprofeno
Acidos antranilicos Acido flufenamico, dcido mefenamico, dcido meclofendmico y
acido nuflimico
Oxicames Piroxicam, sudoxicam, tenoxicam e isoxicam
Pirazolonas Metamizol (dipirona), propifenazona y fenilbutazona
No acidicos Nabumetona

1.6.1 DEFINICION Y CLASIFICACION DE LAS REACCIONES ADVERSAS A
AINE

Son varios los términos que se han usado para definir las reacciones adversas no
predecibles producidas por AINE: intolerancia, idiosincrasia, pseudoalergia o alergia [187].
Sin embargo, en la actualidad, teniendo en cuenta las recomendaciones de nomenclatura

internacional, el término mds apropiado es el de hipersensibilidad [188, 189]. Estas
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reacciones de hipersensibilidad se dividen en dos grupos en funcién del mecanismo

implicado: inmunolégico o no inmunoldgico [190].

Las no inmunoldgicas o no alérgicas son las denominadas anteriormente reacciones de
intolerancia o idiosincrasia, son las mas frecuentes. En estas reacciones, el mecanismo de
actuacién de los AINE es por inhibicidn de la enzima ciclooxigenasa (COX-1). Se producen
alteraciones en la biosintesis de los eicosanoides, en concreto, una sobreproduccién de
leucotrienos cisteinilicos. Es importante mencionar que todos los AINE que tienen
capacidad para inhibir la COX-1 son susceptibles de producir sintomas, existiendo
reactividad cruzada entre ellos independientemente de su estructura quimica. Las
inmunolégicas o alérgicas, se han denominado también reacciones selectivas, son
reacciones limitadas a un AINE en particular o a un grupo de AINE con una estructura
quimica similar, mostrando una buena tolerancia a otros AINE con estructura diferente. Son
reacciones mediadas por un mecanismo inmunoldgico, ya sea por anticuerpos IgE

especificos (humoral) o por linfocitos T efectores (celular) [191].

Stevenson y cols., en el 2001, proponen una clasificacién de las reacciones de
hipersensibilidad a AINE, como intento de unificacién de todas las existentes hasta ese
momento [192]). Dicha clasificacion ha servido de base a la propuesta recientemente por la

EAACI, que clasifica las reacciones de hipersensibilidad a AINE de la siguiente manera [193]:

1. Enfermedad respiratoria exacerbada por AINE (EREA): Se caracteriza por la
aparicién de sintomatologia respiratoria (asma y/o rinitis) producida por AINE en
pacientes con patologia respiratoria de base (rinitis, pdlipos nasales y/o asma
bronquial). Cabe destacar que presenta un patrén de reactividad cruzada a
multiples AINE con estructura quimica diferente.

2. Urticaria/angioedema exacerbada por AINE o Enfermedad cutanea exacerbada
por AINE (ECEA): Son pacientes con urticaria crénica idiopatica que desarrollan
habones e incluso angioedema tras la exposicidn a AINE. Al igual que EREA
presenta reactividad cruzada entre diferentes AINE que no se relacionan
estructuralmente.

3. Urticaria/angioedema inducida por AINE: Se trata de reacciones de tipo cutdneo
(urticaria y/o angioedema) inducidas por AINE que no se asocian a urticaria
crénica como enfermedad concomitante subyacente. En ocasiones las reacciones

pueden ser muy graves, llegando incluso a la anafilaxia. Al igual que los dos tipos
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anteriores presenta un patron de reactividad cruzada a multiples AINE no
relacionados en su estructura quimica.

4. Urticaria/angioedema o anafilaxia selectivas por AINE: Son aquellas reacciones
producidas por un farmaco especifico o AINE con una estructura quimica muy
similar, presentando buena tolerancia a AINE con estructura quimica diferente.
Los sintomas pueden ser solamente cutaneos hasta la anafilaxia.

5. Reacciones retardadas selectivas por AINE: reacciones en las que el intervalo de
aparicion de los sintomas es superior a 24 horas. Son producidas por un farmaco
especifico o por diferentes AINE con una estructura quimica muy similar, pero

presentan buena tolerancia a AINE con estructura quimica diferente.

1.6.2 EPIDEMIOLOGIA DE LAS REACCIONES DE HIPERSENSIBILIDAD A
AINE

Los AINE son considerados actualmente el grupo de farmacos mds frecuentemente
implicado en reacciones de hipersensibilidad a medicamentos [194, 195]. En cifras
generales, se considera que la hipersensibilidad a AINE afecta al 0,5 - 1,9% de la poblacion
general [196, 106]. Existe mucha controversia en lo referente a la prevalencia de la
hipersensibilidad a los AINE en los pacientes asmaticos. Si nos centramos en aquellos
estudios que incluyen pacientes evaluados exclusivamente mediante la historia clinica, las
cifras de prevalencia oscilan entre el 4 y el 11% [197, 198]; sin embargo, si el diagndstico se
basa en la prueba de exposicidn oral controlada, la prevalencia aumenta hasta el 21% [199].
En aquellos pacientes con asma bronquial y poliposis nasal, la prevalencia de

hipersensibilidad a AINE puede alcanzar hasta el 25,6% [200].

Las reacciones mejor estudiadas en las que se han centrado la mayoria de los estudios,
son las que afectan a la via respiratoria, aunque las mas frecuentes son las de tipo cutaneo
[201], resultando afectada entre un 0,07% - 0,3% de la poblacidon general [193, 202]. El
porcentaje de hipersensibilidad a AINE en pacientes con urticaria crénica de base puede
alcanzar hasta el 30% [203, 204]. Por el contrario, la prevalencia de urticaria aguda inducida
por AINE en sujetos sin enfermedad cutanea de base es desconocida, aunque hay un
estudio [205] en que se incluyeron a 261 pacientes adultos sanos, de los que 94, un 36%,

desencadenaron algun tipo de reaccidn adversa cutanea a algun AINE.
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Teniendo en cuenta las reacciones de hipersensibilidad selectiva a un AINE especifico,
la prevalencia varia entre un 0,1% y 3,6% de los sujetos que toman AINE intermitente o de
forma crénica por un dolor agudo [194, 206, 207]. Revisando la bibliografia, los datos
disponibles hacen referencia exclusivamente a las reacciones inmediatas o anafilacticas. En
este sentido, se refleja que los AINE son el principal [208, 209] o el segundo grupo
farmacolégico [210] responsable de dichas reacciones. Las reacciones de tipo sistémico
pueden ser inducidas por todos los AINE [205, 207, 211, 212]. El grupo de las pirazolonas
son las que con mayor frecuencia, desencadenan reacciones selectivas inmediatas a AINE
[199, 111, 213]. Los inhibidores de la COX-2 también pueden inducir reacciones de
hipersensibilidad, aunque la prevalencia es mucho mds baja, se estima alrededor de un
0,008% [214]. En el caso de las reacciones selectivas no inmediatas, la prevalencia es
desconocida y reacciones graves como el eritema multiforme, la necrolisis epidérmica
téxica, el sindrome de Stevens Johnson y el sindrome de DRESS inducidas por AINE son muy

raras [215].

1.6.3 PATOGENIA DE LAS REACCIONES DE HIPERSENSIBILIDAD A AINE

Se han implicado tanto mecanimos inmunoldgicos como no inmunolégicos. A
continuacién definiremos las diferentes patologias asociadas a las reacciones de

hipersensibilidad a AINE describiendo el mecanismo implicado en cada caso.

o Enfermedad respiratoria exacerbada por AINE (EREA)

La patogénesis de la rinitis y asma inducida por AINE resulta compleja y no del todo
conocida. A dia de hoy se admite que la enfermedad se caracteriza por una alteracion en el
metabolismo del acido araquiddnico, y como consecuencia, se produce la sintesis y
liberacion de una gran cantidad de leucotrienos cisteinilicos o cisteinileucotrienos (CisLT)
por eosindfilos y mastocitos en la mucosa de los érganos diana [216]. Paralelamente, se
incrementa la densidad de receptores de los leucotrienos cisteinilicos (CisLT-R) en las
células inflamatorias de la mucosa [217] y una alteracién en el metabolismo de las

prostaglandinas (PG) [218, 219, 220, 221].

El 4cido araquiddnico puede metabolizarse mediante dos vias enzimaticas: en una de
ellas interviene la COX y da lugar a la formacidn de prostaglandinas; y en la otra participa la

lipooxigenasa que es responsable de la sintesis de leucotrienos (Figura 5). Existen al menos
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dos isoformas de la COX, COX-1 y COX-2, codificadas por distintos genes. La isoforma
constitutiva, COX-1, se expresa en muchos tejidos y érganos y esta implicada en funciones
fisiolégicas y de homeostasis, mientras que la forma inducible COX-2 es inducida por
numerosos estimulos pro-inflamatorios [222]. Todos los AINE convencionales bloquean,
tanto la COX-1, como la COX-2, sin embargo, cada uno de los AINE muestra una marcada
selectividad por una u otra isoforma enzimatica. El bloqueo de COX, y sobre todo de COX-1,
en individuos susceptibles, parece ser el pilar sobre el que se sostiene la patogénesis de las
reacciones por AINE en pacientes con EREA. Szczeklik [223] propuso una hipétesis en la
cual, la inhibicién de la COX-1 por los AINE, en pacientes con enfermedad respiratoria
rinitis-asma, induce un descenso de PGE2 que lleva a la sobreproduccién de leucotrienos

cisteinilicos.

Los efectos biolégicos de estos CisLT reproducen muchos de los aspectos clinicos,
anatomopatoldgicos y patogénicos del asma. Los CisLT derivan del metabolismo del acido
araquiddnico, éste se oxida por la 5-lipoxigenasa en los leucocitos activados para formar el
leucotrieno inestable LTA4. En neutréfilos, LTA4 es hidrolizado por la LTA4-hidrolasa para
formar LTBA4. El LTB4 es transformado en monocitos, mastocitos, eosindfilos y baséfilos por
la LTC4 sintasa en LTC4, precursor de CisLT. El LTC4 es exportado fuera de la célula y
convertido en LTD4 y este se transforma en el metabolito final estable LTE4. Los niveles de
LTE4 en orina de pacientes con EREA son entre 3 y 5 veces mas altos y pueden llegar a ser

hasta 100 veces superiores tras la administracidon de AAS.
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corticoides A2
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Figura 5. Mecanismo de actuacidon de los AINE mediante inhibicion de la COX. Tomada de
Tratado de Alergias. Capitulo 73. N.R. Ortega Rodriguez y cols.

Otro elemento clave en la patogénesis del asma inducida por AINE es la PGE2 y su
poderoso efecto de retroalimentacion negativa sobre la 5-lipooxigenasa. En las células
epiteliales e inflamatorias de las vias aéreas, la sintesis de PGE2 se suprime como
consecuencia de la inhibicion de COX-1 y el efecto de retroalimentacién negativo sobre la 5-
LO desaparece. Esto se asocia con un incremento en las sintesis y liberacién de CisLT, que
parece ser el principal desencadenante en la sobreproduccién de LT, con la consiguiente

reaccioén en el tracto respiratorio.

Existen varios genes candidatos que podrian estar implicados hacia una predisposicién
genética para desarrollar EREA, algunos alelos HLA, varios SNP en el receptor 1 de los CisLT,
LTC4S, receptores de tromboxanos, el receptor para PGE2, el factor de transcripcién T-box
o el promotor del factor de necrosis tumoral alfa [224]. Sin embargo, ninguno de ellos, esta

asociado fuertemente con EREA.
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e Enfermedad cutanea exacerbada por AINE (ECEA)

El mecanismo implicado en las reacciones cutdneas desencadenadas por AAS y otros
AINE, parece estar relacionado también con la inhibicidon de la COX-1, y del mismo modo
que las reacciones respiratorias, por una sobreproduccion de CisLT. Dicha teoria se ha visto
reforzada al observar que los pacientes con urticaria crénica e intolerancia a AAS, tenian
niveles mas elevados en orina de LTE4 tras la administracion de este farmaco respecto a los
paciente con urticaria crénica que lo toleran [225, 226]. Se sugiere que la urticaria crénica
asociada a hipersensibilidad a AINE, se podria relacionar con algin proceso autoinmune.
Asi, Asero observd que mds del 90% de los pacientes con urticaria crdnica e intolerancia a

AINE, muestran pruebas cutaneas positivas con suero y plasma autélogos [227].

e Urticaria/angioedema inducida por AINE

En este tipo de reacciones a multiples AINE, el mecanismo implicado parece ser
desconocido. Sin embargo, debido a que son pacientes que reaccionan con diferentes
farmacos con un mecanismo comun desde el punto de vista farmacoldgico, la inhibicion de
la COX-1 podria ser también la responsable de la patogénesis en este tipo de reacciones
[228]. Se ha sugerido que la hipersensibilidad a AINE podria preceder al desarrollo de una
urticaria crénica [229] en algunos casos, aunque hay pocos datos que puedan apoyar esta

hipétesis.

Del mismo modo que en la EREA, se han descrito varios polimorfismos de genes
generalmente relacionados con el metabolismo del acido araquiddnico asociados con un

mayor riesgo de desarrollar una urticaria aguda con multiples AINE [230, 231].

e Reacciones inmediatas selectivas a AINE

En este tipo de hipersensibilidad, los pacientes presentan urticaria, angioedema y/o
anafilaxia inducida por un AINE especifico o varios relacionados estructuralmente, con
buena tolerancia a otros AINE con estructura quimica diferente. El patrén clinico de
sintomas asi como el periodo de latencia orientan, en muchos casos, hacia un mecanismo
mediado por IgE. Aunque se ha demostrado la presencia de IgE especifica a pirazolonas
mediante pruebas cutdneas y pruebas in vitro [201, 232], la deteccién de IgE especifica en
otros grupos de AINE es desconocida [212]. Entre los AINE que con mayor frecuencia van a

inducir este tipo de reacciones destacan las pirazolonas, diclofenaco, paracetamol,
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ibuprofeno y naproxeno. Hay que mencionar, que han sido publicados algunos casos de

shock anafilactico por celecoxib [233, 234].

e Reacciones retardadas selectivas a AINE

Pese a que no existe un numero suficiente de estudios sistematicos asociados a
reacciones retardadas inducidas por AINE, la mayoria de los casos apuntan a un mecanismo
de hipersensibilidad tipo IV [235] con una respuesta mediada por linfocitos T. Los farmacos
que con mayor frecuencia se asocian con este tipo de reacciones son las pirazolonas, los

acidos arilacéticos y los acidos propidnicos [201].

1.6.4 DIAGNOSTICO DE HIPERSENSIBILIDAD A AINE

Los métodos mas utilizados en el diagndstico de hipersensibilidad a AINE son la historia

clinica, métodos in vivo como las pruebas cutaneas y las pruebas de exposicién controlada.

HISTORIA CLINICA

Constituye la primera aproximacion diagndstica y continda siendo una herramienta
muy util para el diagndstico de reacciones de hipersensibilidad [236] al igual que en el caso
de los antibiéticos BL. Deben registrarse todos los sintomas presentados por el paciente y
resulta muy importante la obtencidon de datos como la morfologia y localizacion de las
lesiones cutdneas y/o afectacidn de diferentes 6rganos, el intervalo de tiempo transcurrido
entre la administraciéon del farmaco y la aparicion de la reaccidn, los medicamentos
implicados y tolerados posteriormente al episodio, asi como la via de administracién y el

numero de episodios presentados.

Si el paciente ha presentado dos o mas episodios sugestivos de hipersensibilidad con
mas de dos AINE con estructura quimica diferente, se puede establecer el diagnéstico de
idiosincrasia o intolerancia a AINE [236]. Actualmente el término apropiado es el de
hipersensibilidad a AINE. En el caso de pacientes que presentan reacciones de tipo
respiratorio, suele acompanarse de antecedentes previos de asma o rinosinusitis [237], con
lo que se puede establecer el diagndstico de EREA [238, 239]. Los pacientes con reacciones

de tipo cutaneo (urticaria/angioedema), pueden referir antecedentes previos de urticaria
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cronica idiopatica que empeora tras la administracion de los AINE [240], estableciendo

entonces el diagndstico de ECEA.

Cuando los pacientes presentan uno o varios episodios con un tUnico AINE o varios del
mismo grupo quimico, pero se desconoce la tolerancia al inhibidor potente de la COX-1
diferente al implicado en los episodios previos, el didgndstico no puede establecerse
exclusivamente mediante la historia clinica. Si por el contrario, se conoce el patrén de
tolerancia a otros AINE con diferente estructura, se puede establecer el diagndstico de

hipersensibilidad selectiva.

PRUEBAS CUTANEAS

En el caso de las reacciones de hipersensibilidad no alérgicas, debido a que el
mecanismo implicado no es inmunolégico, sino consecuencia de la inhibicion de la enzima
COX-1 como se ha descrito previamente, las pruebas cutdneas no tendrian utilidad. Sin
embargo, en aquellos casos en los que no se puede excluir mediante la historia clinica una
reaccion selectiva, puede resultar util la realizacién de este tipo de pruebas sobre todo en

el caso de sospecha de reaccién por pirazolonas.

En las reacciones agudas, segun las recomendaciones, hay que comenzar realizando
una prueba con puncién o intracutdnea; en el caso de que ésta sea negativa, se realizara
una prueba intradérmica. Hay que tener presente que durante la realizacion de las pruebas
cutaneas en general y de las pruebas intradérmicas en particular, pueden aparecer
reacciones sistémicas. En la inmensa mayoria de los casos, este tipo de reacciones se
desencadenan inmediatamente a la realizacion de la prueba cutanea y se controlan con la

administracion de tratamiento.

No existe una normativa universalmente aceptada y validada para la realizacion de las
mismas, lo que desencadena la existencia de una amplia variabilidad en la sensibilidad y
especificidad para los distintos AINE. Asi, la realizacion de pruebas cutaneas, tanto
intracutdneas como de intradermorreaccién demuestran su utilidad en el diagndstico de
hipersensibilidad a AINE en pacientes con sospecha de alergia a pirazolonas. Esto se ha
confirmado mediante diversos estudios que ponen de manifiesto la validez de las pruebas
cutaneas en el diagndstico de hipersensibilidad a pirazolonas [232, 241]. Respecto al resto

de los AINE, la presencia de pruebas cutdneas positivas se ha demostrado en casos aislados
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0 en pequefios grupos de pacientes, y no existen extensos estudios que demuestren su

validez [242, 212, 243].

Parece que la sensibilidad de las pruebas cutdneas a pirazolonas disminuye con el
tiempo [244, 245, 246], por tanto, la realizaciéon de las pruebas lo antes posible tras la

aparicidn y posterior resolucién de la misma, contribuye a mejorar la sensibilidad.

En las reacciones retardadas, hay que tener en cuenta que las pruebas intradérmicas
requieren lecturas posteriores de la respuesta cutdnea a las 24, 48 y 72 horas. Las pruebas
epicutaneas o del parche con el farmaco implicado, constituyen un buen método de
diagndstico en las reacciones retardadas por su sencillez y seguridad. El mayor
inconveniente es que estas pruebas no estan suficientemente estandarizadas, presentando
una sensibilidad y especificidad variable [247, 248]. Las pruebas epicutaneas son
especialmente utiles en el estudio de la dermatitis de contacto, pudiendo encontrarse
resultados positivos en los casos de exantemas maculopapulares, en la pustulosis

exantematica aguda generalizada y en los exantemas fijos.

PRUEBAS DE EXPOSICION CONTROLADA (PEC)

Como ya se ha descrito previamente para los antibiéticos BL, se consideran el patrén
de referencia para el diagndstico de las reacciones alérgicas a farmacos. Debido a la
importancia que tiene la realizacion de estas pruebas, sus indicaciones han sido bien
establecidas por el grupo ENDA [173] y serian: confirmar o excluir el diagndstico de alergia
en aquellos pacientes en los que no existan otras pruebas alergoldgicas disponibles o
concluyentes, y proporcionar una alternativa terapeutica segura en aquellos casos en los
que se ha confirmado una reaccidn alérgica a farmacos. Sin embargo, pese a la existencia
de estas indicaciones, la controversia mantenida acerca de la realizacidn de las PEC es muy
grande. Algunos autores, se muestran a favor de la realizacién de la prueba y otros
consideran que existe un elevado riesgo de desencadenar reacciones graves de tipo
anafilactico, y por ello, no la recomiendan. Por tanto, lo que si resulta evidente, es la

evaluacidn detallada y minuciosa de cada paciente antes de la realizacién de una PEC [193].

En cualquier caso, las pruebas de exposicidn controlada deben ser realizadas siempre
bajo estrictas normas de seguridad, debido al elevado riesgo que pueden desencadenar,
como reacciones asmaticas graves e incluso reacciones anafilacticas. Por ello, deben ser

realizadas por médicos con una elevada experiencia y en centro hospitalario con todos los

64



iNTR ODVCCiON

medios y recursos disponibles para una rdpida y segura actuacién ante cualquier posible

complicacién que pudiese surgir.

Dependiendo de la via de administracion del AINE podemos hablar de PEC nasal,
bronquial y oral. Hay que tener en cuenta que no existe un protocolo aceptado de forma

unanime para la realizacién de las mismas.

PRUEBAS IN VITRO

Se han propuesto varias pruebas in vitro para el diagndstico de las reacciones agudas a
AINE, pero ninguna de ellas con un valor diagndstico validado a dia de hoy. No hay estudios
publicados suficientes y los que existen, estan realizados en pequefias series de pacientes,
que permitan demostrar la utilidad de estas pruebas para el diagndstico de las reacciones
de hipersensibilidad a AINE. Actualmente, no son pruebas utiles para el diagndstico de
rutina de las reacciones no mediadas por mecanismos inmunolégicos especificos y quedan
restringidas para las selectivas agudas. Entre ellas se encuentran las siguientes: liberacién
de sulfidoleutrienos, test de activacion de baséfilos, determinacidn de anticuerpos IgE en

suero y test de transformacion linfocitaria.

1.7 POLIMORFISMOS DE GENES DE CITOCINAS Y REACCIONES DE
HIPERSENSIBILIDAD A FARMACOS

Las reacciones de hipersensibilidad inducidas por fdrmacos son consideradas procesos
multifactoriales que dependen de una compleja interaccién entre factores genéticos y
ambientales [249]. Factores ambientales como edad, sexo, ingesta de alcohol, alteraciones
preexistentes e infecciones virales son determinantes relevantes en el desarrollo de
reacciones de hipersensibilidad inducidas por farmacos. Ademds de estos factores, la
susceptibilidad genética es un probable determinante en la gravedad y en el patrén de las
manifestaciones clinicas en estas reacciones [250]. Sin embargo, los factores genéticos
subyacentes al riesgo de desarrollar reacciones de hipersensibilidad a farmacos, todavia no
se conocen bien. En los ultimos afios se han identificado numerosos genes relacionados con
reacciones de hipersensibilidad a farmacos. Los estudios de polimorfismos en dichos genes

han intentado determinar su influencia en el desarrollo de la alergia a farmacos.
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Los factores genéticos implicados en mecanismos mediados por IgE, han sido
estudiados principalmente en la hipersensibilidad a BL y dichos mecanismos, aparecen
relacionados co n polimorfismos en genes del antigeno leucocitario humano (HLA A2 y HLA
DRB3) [251], en genes de citocinas (/L4, IL13, IL4RA, IL10, TNFA, IFNG e IL18) [261, 262, 263,
264, 265, 267, 268, 273, 289, 269, 270, 271, 274, 284, 288], en el gen del receptor de alta
afinidad para IgE (FceR1beta) [252] y en los genes NOD1 y NOD2, sugiriendo su vinculacion
con los mecanismos que subyacen en el proceso inflamatorio y/o en la atopia [253]. Las
reacciones de hipersensibilidad tardias mediadas por células T también han sido asociadas

en la bibliografia con variantes de genes HLA [251, 254].

Estudios farmacogenéticos relacionados con reacciones de hipersensibilidad a AINE, y
en concreto, con hipersensibilidad a la aspirina, ponen de manifiesto la identificacién de
distintos predictores, como genotipos HLA [255, 256], un polimorfismo en el promotor del
gen que codifica FceR1 [257, 258], variantes en genes que codifican enzimas de la via del
acido araquiddnico [259, 260] y polimorfismos de genes de citocinas (TGFbetal, TNFa, IL10
e IL4) [314, 315, 330, 318, 332, 333, 319].

En este trabajo, nos centraremos en posibles variantes génicas en determinados genes
que codifican citocinas y que podrian estar relacionadas con reacciones de hipersensibilidad

a antibidticos beta-lactamicos y a antiinflamatorios no esteroideos.

1.7.1 POLIMORFISMOS Y REACCIONES DE HIPERSENSIBILIDAD A BL

Como se ha comentado previamente, la alergia a fdrmacos en general, y las reacciones
de hipersensibilidad a penicilinas en particular, constituyen una afeccién multifactorial,
cuya gravedad depende de factores genéticos y factores ambientales. Se ha postulado que
la interaccidon entre factores ambientales y genes especificos durante la exposicion al medio
ambiente en la vida temprana, contribuye al posterior desarrollo de la alergia. En
numerosos estudios, algunos loci y genes candidatos han sido asociados de una forma
indirecta con reacciones de hipersensibilidad a penicilinas, incluyendo FceR18, IL4RA, IL4,
IL5, IL13, IL10 y TNFA. No obstante, los genes candidatos asociados a reacciones alérgicas a
penicilinas y el significado de las variaciones genéticas en estos genes contintan siendo

procesos en gran parte desconocidos.
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En la busqueda de estos genes candidatos resultan particularmente atractivos los
genes que codifican citocinas por su implicacion en la respuesta inflamatoria asociada a las

reacciones de hipersensibilidad a BL.

El balance Th1/Th2 desempefia un importantisimo papel en los fendmenos de alergia
inducidos por BL, en particular, en la prevalencia de respuestas Th2, y por tanto la sintesis
de citocinas producidas por células Th2 en reacciones de hipersensibilidad inmediata y en
las respuestas Th1, con la sintesis de citocinas secretadas por células Thl en reacciones de
hipersensibilidad tardia. El mayor nimero de trabajos publicados, se centran en reacciones
de hipersensibilidad inmediata y por tanto la busqueda de genes que codifican citocinas, se
dirige a aquellas que participan en la sintesis de IgE, asociado al cambio de isotipo a IgE por

las células B.

El cromosoma 5 contiene numerosos genes candidatos que desempefian un papel
potencialmente importante en el proceso inflamatorio, cuyos productos estan asociados
con reacciones de hipersensibilidad inmediata a BL, como IL-4, IL-13, IL-3, IL-5 e IL-4R. En
particular, se ha propuesto /L4 como un buen gen candidato por su papel bdsico en la
produccién de IgE y en la induccién de la inflamacién. Marsh y cols. [261] han sugerido que
IL4 y genes proximos en el cromosoma 5 regulan la producciéon de IgE mediante la
activacion de células Th2. Un polimorfismo en la regiéon promotora, -589 C>T del gen /L4, ha
sido asociado con niveles elevados de IgE total en suero en un estudio llevado a cabo por
Rossenwasser y cols. [262]. Otro candidato ideal de susceptibilidad en la enfermedad
alérgica y atopia, es el gen que codifica la subunidad alfa del receptor de /L4 (IL4RA), por su
papel en la transmisién de sefales de IL-4 e IL-13 y por su funcidn clave en la produccién de
IgE y el desarrollo de las células Th2. Una sustitucidn de un aminodcido en IL-4Ra
(glutamina->arginina) en la posicién 576 de la proteina, se encontré que esta asociado con

atopia [263].

El grupo de Qiao y cols. [264], llevaron a cabo un estudio para evaluar el posible papel
de polimorfismos de /L4 y de IL4RA modulando la respuesta alérgica a penicilinas.
Encontraron una asociacién del polimorfismo Q576R del gen de /IL4RA con reacciones
alérgicas a penicilinas, en concreto del alelo que codifica Glutamina en posicién 576 (Q576)
de IL4RA y a su vez este alelo se relaciona con la expresién de IgE especifica frente a
penicilinas. Sin embargo, este grupo no puede confirmar la asociacidon del polimorfismo -

589 C>T de /L4 con la alergia a penicilinas.
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En un estudio dirigido por Huang y cols. [265], también confirmaron la asociacién del
polimorfismo GIn576Arg del gen de IL4RA con la alergia a penicilinas y asociaron otro SNP
(le75Val A>G) de IL4RA que implica un cambio de aminoacido (isoleucina->valina) con
sintomas de urticaria. El andlisis de haplotipos del gen que codifica IL-4Ra (posiciones

Q576/175) mostro asociacidn con reacciones alérgicas a penicilinas.

Kerdine y cols. [266], han sugerido que la diferenciacidon a Thl o Th2 en la respuesta
inmune a penicilinas podria ser impulsada por la cinética y los niveles de IL-4 en mayor
medida que por los niveles de IFN-y. En un estudio realizado por Brugnolo y cols. [267],
creen que las citocinas Th2 desempefian un papel importante en las reacciones adversas
inducidas por BL, incluso en aquellas reacciones en las que las manifestaciones clinicas se

producen de forma tardia y el mecanismo mediado por IgE es indemostrable.

Apter y cols. (2008) llevaron a cabo un estudio [268] basado en la hipétesis de que
polimorfismos en L4 (rs2070874, rs734244, rs2243291, rs12186803, rs10062446,
rs2299010 y rs11740584), IL4R (rs1805010), /L10 (rs1800871 y rs1800872) y LACTB
(rs1126309, rs1566660, rs2652820, rs2729835 y rs34536322), se asocian con alergia a
penicilinas. Este grupo ha descrito que la hipersensibilidad inmediata a penicilinas tiene
influencia genética relacionada con los polimorfismos en /IL4. Ademas, han sugerido que /L4
contribuye a la alergia a penicilinas independientemente de la contribucién de otros
factores como los antecedentes familiares de alergia a penicilinas o los antecedentes
personales de reacciones a otros farmacos. Este grupo ha incluido el estudio de /L10 en sus
analisis. IL-10 es una citocina producida por células T reguladoras y monocitos que inhibe la
produccién de citocinas Thl y Th2 y promueve la supervivencia, proliferacién y
diferenciacion de células B. Respecto a los polimorfismos en la regién promotora de /L10 e
IL4R, este grupo ha obtenido resultados contradictorios, sin encontrar ningun tipo de
asociaciéon significativa con reacciones alérgicas a penicilinas, frente a otros estudios

previamente publicados [269, 270].

Respecto a los estudios citados con anterioridad que analizan principalmente
polimorfismos en la regién promotora del gen IL10, hay que destacar el trabajo llevado a
cabo por Guglielmi y cols. [269] y el estudio dirigido por Qiao y cols. [270]. El grupo de
Guglielmi y cols. [269], analizd varios SNP que han sido asociados previamente con asma,
atopia o niveles elevados de IgE en suero en el contexto de reacciones inmediatas a BL: -
589C>T,-34C>T del gen de IL4; -1512C>T, -1112C>T, Argl30GIn del gen de /L13; lle75Val,
GIn576Arg del gen de IL4Ra [263] y -819C>T, -592C>T del gen de /L10. Encontraron que el
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riesgo de desarrollar reacciones inmediatas a antibidticos BL esta asociado de forma
significativa con polimorfismos en la region promotora del gen IL10 e IL4RA cuando estas

reacciones, estan vinculadas con atopia en mujeres.

El estudio dirigido por Qiao y cols. [270], apoya el crucial papel que desempeiia IL-10
en la alergia a penicilinas y el balance Th1/Th2. Las citocinas producidas por células Thl
como IFN-y e IL-2, inhiben la secrecidn de citocinas Th2, mientras que las citocinas Th2, IL-4,
IL5, IL-10 e IL-13 inhiben la secreccion de citocinas Thl. Sin embargo, IL-10 tiene una
funcién inhibitoria tanto a citocinas producidas por Thl como por Th2. IL-10 dirige la
reaccion alérgica con el ajuste del balance Th1/Th2. Qiao y cols. realizaron un estudio de
asociacion entre niveles de IL-10 en suero, dos SNP en su regidn promotora (-1082A>G, -
819C>T) y anticuerpos especificos en pacientes con alergia a penicilinas. Los resultados
analizados, mostraron que los pacientes con IgE o IgG especifica positiva tienen bajos
niveles de IL-10, observandose una correlacion inversa entre IL-10 e IgE en pacientes con
alergia a penicilinas. Estos mismos resultados ya fueron informados por Makela y cols.
[271], lo que aumenta el peso de los mismos. Qiao y cols. en este estudio [270] encontraron
gue el SNP en posiciéon -1082 A>G en la regidn promotora de /L10 estd asociado con la
produccién de IgE especifica en pacientes con alergia a penicilinas, mientras que el

polimorfismo -819 C>T estaria asociado con IgG especifica en la alergia a penicilinas.

En todos los trabajos revisados [269, 270, 271, 272] se sugiere la importancia de IL-10
en la prevencidn, diagndstico e inmunoterapia de la alergia a penicilinas y otras

enfermedades atdpicas.

Otro estudio dirigido por Gueant-Rodriguez y cols. [273] evidencié que combinaciones
de polimorfismos en genes de /L13 (R130Q y -1055/-1111C>T) y de IL4RA (I150V, S478P y
Q551R) influyen en los niveles de IgE en general y muestran una asociacidn con reacciones
de hipersensibilidad inmediata a BL. El elevado nivel de IgE detectado en los pacientes de
esta poblacidn italiana, sugiere que se deberia investigar mas a fondo la influencia de la

atopia en las reacciones de hipersensibilidad inmediata a BL.

El grupo anterior dirigido por Gueant-Rodriguez, también ha llevado a cabo un estudio
[274] acerca de la asociacion del polimorfismo -308 G>A del gen de TNFA con la alergia a BL
mediada por IgE. El factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) es una citocina pleiotrépica que
interviene en numerosos aspectos inmunoldgicos. Se trata de una molécula que ejerce un
claro efecto proinflamatorio. Los resultados evidencian que el genotipo GG de TNFA en

posicién -308 tiene un mayor riesgo de asociacidn con reacciones alérgicas inmediatas a BL,
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pero no identifican ninguna asociacién con el nivel de IgE total. Ademds demostraron que el

alelo A de TNFA -308 se asocia con una produccion de Igk especifica frente a BL.

Hay que tener en cuenta, que los estudios mencionados y revisados hasta el momento
se centran en aquellos polimorfismos de citocinas sintetizadas por células Th2 y su
asociacion con reacciones de hipersensibilidad inmediata a BL mediadas por IgE. En relacidn
a una respuesta Thl y la busqueda de citocinas dirigidas hacia este tipo de respuesta, el
IFN-y tiene un papel central regulador en este proceso. El IFN-y, es producido por linfocitos
T activados y células NK, suprime directamente la sintesis de IgE e inhibe el proceso de
desarrollo de células Th2. El IFN-y ejerce varios efectos biolégicos a través de su unién en la
superficie de las células al receptor 1 (IFNR1) en combinacién con su via de transmisidn de
sefiales y al IFN-y receptor 2 (IFNR2) [275, 276]. La unidon de IFN-y al receptor activa una via
de transmisiéon de sefiales intracelular, la cual conduce la expresién de varios genes,

incluyendo el factor 1 regulador de IFN-y (IRF-1).

Se ha sugerido una cierta predisposicion entre los genes IFNG, IFNR1, IFNR2 e IRF1 y
algunas entidades como el asma y la atopia [276, 277, 278, 279, 280]. Otros autores han
informado de una fuerte asociacidon entre polimorfismos del gen del IFNG y del IFNR1 y
enfermedades inflamatorias como la susceptibilidad y severidad de la artritis reumatoide
[281], sin embargo, Constantin y cols. [282] no lograron confirmar esta asociacién y con la
susceptibilidad al lupus eritematoso sistémico [283]. Parece que el IFNG y sus genes
asociados deben ser responsables de una predisposicion inherente a reacciones de

hipersensibilidad a penicilinas.

Es importante mencionar un estudio [284] en el que se determinaron los niveles de
IFN-y en el suero de pacientes chinos con alergia a penicilinas y se analizaron dos
polimorfismos: una repeticién CA en el primer intrén del gen INFG y un SNP en el codén 14
del gen del IFNR1 que codifica el cambio Val/Met. Encontraron que la frecuencia del alelo
que codifica Metl14Val en pacientes alérgicos a penicilinas es significativamente mas baja
qgue en controles, lo que apoya la teoria de que este alelo tiene un papel protector en la

poblacién no alérgica a penicilinas.

Otra citocina importante es IL-18, producida por monocitos, macréfagos y células
dendriticas. Esta citocina, a través de la activacion de ciertas células T favorece la liberacion
de abundante IFN-y y participa en la inmunidad celular mediante la activacién de células
NK. La combinacién de IL-18 e IL-12 inhiben la produccién de IgE e IgG1 dependiente de IL-4

y promueven la produccidn de 1gG2. Kruse y cols. [285] asociaron varios SNP en la regién
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promotora (-137G>C) y en el exdn 2 (113T>G y 127C>T) del gen que codifica IL-18 con rinitis
alérgica. Por otra parte, IL-18 desempefia un importante papel en asma y dermatitis atépica
[286, 287]. El papel de los polimorfismos en el gen que codifica esta citocina en las
reacciones alérgicas a penicilina, sigue siendo en gran parte desconocido. En el estudio
llevado a cabo por Ming y cols. [288], investigaron si el gen que codifica para esta citocina
seria un gen candidato en su posible asociacion a reacciones de hipersensibilidad a
penicilinas. Concluyeron que polimorfismos en la regién promotora -607A>C y -137G>C de
IL18 mostraban una asociacién con la susceptibilidad de alergia a penicilinas. En concreto el
alelo Ay el genotipo AA del polimorfismo -607 de /L18 se observaron con mas frecuencia en
pacientes con reacciones alérgicas a penicilinas que en controles. Para el polimorfismo -
137G>C, el alelo C es un elevado factor de riesgo en reacciones de hipersensibilidad a
penicilina. Ademas niveles elevados de IL-18 en suero se han asociado con alto riesgo de
reacciones alérgicas a penicilinas. Estos resultados sugieren el importante papel de IL-18 en

las reacciones de hipersensibilidad a penicilinas en la poblacidn china.

Uno de los ultimos estudios publicados que abordan este tema, realizado por Cornejo-
Garcia y cols. [289], destaca porque evaluaron marcadores bioldgicos y genéticos de atopia
como factores de riesgo de reacciones de hipersensibilidad inmediata a BL en poblacién
espafiola. Se han analizado los polimorfismos de genes de TNFA, IL13, IL4RA, IL4 y LACTB.
Los datos obtenidos mostraron que marcadores de atopia, IgE total, IgE especifica frente a
acaros y polimorfismos (I50V y Q551R) de /L4RA, fueron predictores de reacciones de
hipersensibilidad inmediata a BL. La influencia de la sensibilizacion a alérgenos ambientales
frecuentes en un drea geografica determinada abre nuevas ideas en los mecanismos de
hipersensibilidad a BL y podria contribuir a explicar la elevada prevalencia de alergia a BL en

el sur de Europa.

Recientemente, se ha publicado un estudio [253] en el que se ha analizado la
asociacion de los genes de dominio de oligomerizacién de unién a nucledtidos tipo 1y 2
(NOD1 y NOD2) con reacciones alérgicas a BL. Parece que polimorfismos en NOD1 y NOD2
podrian influir en la alergia a BL mediante su vinculacién con vias que participan en la

inflamacién y/o atopia a través de mecanismos que necesitan ser aclarados.
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1.7.2 POLIMORFISMOS Y REACCIONES DE HIPERSENSIBILIDAD A AINE

El acido acetil salicilico (AAS), es uno de los AINE que con mayor frecuencia causan
reacciones de hipersensibilidad, y el mas estudiado. La patogenia de las reacciones de
hipersensibilidad no inmunoldgicas al AAS, implica la inhibicién de la ciclooxigenasa por la
aspirina u otros AINE, dando como resultado un aumento en la produccién de leucotrienos
(LTs), potentes mediadores inflamatorios sintetizados a partir del acido araquidénico a
través de una via secuencial. Se reconoce claramente que la sintesis de LTs esta asociada
con el desarrollo y la progresién de AIA (asma inducida por aspirina o en la terminologia
actual EREA). La excrecion urinaria de LTE, esta elevada en pacientes con hipersensibilidad
a aspirina [290, 291]. Ademds, los farmacos que inhiben la sintesis de LTs, tienen una
eficacia clinica en el asma [292, 293]. A diferencia del AlA, la informacidn y el conocimiento
del mecanismo patogénico de AIU (urticaria inducida por aspirina o en la terminologia
actual ECEA) resulta limitado. Aunque no hay claras evidencias de la participacién de LTs en
AlU y/o angioedema, se ha propuesto que los LTs deben participar en la patogénesis de

urticaria y/o angioedema inducida por aspirina en un mecanismo similar al de AIA.

En los ultimos afios, se ha estado investigando posibles mecanismos genéticos
moleculares de EREA y ECEA (AIA y AlU). Para ello, se han realizado varios estudios de
asociacién de casos y controles para identificar marcadores genéticos relacionados con
alelos HLA [255, 256], genes que codifican enzimas clave de la via del acido araquiddnico
[259, 260] y genes que codifican citocinas y su posible asociacién con EREA Y ECEA (AlIA y
AlU).

MARCADORES GENETICOS ASOCIADOS A EREA (AIA)

En cuanto a polimorfismos relacionados con el antigeno leucocitario humano (HLA), se
identificé una asociacién entre el alelo *0301 del gen HLA-DPB1 y AlA, que fue descrita por
primera vez en una poblacién polaca [294], y los resultados fueron confirmados
posteriormente en una poblacién coreana [295]. La frecuencia de este alelo *0301 fue
significativamente elevada en pacientes con AIA comparado con sujetos normales,
sugiriendo que el reconocimiento por parte del sistema inmune de un antigeno
desconocido es parte de la patogénesis del AlA. En la poblacidn coreana [295] los pacientes
con el alelo *0301 del gen HLA-DPB1 presentaban bajos niveles de FEV,;, eran

predominantemente mujeres y mostraban elevada prevalencia de rinosinusitis y podlipos
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nasales respecto a los que carecen de este alelo. Estos son los sintomas clinicos tipicos de
AlA. Este grupo postula que el alelo *0301 del gen HLA-DPB1 es un fuerte marcador

genético para la identificacion del fenotipo AlA.

Otros polimorfismos muy estudiados y descritos en la bibliografia son los relacionados
con genes de leucotrienos. Se ha insistido mucho en la actividad del gen de la enzima
leucotrieno C4 sintasa (LTC4S), enzima clave en la sintesis de leucotrienos cisteinilicos (Cys-
LT). Dos polimorfismos en el promotor de LTC4S han sido identificados (-1072G>A vy -
444A>C) y en el caso de -444A>C LTC4S se encontrd una asociacidn con el fenotipo AlA en
una poblacién polaca [296]. Parece que los pacientes con el alelo C presentaban un mayor
riesgo de desarrollar AIA. La conversidn de adenina por citosina en la regién promotora de
este gen incrementa su velocidad de transcripcién. Por el contrario, la asociacidon de este
polimorfismo -444A>C LTC4S con el fenotipo AIA, no ha sido encontrado en otras
poblaciones, incluyendo la japonesa, americana y coreana [297, 298, 299]. En lo referente
al polimorfismo -1072G>A LTC4S, no ha sido asociado a ningun fenotipo de asma y no tiene
ningun papel relevante en la expresidén génica en una poblacién britdnica segun un estudio

realizado por Sayers y cols. [300].

Algunos estudios han sugerido la posible participacién del gen araquiddnico 5-
lipoxigenasa (ALOXs). El grupo de Drazen fue el primero en identificar un polimorfismo en la
region promotora que consiste en un nimero variable de repeticiones en tdndem GC y se
localiza en la zona de unidn de un factor de transcripcion Sp1 [301]. Sujetos con el genotipo
normal (5 repeticiones), tienen una mayor capacidad de producir Cys-LT comparados con
aquellos con el genotipo mutante (3, 4 o 6 repeticiones). Ademads, en una poblacidn
coreana se detectd una asociacidn significativa entre este polimorfismo de la regidn
promotora de ALOXs y la gravedad de la hiperactividad de las vias respiratorias [302].
Destaca un estudio realizado por el grupo de Kim, en el que se examinaron 10 SNP en genes
codificantes de enzimas claves del metabolismo del acido araquidénico en una poblacién
coreana [224], araquiddnico 5-lipoxigenasa (-1708G>A, 21C>T, 270G>A, 1728G>A ALOXs),
proteina activadora-ALOXs (218A>G ALOXsAP), ciclooxigenasa 2 (-162C>G, 10T>G, 228G>A
COX-2), leucotrieno C4 sintasa (-444A>C LTC4S) y el receptor 1 cisteinil leucotrieno (927T>C
CYSLTR1). No se detectd asociacidn entre los polimorfismos de los genes de ALOX;AP, COX-
2 y CYSLTR1 y el fenotipo AIA. Se sugiere, sin embargo, una posible participacion del
haplotipo [G-C-G-A] del gen ALOXs (-1708G>A, 21C>T, 270G>A, 1728G>A) en el desarrollo

de AIA, porque la frecuencia de este haplotipo fue significativamente mas elevada en el
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grupo de asmaticos intolerantes a la aspirina que en pacientes asmaticos tolerantes a la

aspirina (ATA) [299].

Los Cys-LT ejercen sus acciones bioldgicas por la unién a dos tipos de receptores:
CYSLTR1 y CYSLTR2. Algunos estudios [303, 304] encontraron asociaciones genéticas entre
estos dos genes y AIA. Tres SNP (-634C>T, -475A>C,-336A>G) en la regién localizada en
sentido 5’ del gen CYSLTR1 fueron asociados significativamente con el fenotipo AIA,
especialmente en varones. Ademas estos polimorfismos fueron asociados con un
incremento de la actividad promotora, sugiriendo que modulan la expresion de CYSLTR1
para incrementar la susceptibilidad a AIA. Estos resultados sugieren que CYSLTR1 y ALOXs,
pero no LTC4S, podrian ser marcadores de susceptibilidad a AlA, basandose sobre todo en
poblacién coreana. Aunque se necesita realizar mas estudios basicos para encontrar los

genes clave relacionados con leucotrienos e implicados en la patogénesis de AlA.

En un estudio de casos y controles en una poblacion japonesa [305], se encontrd un
SNP del gen del receptor PGE2 subtipo 2 (EP2) asociado con riesgo de AlA. Este SNP podria

actuar reduciendo PGE2, como mecanismo de control de la inflamacién.

TBXAZ2R es el receptor de un potente broncoconstrictor, el tromboxano A2 (TBXA2). En
un estudio realizado en poblacién coreana [306], se identificd un polimorfismo 795T>C en
el gen del TBXA2R, que podria aumentar la respuesta broncoconstrictora tras la

administracién oral de aspirina, contribuyendo al desarrollo de AIA.

Otro posible gen candidato en esta busqueda, es el que codifica la cadena beta del
receptor de alta afinidad para IgE (FceR18) en el que se han estudiado dos polimorfismos (-
109T>C y E237G). El grupo de Kim y cols. [224], no encontré asociacién entre estos
polimorfismos y el fenotipo de AIA. Sin embargo, se identificd una asociacién significativa
entre el polimorfismo -109T>C y los niveles de IgE especifica a la enterotoxina B de
Staphilococcus aureus (SEB) [307]. El nimero de sujetos de alelo T en posiciéon -109 de
FceR18 en homocigosis y niveles de IgE especifica a SEB fue significativamente superior en
el grupo AlA, sugiriendo que dicho alelo incrementaria la expresidn de FceR1B en células
mastocitarias. Esto podria promover la liberacidn de mediadores proinflamatorios en la via

respiratoria asmatica y asi incrementar la susceptibilidad a AlA.

El TBX,; codifica T-bet, un factor de transcripcion expresado en células T, que influye
en el desarrollo de linfocitos T naive y estd implicado en la patogénesis del asma. En un

estudio realizado en poblacién japonesa [308], identificaron un SNP -1993T>C en la region
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promotora del gen TBX; y encontraron una asociacion de dicho polimorfismo con un

aumento del riesgo de AlA, debido a un incremento de la actividad transcripcional.

En cuanto a los polimorfismos relacionados con genes que codifican citocinas, la
busqueda de marcadores genéticos y su posible asociacion con AIA, se ha centrado
principalmente en TGFB1, IL10, TNFA e IL4. Debemos recordar que el asma inducida por
aspirina es un sindrome clinico caracterizado por rinitis eosinofilica, poliposis nasal (en la
mayoria de los casos), hipersensibilidad a la aspirina y asma. Estudios recientes [309, 310]
han examinado el papel del factor de crecimiento transformante B1 (TGFB1) en rinosinusitis
cronica y han demostrado un incremento de transcripcion de TGF-B1 en pélipos nasales de
pacientes con rinitis crénica. En un estudio previo [311] se demostré que el grado de
inflamacidn eosinofilica del pdlipo nasal estd relacionado con el nivel de TGF-B1. Varios
polimorfismos en el gen de TGFB1 han sido asociados con el fenotipo asmatico [312, 313],
sin embargo, no hay muchos datos publicados de polimorfismos de TGF61 en AlA. El grupo
de Kim y cols., fue el primero que investigd el efecto del polimorfismo -509C>T del gen
TGFB1 en AlA y analizé el posible papel de dicho polimorfismo en la asociacién entre AlA 'y
rinosinusitis en una poblacidn coreana [314]. Concluyeron que el polimorfismo -509C>T en
la regidon promotora del gen de TGFB1 no se asocia con el fenotipo de AIA. Sin embargo,
este polimorfismo debe contribuir al desarrollo de AlA con rinosinusitis. Se piensa que el
papel de TGF-B1 en la rinosinusitis crénica es debido a que se localiza y es

compartimentalizado dentro de la mucosa nasal de pacientes AlA con rinosinusitis.

Posteriormente otro estudio dirigido por esta misma autora Kim SH. (2009), analizé
una asociacién genética de polimorfismos en la regidon promotora (-1082A>G, -819T>C y -
592A>C) de IL10 e investigd una interaccién gen-gen entre polimorfismos de genes que
codifican IL-10 y TGB-B1 en pacientes coreanos con AlA y rinosinusitis [315]. La funcidn
reguladora del factor de crecimiento transformante (TGF-B1) debe estar interrelacionada
con IL-10 [316], sugiriendo que IL-10 es necesaria para facilitar la produccién de TGF-B
como factor secundario. La interaccion gen-gen entre polimorfismos de TGFB81 e IL10 ha
sido implicada en alergia y en asma [317]. Los resultados de este grupo [315], han indicado
que alteraciones en la produccion de IL-10 causadas por el polimorfismo -1082A>G, han
contribuido al desarrollo de AlA con rinosinusitis, y que este efecto estaria fortalecido por la

interaccion génica entre los polimorfismos -1082A>G de /IL10y -509C>T de TGF61.

Otro gen candidato con el que se ha especulado, es el que codifica TNF-a, ya que es

una citocina proinflamatoria y se piensa que podria incrementar sus niveles en las vias
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respiratorias de pacientes asmaticos. De nuevo el grupo dirigido por Kim SH, (2006),
examind la interaccién génica entre TNFA y el alelo *0301 de HLA BPB1, por su cercana
localizacién en el cromosoma 6, como un fuerte marcador genético de AIA [318].
Concluyeron que el polimorfismo -1031T>C (o -863C>A o -857C>A) en la regidn promotora
de TNFA, podria incrementar significativamente la susceptibilidad a AIA por la interaccidn

génica con el alelo *0301 de HLA DPB1.

En el 2010, Kim y cols., realizaron un estudio [319] en el que examinaron la influencia
de varios SNP en el gen de /L4 en asmaticos con hipersensibilidad a la aspirina. La aspirina
regula la expresién de IL-4 por alteracién de la disponibilidad de factores de transcripcion,
como elementos reguladores clave en la region promotora del gen de /L4, dando lugar a la

hipersensibilidad a la aspirina.

MARCADORES GENETICOS ASOCIADOS A ECEA (AIU)

Se ha demostrado una asociacidon entre genotipos HLA y AlU usando técnicas de alta
resolucidon y mediante el estudio de Kim y Park [224], se ha confirmado una asociacion
positiva entre alelos *1302 de HLA DRB1 y *0609 de HLA DQB1 en pacientes con AlU. En
otros trabajos [320] se obtienen los mismos resultados, al concluir que las frecuencias
alélicas de HLA DRB1 y HLA DQB1 en pacientes con AlIU fueron significativamente mas
elevadas que en controles sanos, sugiriendo que los alelos*1302 de HLA DRB1 y *0609 de

HLA DQB1 son un fuerte determinante genético del fenotipo AlU.

Como se ha citado previamente, no hay evidencias claras de la participacién de Cys-LT
en AlU, y se ha propuesto que los Cys-LT participen en la patogénesis de urticaria y
angioedema inducida por aspirina, por un mecanismo similar al de AIA. Mastalerz y cols.
[321], demostraron la sobreproduccién de Cys-LT en asociacidon con un polimofismo en el
gen LTC4S en pacientes con urticaria crdonica con hipersensibilidad a la aspirina.
Encontraron que la frecuencia de sujetos con el alelo C del polimorfismo -444A>C de LTC4
fue significativamente mas elevada en pacientes con AlU. Sin embargo, esta asociacidon no
fue encontrada en otras poblaciones como la espaiola [322] o la coreana [323]. Son
muchos los estudios, principalmente en poblaciones asidticas [323] que investigan
polimorfismos de genes candidatos que codifican enzimas involucradas en la sintesis de

leucotrienos, y su posible asociacién con AlU, al igual que para AlA.
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Debido a que los sintomas clinicos de las reacciones de hipersensibilidad inducidas por
AINE en general, y aspirina en particular dependen de la liberacidon de histamina y sus
mediadores, en los Ultimos afios se ha puesto de manifiesto una asociacién entre
polimorfismos de enzimas del metabolismo de la histamina y reacciones de
hipersensibilidad inducidas por aspirina como el fenotipo AlU. Destaca un trabajo de Choiy
cols. [258], en el que se analizaron 11 SNP de la cadena B del receptor | de alta afinidad
para IgE (FceRIB), histamina N-metil transferasa (HNMT), receptor tipo 1 de histamina
(HRH1), receptor tipo 2 de histamina (HRHZ2), y sus haplotipos en pacientes con AlU. No se
encontraron diferencias significativas en la distribucién de las frecuencias alélicas,
genotipicas o haplotipicas de los SNP de FceRI8, HNMT, HRH1 ni HRH2 entre pacientes con
AlU, sujetos con urticaria crénica tolerantes a la aspirina y sujetos control. Estos resultados
sugieren que polimorfismos de FceRIB y de genes relacionados con histamina no
contribuyen al desarrollo de AIAU (urticaria aguda inducida por aspirina) en poblacion
coreana. El grupo de Bae y cols. identificd dos polimorfismos (-344C>T, -95T>C) del gen de
FceRla en pacientes con urticaria crdnica inducida por aspirina [324]. De los dos
polimorfismos, los pacientes con AICU (urticaria crénica inducida por aspirina) tienen
elevadas frecuencias del alelo -344T de FceRla respecto al grupo ATCU (tolerantes a la
aspirina) y al grupo control. Este grupo sugiere que el polimorfismo -344C>T FceRla

contribuye al desarrollo de AICU por incremento de la actividad del promotor.

Como se ha descrito previamente el mecanismo de la urticaria crénica inducido por
aspirina no es del todo conocido, lo que si parece claro es que las células mastocitarias
cutaneas desempefian un papel central en este proceso. La aspirina y otros AINE tienen la
capacidad de activar estas células, pero el mecanismo por el que esto ocurre es confuso. La
homeostasis de las células mastocitarias es controlada por anticuerpos IgE y citocinas como
IL-3, IL-4, IL-10 y el TGFB1. Por ello, en los ultimos afios la busqueda de genes candidatos,
también se ha centrado en aquellos que codifican citocinas y su posible asociaciéon con el
fenotipo de urticaria y/o angioedema inducido por aspirina. La expresién de TGFB1 puede
verse influida por polimorfismos en el gen que codifica TGFB1, algunos de ellos ya han sido
asociados con asma [325, 326, 327], con rinosinusitis y AIA [314] y otras enfermedades
como cancer [328] y ateroesclerosis [329]. Sin embargo, no hay tantos datos publicados de
la posible asociacion entre polimorfismos en TGFB1 y el fenotipo de AICU. Citaremos un
estudio de Park y cols. [330] que evalud la posible asociacidon entre polimorfismos en la
regiéon promotora de TGFB1 y el fenotipo de AICU, comparado con el fenotipo de ATCU en

una poblacion coreana. Los resultados indicaron que el polimorfismo -509T>C TGFB1 puede
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afectar a la actividad de TGF-B1, incrementando la capacidad de liberacién de las células

mastocitarias y permitiendo el desarrollo del fenotipo AICU.

Algunos estudios de asociacién, evidencian que la IL-10 podria estar relacionada con
lesiones cutdneas y que el genotipo TT -819T>C del gen que codifica dicha citocina estd
asociado con bajos niveles de IL-10 [331]. El haplotipo de /L10 (-1082A, -819T y -592A), ha
sido identificado como un factor de riesgo en asma atdpica [332]. Los niveles bajos de IL-10,
estan implicados en fenotipos inhibidores de la ciclooxigenasa-1 como AlU. Salhi y cols.
[331], confirmaron que -819 CT/TT de /L10 estda asociado con baja produccion de IL-10 y que
el genotipo -819TT debe facilitar la degranulacién de las células mastocitarias y posterior
liberacion de histamina, agravando el fenotipo de AlU. Posteriormente, Palikhe y cols. [333]
investigaron varios SNP de /L10 en pacientes con urticaria inducida por aspirina. Este grupo
identificé una asociacidén entre el alelo T -819T>C del gen IL10 y AlU, sugiriendo que este
alelo modula el riesgo y contribuye al desarrollo del fenotipo AIU, incluyendo urticaria

cronica y aguda y apoyando los resultados obtenidos en estudios previos [331, 332].

Recientemente, un estudio aislado realizado por el grupo de Kim en poblacién coreana
[334], investigd la contribucion de IL-18 en la patogénesis de AIU. Esta citocina puede
amplificar la inflamacién aguda al promover la activacidon de las células mastocitarias, la
migracion de neutréfilos y la produccién de otras citocinas. Encontraron una asociacion
significativa entre urticaria aguda inducida por aspirina y el polimorfismo -607A>C en la
region promotora de /L18. Pacientes con AIAU mostraron elevadas frecuencias del
haplotipo C (-607A>C) G (-137G>C) del gen de /L18, que contribuye al desarrollo de la
inflamacién aguda cutdnea sensible a la aspirina, conduciendo a la presentacién clinica de

AlAU.
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2. MiPOTESiS DE TRABAJO

Las reacciones de hipersensibilidad inducidas por farmacos son consideradas procesos
multifactoriales de herencia compleja que dependen de la interaccién entre factores
genéticos y ambientales. La susceptibilidad genética es un probable determinante en la
gravedad y en el patrén de las manifestaciones clinicas en estas reacciones. Por ello, en los
ultimos afios se han identificado numerosos genes relacionados con reacciones de
hipersensibilidad a farmacos. Los estudios de polimorfismos en dichos genes han intentado
determinar su influencia en el desarrollo de las reacciones alérgicas y no alérgicas a

farmacos.

Los factores genéticos implicados en mecanismos inmunoldgicos o alérgicos, han sido
estudiados principalmente en beta-lactamicos y aquellos relacionados con mecanismos no

inmunolégicos o no alérgicos se han centrado en antiinflamatorios no esteroideos.

Nuestra principal hipdtesis de trabajo es que la presencia de ciertas variantes génicas,
principalmente en determinados genes que codifican citocinas podria estar relacionada con

la hipersensibilidad a antibidticos BLy a AINE.

La hipdtesis secundaria se basa en que la influencia de los factores genéticos en el
desarrollo de la hipersensibilidad a beta-lactdmicos y a antiinflamatorios no esteroideos
puede presentar un caracter diferencial que podria estar relacionado con los distintos

mecanismos implicados en cada caso.
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3. OBJETiVOS

2)

3)

4)

5)

Caracterizar 22 polimorfismos de 13 genes que codifican distintas citocinas (IL-1A, IL-
1B, IL-1R, IL-RA, IL-2, IL-4, IL-4RA, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-G, TGF-B1, TNF-A) en una
muestra de pacientes con reacciones de hipersensibilidad a beta-lactamicos y a
antiinflamatorios no esteroideos, asi como en una muestra control representativa de

la poblacién para cada grupo.

Analizar dichos polimorfismos individualmente con la finalidad de evaluar las posibles
asociaciones de los mismos con las reacciones de hipersensibilidad a ambos grupos de

farmacos.

Determinar la presencia de posibles interacciones génicas, asi como de haplotipos y
diplotipos en el caso de polimorfismos localizados en el mismo gen o cromosoma, con
el fin de identificar variantes génicas que pudieran influir en el patréon de las

manifestaciones clinicas de las reacciones de hipersensibilidad a BL y AINE.

Identificacion de posibles marcadores génicos que fueran capaces de permitir la
caracterizacién de los pacientes analizados, lo que podria, en un futuro, predecir el
riesgo de desarrollar hipersensibilidad a este grupo de farmacos e incluso mejorar el

manejo clinico de dichos pacientes.

Relacionar las asociaciones génicas con los posibles mecanismos diferenciales que
subyacen en las reacciones de hipersensibilidad a ambos tipos de farmacos; reacciones
mediadas por mecanismos especificos inmunoldgicos o alérgicos en el caso de los BLy
reacciones no inmunolégicas o no alérgicas secundarias a una alteraciéon en el
metabolismo del acido araquidénico que son las mas frecuentes en el grupo de los

AINE.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 ESTUDIO DE ASOCIACION GENICA

En este estudio se han incluido un total de 443 individuos no relacionados que
acudieron al Servicio de Inmunoalergia del Complejo Asistencial Universitario de
Salamanca, previo consentimiento informado, siguiendo las normas legales para Estudios
Clinicos en Espafia y con la aprobacién del Comité de Etica para la Investigacién Clinica del

Complejo Asistencial Universitario de Salamanca.

Todos los individuos fueron examinados por un Facultativo Especialista del Servicio de
Inmunoalergia, valorando en cada uno de ellos una serie de variables que se incluyeron en

el estudio y que se iran describiendo a continuacidn.

DATOS DE FILIACION

Se recogieron los datos de filiacion de todos individuos, dichos datos solamente se
emplearon en la identificaciéon inicial del paciente, ya que durante todo el estudio y el
analisis, se respetd el anonimato del paciente. Se han registrado otros datos como la edad,

el sexo, la fecha de nacimiento, asi como la fecha de asistencia a consulta.

DATOS CLINICOS Y ANALITICOS

PROTOCOLO DIAGNOSTICO DE ALERGIA A BETA-LACTAMICOS

El estudio diagndstico se realizé de forma secuencial en dos fases (Figura 6), que se
completé en los pacientes que fueron presentando un resultado negativo en las distintas
pruebas. La positividad de cualquiera de las pruebas, se considerd diagndstica de

hipersensibilidad [147, 39].
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1. ESTUDIO INICIAL O FASE I

El estudio comenzd con la realizacién de pruebas cutdneas mediante
intraepidermorreaccién (prick); si el resultado fue negativo, se continué con la
intradermorreaccidon. En ambos casos se utilizaron los mismos reactivos. Las pruebas con
parches se realizaron cuando se sospechd un mecanismo de hipersensibilidad retardada y
en todos los casos en los que se obtuvo un resultado positivo tardio se llevé a cabo una
intradermorreaccidn con los mismos preparados, con lectura inmediata, a las 6 y a las 48
horas. Finalmente, en los pacientes que presentaron un resultado negativo en las pruebas

cutaneas, se realizo la prueba de exposicidon controlada.

> REACTIVOS EMPLEADOS EN LAS PRUEBAS INTRAEPIDERMICAS E INTRADERMICAS

A todos los sujetos incluidos en el estudio, se les realizaron pruebas cutaneas con los

siguientes reactivos:

- Bencilpeniciloil polilisina o PPL. (5x10°M). DAP® penicilina, Diater Laboratorios,

Madrid, Espaiia.

- DM. Mezcla que contiene bencilpeniloato sddico (0,5 mg/ml). DAP® penicilina, Diater

Laboratorios, Madrid, Espaia.

- Bencilpenicilina (10.000 Ul/ml) preparada, en el momento de la realizacion de las

pruebas cutaneas, a partir de Nuvapen®, CEPA, Madrid, Espafa.

- Amoxicilina a una concentracién de 20 mg/ml obtenida a partir de Clamoxyl’ 1 g en

solucidn inyectable, Beecham, Toledo, Espafia.

- Amoxicilina-clavulénico (20 mg/ml). Amoxicilina-clavuldnico (5% en agua).

Amoxicilina-clavulanico EFG, (Sandoz Farmacéutica S.A, Espafia).

- Cefuroxima 750 mg (2 mg/ml). Cefuroxima EFG, (Laboratorio Reig Jofré, Barcelona,

Espafia).

- Meropenem 1 g EFG (1 mg/ml) (FREXENIUS KABI ESPANA, S.A.U, Espafia).
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Para los pacientes con reacciones a cefalosporinas distintas de la cefuroxima, se utilizd
el antibidtico implicado en cada caso [143], a una concentracién de 2 mg/ml. Para otros
antibidticos BL distintos, las concentraciones utilizadas en estos casos fueron las referidas
en la bibliografia especializada o si no se disponia de este dato, se realizaron utilizando

cinco pacientes no alérgicos como control, en los que debian de ser negativas.

Como control positivo se utilizé fosfato de histamina (ALK-Abell6, Madrid, Espaiia) a

las siguientes concentraciones:

- 10 mg/ml en la intraepidermorreaccion

- 0,1 mg/ml en la intradermorreaccién

Como control negativo se usé solucién salina fisiologica 0,9% (Braun, Barcelona,

Espafia).

> PRUEBAS CUTANEAS INTRAEPIDERMICAS

Inicialmente las pruebas cutdneas se realizaron mediante la técnica de
intraepidermorreacciéon. Todos los reactivos se colocaron simultdneamente en la cara volar
del antebrazo con una separacidén minima entre ellos de 3 cm [335]. Para llevar a cabo las
distintas intraepidermorreacciones se utilizaron lancetas de tipo Morrow-Brown (Allergy

pricker, Dome/Hollister-Stier, Miles Ltd, UK), empleando una lanceta para cada prueba.

Las lecturas de las pruebas intraepidérmicas se realizaron a los 15 minutos. Se
considerd positiva la prueba que daba lugar a una papula mayor o igual a 3 mm, con el
control de salino negativo. La positividad producida por uno o mas de los antigenos fue
considerada diagndstica, finalizandose el estudio en este punto. En caso de negatividad, se

procedio a la realizacién de pruebas intradérmicas.

> PRUEBAS CUTANEAS INTRADERMICAS

Como ya se ha indicado, las pruebas cutdneas intradérmicas se realizaron en todos los

pacientes que mostraron un resultado negativo en las pruebas intraepidérmicas.

Para ello, se emplearon los distintos antigenos mediante la inyeccidn de un volumen
de 0,02 ml de cada uno de los reactivos en la superficie volar del antebrazo, con una

separacion entre ellos de 5 cm. La lectura se realizé a los 20 minutos. El tamafio de cada
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reaccién se midié con una regla milimetrada. Se registraron los didmetros mayores y su
ortogonal de la papula, y del eritema alrededor de la misma. El diametro considerado es el
resultante de la media de los dos medidos. La intradermorreaccion fue definida como
positiva si se producia un aumento de la pdpula inicial >3 mm con eritema circundante o si

tenia pseuddpodos (siempre con eritema) [143, 335].

La positividad con cualquiera de los determinantes fue considerada, al igual que en las

intraepidérmicas, diagndstica de hipersensibilidad a antibidticos BL.

> PRUEBAS CUTANEAS EN PARCHE

En las reacciones que sugerian un mecanismo de hipersensibilidad retardada o de tipo
IV; ademads de las pruebas cutdneas intradérmicas con lectura tardia (6 horas y 48 horas), se

realizaron pruebas epicutaneas con parches cerrados y lectura a las 48-96 horas [144].

Los reactivos, concentraciones y vehiculos utilizados fueron los siguientes:
- Bencilpeniciloil polilisina o PPL. (5x10°M). DAP® penicilina, Diater Laboratorios,

Madrid, Espaiia.

- DM. Mezcla que contiene bencilpeniloato sddico (0,5 mg/ml). DAP® penicilina, Diater

Laboratorios, Madrid, Espaia.

- Bencilpenicilina (1% en vaselina) preparada a partir de Nuvapen® (CEPA, Madrid,

Espafia).
- Amoxicilina (5 % en agua). Clamoxyl’, (Beecham, Toledo, Espafia) en agua.

- Amoxicilina-clavuldnico (5% en agua). Amoxicilina-clavuldnico EFG, (Sandoz

Farmacéutica S.A, Espafia).

- Cefuroxima (5% en agua). Cefuroxima EFG, (Laboratorio Reig Jofré, Barcelona,

Espafia).

Para otros antibidticos BL las concentraciones utilizadas fueron las referidas en la

bibliografia especializada o si no se disponia de este dato, fueron realizadas a
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concentraciones del 1% y 5% en agua, utilizando ademas 5 controles, en los que debian de

ser negativas.

Los parches se retiraron a las 48 horas realizdndose en este momento la primera
lectura que se repitid a las 96 horas. Como criterio de positividad se considerd una prueba

de 2+ (eritema, edema).

>  PRUEBAS DE EXPOSICION CONTROLADA

Se realizaron en aquellos sujetos que tuvieron un resultado negativo en las pruebas
cutaneas. Se llevé a cabo mediante el método de simple ciego controlado con placebo

[173]. En la mayoria de los casos se emplearon los siguientes farmacos y pautas:

- Fenoximetilpenicilina o penicilina V: 64,5-125-250-500 mg. (Penilevel®, ERN S.A,

Barcelona, Espafia).
- Amoxicilina: 64,5-125-250-500 mg. (Clamoxyl®, Beecham, Toledo, Espafia).

- Amoxicilina-clavuldnico: 64,5-125-250-500 mg. (Britapen®, Beecham, Toledo,

Espafia).

La prueba de exposicion se realizé con intervalos de 45 minutos hasta llegar a la dosis
terapéutica. Se empled el farmaco que el paciente describia como causante de la reacciéon
adversa. Si el paciente no recordaba el preparado exacto se utilizé penicilina V. En el caso
de antibidticos diferentes a los citados, se administré el fdrmaco implicado en la reaccidn,

con pauta general de 1/8-1/4-1/2-1 de la dosis completa.

Todas las pruebas de exposicidn se realizaron con una cuidadosa monitorizacién de los

pacientes y en todos los casos se obtuvo consentimiento informado previo.

2. REPETICION DEL ESTUDIO O FASE II

En todos aquellos pacientes cuyas pruebas cutaneas resultaron negativas y que
toleraron la administracién del antibidtico BL, se repitié de nuevo el estudio a las tres
semanas del estudio inicial. En esta fase Il, se realizaron las pruebas cutdneas utilizando los
mismos determinantes que en la fase | (PPL, DM, penicilina G, amoxicilina, ampicilina y

cefazolina, y el antibidtico implicado en caso de un BL diferente). De la misma forma que en
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el estudio inicial, las pruebas se realizaron inicialmente en intraepidermorreaccién vy, en
caso de negatividad, se procedio a la inyeccién intradérmica de los distintos reactivos. Los
criterios de positividad fueron los mismos que en la fase inicial. A todos los pacientes que
presentaron pruebas cutdneas negativas se les realizé una prueba de exposicién controlada
con el antibidtico sospechoso de producir la reaccién. Se administraron dosis crecientes del

antibidtico, con intervalos de 45 minutos hasta alcanzar la dosis terapéutica.

FASE INICIAL O FASE |

h 4

HISTORIA CLINICA Y MUESTRA DE SANGRE

PRUEBAS CUTANEAS INTRAEPIDERMICAS \

\f-

+ . “
PRUEBAS CUTANEAS INTRADERMICAS - ALERGICO

L - +
v v N

PRUEBAS IN VITRO (-) PRUEBAS IN VITRO (+)
PRUEBAS DE EXPOSICION - - REPETICION ESTUDIO O FASE ||
CONTROLADA (en 2-4 semanas)

\ NO ALERGICO L/

Figura 6. Algoritmo diagndstico de reacciones alérgicas a beta-lactamicos. Tomada de Allergy,

2003: 58:961-972.

3. DETERMINACION DE IgE TOTAL

A todos los individuos del estudio se les realizé una extraccion de suero en un tubo sin
anticoagulante, mediante puncidon de sangre venosa realizada segun el procedimiento

estandar.

Los niveles de IgE total se determinaron utilizando el método comercial Pharmacia CAP

System RAST FEIA desarrollado por Kabi Pharmacia Diagnostics AB, Uppsala, Suecia y desde
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el 2011 adquirida por Thermo Fisher Scientific. Se trata de un FEIA
(fluoroenzimoinmunoensayo), en el cual un antisuero monoclonal de conejo/ratén anti-IgE
humana unido a betagalactosidasa se une de manera covalente a un soporte sélido de
celulosa denominado InmunoCAP®. A continuacién, se afiade el suero del paciente con lo
que se producira la reaccién entre su IgE y la anti-IgE marcada con el enzima.
Posteriormente se realiza un lavado y se afiade el sustrato 4-metilumbeliferil-beta-D-
galactdsido, formandose asi un producto fluorescente. Tras la incubacién se afiade una
solucidn para detener la reaccidn, y posteriormente se mide la fluorescencia del eluido, la
fluorescencia es directamente proporcional a la cantidad de IgE en el suero. Para evaluar
los resultados de las pruebas, las unidades de respuesta se transforman en concentraciones

utilizando una curva patrén o los valores de referencia del laboratorio.
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Figura 7. Determinacién de IgE total. InmunoCAP 250 (Thermo Fisher Scientific).

4, DETERMINACION DE IgE ESPECIFICA

La determinacion de IgE especifica para penicilina V, bencilpenicilina, amoxicilina y
ampicilina fue realizada mediante el método comercial CAP System RAST FEIA (Thermo

Fisher Scientific), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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El método consiste en un FEIA, en el cual el alérgeno que se investiga se encuentra
fijado a un soporte sélido de celulosa denominado InmunoCAP®, que se incuba con el suero
del paciente. Tras la incubacion y el lavado posterior se afiade un antisuero de conejo anti-
IgE humana unida a betagalactosidasa para formar un complejo alérgeno-IgE-anti-IgE-
enzima. Tras la incubacion y posterior lavado, el complejo se incuba con el sustrato 4-
metilumbeliferil-beta-D-galactdsido, formandose asi un compuesto fluorescente. La
reaccién se detiene con carbonato sddico, y la fluorescencia es leida en un aparato
FluoroCount 96. La cantidad de fluorescencia sera proporcional a la cantidad de IgE
especifica en el suero. El resultado de la prueba se expresa en clases o unidades arbitrarias
determinadas por comparacién con la fluorescencia de unos estandares conocidos que se
analizan en paralelo. Se considerd positiva una clase mayor o igual que 2. Sin embargo, en

ningun caso, la positividad excluyé la realizacion de pruebas cutaneas.
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Figura 8. Determinacién de IgE especifica. InmunoCAP 250 (Thermo Fisher Scientific).

PROTOCOLO DIAGNOSTICO DE HIPERSENSIBILIDAD A AINE

Antes de iniciar las exposiciones con el farmaco, hay que sospechar si el paciente va a

presentar una hipersensibilidad selectiva o una reaccién de hipersensibilidad no
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imunolégica, para lo cual es importante dilucidar si existen uno o varios AINE implicados.

Para ello, es importante realizar una historia clinica lo mas precisa posible (Figura 9).

1.- En caso de presentar reaccion aguda

La actitud dependera del cuadro clinico presentado por el paciente.

»  Pacientes que presentan sintomatologia respiratoria

En primer lugar estaria indicada la realizacién de una prueba de exposicidn controlada
nasal (PEN) o prueba de exposicién controlada bronquial (PEB) con acetilsalicilato de lisina
(ASL) y si el paciente presenta sintomas se diagnosticaria de enfermedad respiratoria

exacerbada por AINE (EREA).

El primer paso en el estudio diagndstico de pacientes con sintomas respiratorios fue la
realizacion de la historia clinica. Cuando ésta es sugestiva de EREA, no se recomienda
realizar de forma sistematica PECO (prueba de exposicidn oral controlada) con inhibidores
potentes de la COX-1 ya que dicha prueba presenta una alta probabilidad de producir una
reaccion respiratoria grave. En estos supuestos se debe decidir segun riesgos/beneficios la
necesidad de comprobar tolerancia a dichos farmacos. En situaciones excepcionales, como
pudiera ser la realizacidon de una desensibilizacidon en pacientes que presenten una EREA

puede estar justificado realizarla.

No obstante aunque se realice el diagndstico de EREA, se debe comprobar la tolerancia
a AINE alternativos, mediante una prueba de exposicién oral controlada con inhibidores

preferentes y/o selectivos de la COX-2, e inhibidores débiles de la COX-1.
>  Pacientes que presentan sintomatologia cutdnea

Ante un paciente con urticaria/angioedema crdénico subyacente y una historia de
aparicion de habones con o sin angioedema tras la administracién de uno o varios AINE lo
mas probable es que presente una enfermedad cutdnea exacerbada a estos farmacos
(ECEA). En este caso seria recomendable iniciar las PECO con AINE alternativos: inhibidores
preferentes y/o selectivos de la COX-2, y continuar con inhibidores débiles de la COX-1. Si el
paciente, durante el estudio, presenta una PECO positiva con un AINE diferente a los AINE

referidos en la historia clinica estableceriamos el diagndstico de certeza de ECEA.
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Ante un paciente con urticaria/angioedema sin patologia cronica de base podemos

encontrar diferentes posibilidades:

e Si el paciente ha presentado reacciones de urticaria y/o angioedema o anafilaxia con
mas de dos AINE de diferente grupo farmacoldgico, es muy probable que presente una
urticaria/angioedema inducida por AINE [336, 201]. El estudio se centra en la
realizacion de las PECO con farmacos alternativos: inhibidores selectivos de la COX-2 y
se continuda con los inhibidores débiles de la COX-1. Si el paciente, durante el estudio,
presenta una PECO positiva con un AINE, diferente a los AINE referidos en la historia
clinica, estableceriamos el diagndstico de certeza de urticaria/angioedema inducida

por AINE.

e Sj el paciente ha presentado urticaria y/o angioedema o anafilaxia tras la toma de uno
o dos AINE diferentes, se comienza realizando la PECO con un inhibidor potente de la
COX-1: AAS si no es uno de los implicados e indometacina si el AAS es uno de los AINE
implicados. Si el paciente presenta sintomas durante la PECO, obtenemos el
diagnodstico de urticaria/angioedema inducida por AINE, por lo que continuaremos el
estudio con PECO con inhibidores débiles de la COX-1 e inhibidores selectivos de la

COX-2.

En el caso de que el paciente tolere la dosis total del inhibidor potente la COX-1 (AAS o
indometacina), se continua el estudio mediante PECO con el/los farmacos implicados
en la reaccion. En el caso que los tolere se descarta urticaria/angioedema o anafilaxia
inducida por un Unico AINE. Si el paciente presenta una reaccién, se realiza el
diagndstico de alergia o hipersensibilidad selectiva. En este caso es conveniente evitar
todos los farmacos que presentan una estructura quimica similar al implicado en la

reaccion.

Ante la sospecha de una alergia o hipersensibilidad selectiva y sobre todo, cuando el
farmaco implicado pertenezca al grupo de las pirazolonas, se puede realizar una
prueba cutanea (primero intraepidérmicas y si son negativas, intradermorreaccion)
para descartar o confirmar un mecanismo IgE mediado. Si resulta positivo, el estudio
se puede concluir en este punto con el diagndstico de alergia o hipersensibilidad

selectiva, sin necesidad de administrar la pirazolona implicada.
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2.- En caso de presentar reaccion no sugestiva

Cuando un paciente acude a una consulta de alergia por haber presentado una
supuesta reaccién tras la toma de un AINE, puede suceder que la historia clinica que nos
refiera sea no sugestiva de hipersensibilidad, por lo que si no existen contraindicaciones se
realiza una PECO con el farmaco implicado y si lo tolera, se considera al paciente no
alérgico. Si no lo tolera, debemos conocer la tolerancia a otros AINE de grupo quimico
diferente. Para ello debemos realizar PECO con un inhibidor potente de la COX-1: AAS (si no
es uno de los implicados) o indometacina (si el AAS es uno de los AINE implicados). Si la
respuesta es positiva, se diagnostica como urticaria/angioedema inducida por AINE y si lo
tolera, el diagnodstico sera de urticaria/angioedema o anafilaxia inducida por un tnico AINE
o reacciones de hipersensibilidad tardia inducida por AINE dependiendo del intervalo de

tiempo entre la administracion del farmaco y la aparicion de los sintomas.
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Historia clinica de reaccion con AINE
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Figura 9. Algoritmo diagndstico de hipersensibilidad a AINE.

3.- En caso de presentar reaccion retardada

Se comienza realizando pruebas epicutdneas en parche con lectura a las 48-72 y 96
horas. Si obtenemos un resultado positivo con alguno de los AINE testados se realiza el
diagndstico de hipersensibilidad tardia inducida por AINE y se excluye el grupo

farmacoldgico implicado.

101



MATERIAL Y METODOS

En el caso de que la lectura de las pruebas epicutdneas en parche sea negativa se
valorard la intensidad de la reaccién. Si es grave se realiza PECO con un inhibidor potente
de la COX-1: AAS (si no es uno de los implicados) o indometacina (si el AAS es uno de los
AINE implicados). Si la respuesta es positiva, se diagnostica como urticaria/angioedema
inducida por AINE y si lo tolera, como hipersensibilidad tardia al farmaco implicado en la
reaccion. Si la reaccién es leve se realiza PECO con el farmaco implicado y si lo tolera, se
considera al paciente no alérgico. Si no lo tolera, debemos conocer la tolerancia a otros
AINE de grupo quimico diferente. Para ello debemos realizar PECO con un inhibidor potente
de la COX-1: AAS (si no es uno de los implicados) o indometacina (si el AAS es uno de los
AINE implicados). Si la respuesta es positiva, se diagnostica como urticaria/angioedema
inducida por AINE y si lo tolera, como hipersensibilidad tardia inducida por AINE vy la

recomendacién es evitar el AINE implicado y el grupo quimicamente relacionado.

POBLACION ESTUDIADA

CONTROLES

Se incluyeron un total de 260 individuos, 156 en el estudio de AINE y 104 para el
estudio de BL, que acudieron al Servicio de Inmunoalergia del Complejo Asistencial de
Salamanca, otorgando su consentimiento informado. Se incluyeron dos grupos distintos de
controles ya que los criterios de inclusidn para cada grupo fueron distintos en funcién de las

variables diferenciales que se pretendian analizar.

En el caso de los controles del estudio de AINE, al analizar las variables acompanantes
a la hipersensibilidad a AINE se seleccionaron controles en los que se constato la ausencia

de dichas variables por lo que debian cumplir los siguientes criterios:
e  Edad superior a 18 afos.
e  Ausencia de sintomas y antecedentes de asma.
e  Ausencia de sintomas y antecedentes de poliposis nasosinusal.
e  Ausencia de sintomas y antecedentes sugerentes de hipersensibilidad a AINE.

e Ausencia de sintomas y antecedentes de alergia.
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® Pruebas cutdneas negativas con una bateria de aeroalérgenos comunes de

nuestro entorno.

Las pruebas intraepidérmicas (prick) se realizaron siguiendo las recomendaciones del
Subcomité para la normalizacion de alérgenos y pruebas cutdneas de la EAACI (The
European Academy of Allergy and Clinical Immunology) [337] con una bateria estandarizada
de aeroalérgenos comunes en nuestro entorno que incluia: Dermatophagoides
pteronisynuss, D. farinae, Lepidogliphus destructor, Tirophagus putrescentiae, Eurogliphus
maynei, Acarus siro, Glycyphagus domesticus, mezcla de gramineas, mezcla de arboles,
Parietaria judaica, Chenopodium album, Artemisia vulgaris, Plantago ovata, Olea europaea,
Alternaria alternata, Cladosporium herbarum, Penicillium notatum, Aspergillus fumigatus,
epitelios de perro, gato, hamster, caballo y conejo y cucaracha (ALK-Abellé, Madrid,
Espafia). Se empled una solucién de histamina 10 mg/ml como control positivo y una
solucién salina como control negativo. Antes de realizar la prueba, se retiraron los
antihistaminicos que el paciente pudiera estar tomando, segun las indicaciones de la EAACI

[337].

La prueba consiste en realizar una puncidn en la epidermis utilizando una lanceta con
una punta de 1 milimetro, atravesando, de modo perpendicular, una gota del extracto
alergénico que se quiere estudiar, ademas de una gota de las soluciones de control positivo
y negativo. Se considerd un resultado positivo si se producia una papula igual o superior a 3
mm de didmetro, una vez descontado el didmetro del control negativo si se habia
producido papula en él. El diagndstico de atopia se establecidé ante la presencia de una
prueba positiva frente al menos un alérgeno tras la realizacién de las pruebas cutdneas. Se
considerd que el paciente presentaba alergia frente a un determinado alérgeno si existia

una prueba positiva y unas manifestaciones clinicas concordantes.

Respecto a los controles del estudio de BL, los criterios de inclusién fueron los

siguientes:
e Edad superior a 18 afios.

e Tolerancia a antibidticos beta-lactamicos mediante prueba de exposicidn

controlada.
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Los 104 controles en el estudio de alergia a BL fueron estudiados por reaccién adversa
a un antibidtico BL con resultado negativo en el estudio y tolerancia comprobada de este
tipo de antibidticos. Ademas, 27 de los controles BL presentaban pruebas cutdneas

positivas con aeroalérgenos comunes frente a 77 con pruebas cutdneas negativas.

PACIENTES

Participaron en el estudio 183 pacientes, que acudieron al Servicio de Inmunoalergia
del Complejo Asistencial Universitario de Salamanca, de los cuales 98 fueron diagnosticados
por los facultativos especialistas del Servicio de Alergia, segun los criterios indicados
previamente, de hipersensibilidad a antibiéticos BL; los 85 restantes, fueron diagnosticados

de hipersensibilidad a AINE.

En relacion a los pacientes alérgicos a BL, los 98 pacientes presentaban antecedentes
de reaccion inmediata con un antibidtico beta-lactdmico e hipersensibilidad inmediata

demostrada mediante el estudio alergoldgico.

Respecto a los pacientes con hipersensibilidad a AINE, los 85 pacientes presentaban

EREA (enfermedad respiratoria exacerbada por AINE).

A los 183 pacientes también se les realizaron las pruebas cutaneas intraepidérmicas
(prick) con una bateria estandarizada de aeroalérgenos comunes en nuestro entorno, asi
como la determinacién de IgE total utilizando un FEIA (fluoroenzimoinmunoensayo,

ImmunoCAP, Thermo Fisher Scientific Inc).

4.2 ANALISIS MOLECULAR

EXTRACCION DE ADN

A todos los individuos del estudio se les realizd una extraccidon de sangre periférica
mediante venopuncion, que fue recogida en un tubo con anticoagulante EDTA, que se

mantuvo almacenado a -20°C hasta el momento de proceder a la extraccion de ADN.

Durante el estudio se siguidé un protocolo de extraccion de acidos nucleicos a partir de

sangre total, MagnaPure Compact Nucleic Acid Isolation (Roche Applied Science, Manheim,
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Alemania). Se trata de un sistema automatizado con el que se consigue un ADN de buena

calidad y a una concentracion homogénea.

MagnaPure Compact (Roche Applied Science, Manheim, Alemania) (Figura 10) es un
sistema automatizado que facilita la extraccidén de acidos nucleicos a partir de una amplia
diversidad de muestras (sangre total, suero, plasma, células en cultivo). Permite la

extraccién de muestras de ADN gendmico adecuadas para su uso en reacciones de PCR.

Figura 10. MagNA Pure Compact Instrument.

El equipo es un instrumento con un brazo de ocho cabezales para la insercion de las
pipetas, que permite procesar ocho muestras simultdneamente. El cabezal posee un sensor
para la deteccién de coagulos en la muestra. Los cartuchos que contienen los reactivos se

insertan en una gradilla especifica que se introduce en el instrumento.

La extraccion del ADN se lleva a cabo utilizando un sistema de particulas magnéticas
que consta basicamente de un cartucho con una serie de pocillos en los que se encuentran
los reactivos de extraccién. Es necesario introducir un rack de puntas de pipeta estériles
con filtro, cuya funcidn es aspirar la muestra y transferirla por los distintos pocillos que

contienen los reactivos.
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El proceso de extraccion (Figura 11), consiste en la adicidn a la muestra de un tampdn
de lisis que contiene proteinasa K para lisar proteinas, Tritdn X-100 (detergente que facilita
la disrupcion de las membranas celulares) e inhibidores de desoxirribonucleasas y
ribonucleasas. Tras una incubacién a temperatura elevada (50°C), se afiade una solucién
con particulas magnéticas e Isopropanol, que consigue el aislamiento de las moléculas de
acidos nucleicos asociadas a las particulas. Tras una serie de pasos de lavado, en los que se
incorpora una solucion tampdn de lavado y etanol a diferentes pH (inicialmente pH 6,6 y
después pH 4), se consigue la separacion del ADN de la particula magnética por calor y

elucion final con Tris-EDTA en el tubo de elucion.

Figura 11. Procedimiento de extraccidon de ADN.

En cada una de las extracciones se realizaron los siguientes pasos, segln el protocolo

establecido:

e Las muestras de sangre que habian sido almacenadas a -20°C, se descongelaron
gradualmente hasta alcanzar la temperatura ambiente. Una vez descongeladas, los
tubos de muestras se colocaron en un agitador de rodillos unos 5-10 minutos para su

correcta homogenizacion.

e Una vez encendido el instrumento, se seleccioné el protocolo “DNA blood_1000”, para

1 mL de muestra de sangre total y elucién en un volumen final de 200 pL. Se
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introdujeron los cartuchos de reactivos en el carrusel tras la lectura del cddigo de

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

e Se dispensd 1 mL de muestra en un criotubo que se colocé en la parte posterior del
rack de muestras, debidamente identificado y ordenado segun el nuimero de
laboratorio. Dicha identificacién fue introducida en el ordenador del instrumento. Se

pudieron introducir hasta 8 muestras correspondientes a 8 pacientes.

o Los tubos de elucién se colocaron en la parte delantera del rack de muestras,
identificando cada tubo con el nimero de laboratorio de la muestra y leyendo el
cédigo de barras para su correcta identificaciéon en el ordenador del instrumento. Se

introdujeron tantos tubos de elucidn como criotubos que contienen la muestra.

e Una vez identificados todos los componentes, se introdujeron en el aparato y se
procedid a la extraccién automatica, de aproximadamente treinta y cinco minutos de

duracion.

e Finalizado este tiempo, se recogieron los tubos de elucidn con el ADN correspondiente
a cada paciente, se desecharon los cartuchos de reactivos y el rack de puntas de pipeta
desechables. Se limpid el instrumento por dentro y se descontaminé mediante luz UV,

a fin de dejarlo listo para la siguiente extraccién.

EVALUACION DEL RENDIMIENTO DE LA EXTRACCION DE ADN

La cantidad y calidad de muestra de ADN extraido son dos pardmetros fundamentales
en el analisis genético de polimorfismos, por lo que una vez extraidas las muestras, se
evalud su rendimiento mediante la determinacion de la absorbancia a 260 nm y a 280 nm

en el espectrofotémetro BioPhotometer (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania).

Se siguio el siguiente protocolo de cuantificacién de ADN para evaluar el rendimiento

de la extraccion:

e Se tomaron 2 plL del ADN extraido con el sistema Magnapure y se afiadieron
98 uL de agua destilada, a fin de realizar una dilucién al 1/50 en volumen

final de 100 pL.

e Una vez preparadas las diluciones de todas las muestras se agitaron en

vortex, y se realizé un “toque” de spin.
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e Se encendio el espectrofotdmetro BioPhotometer y se introdujo el factor de
dilucién con el que se iba a trabajar. A continuacidn, se hizo un blanco con
agua destilada. Las cubetas son de plastico y entre medicidn y medicidn se

lavaron con agua destilada.

e Se cargaron los 100 pL de la muestra de ADN diluida y se realizd una
medicidn. Se anotd la absorbancia a 260 nm y Ratio 260/280. Para calcular la
concentracién de ADN, se utilizé la concentracion calculada por el fotémetro
a partir de la dilucién empleada. Se repitié la medicién por triplicado y se

registré en un cuaderno.

ANALISIS DE POLIMORFISMOS

En este estudio, han sido analizados 22 polimorfismos de 13 genes de citocinas en 443
individuos, lo que supone un total de 9746 polimorfismos genotipados. En la tabla 2, se

muestran las citocinas y los polimorfismos estudiados.

AMPLIFICACION DE LOS SNP

En el analisis del genotipo se utilizé un sistema conocido como “Cytokine genotyping”,
desarrollado por el Departamento de Inmunologia de la Universidad de Heidelberg
(Alemania), distribuido por Invitrogentm (Deerbrook, Trail, USA) y certificado por la
Comunidad Europea de acuerdo a los requerimientos de la Directiva para el Diagndstico In

Vitro 98/79/EC.

Se trata de, un sistema basado en la reaccidon en cadena de la polimerasa mediante
cebadores especificos de secuencia SSP-PCR (sequence specific primers polymerase chain
reaction) que permite un analisis rapido de mutaciones conocidas (Figura 12). Este sistema,
gue también se denomina ARMS (amplification-refractory mutation system), es un método
empleado para detectar cualquier mutacién que implique el cambio de en una Unica base.
Este sistema se basa en el uso de una PCR con oligonucleétidos especificos de secuencia,
que sélo permite amplificar el DNA cuando la muestra incluye el alelo diana. Estos
oligonucledtidos especificos de alelo tienen el nucledtido del extremo 3’ complementario a
una de las variantes del sitio polimérfico que se pretende analizar. Este cebador sélo podra

ser extendido eficientemente cuando su extremo 3’ empareje perfectamente con el ADN
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molde de la muestra [338]. Para genotipar cada polimorfismo, se llevaron a cabo dos
reacciones de PCR independientes, usando en cada una un cebador especifico de alelo
diferente y compartiendo un cebador disefiado para unirse a una region invariable. Se
disefiaron, por tanto, dos reacciones de PCR que compartian un mismo cebador comun
pero se diferenciaban en los cebadores especificos para cada alelo: un cebador amplificard
solo el alelo normal, el otro cebador amplificard sélo el alelo mutado, por tanto, la
obtenciéon de amplificacién pone de manifiesto la presencia en la muestra de la variante

detectada por el cebador especifico de alelo utilizado.

Tabla 2. Citocinas y polimorfismos analizados en el estudio.

CITOCINA Identificacion NCBI NOMBRE (Heidelberg kit)
IL-1A rs1800587 IL-1A -889 C>T
IL-1B rs 16944 IL-1B-511 C>T
rs 1143634 IL-1B 3954 C>T (IL-1B 3962)
IL-1R rs 2234650 IL-1R pst1C>T (IL-1R pst1 1970)
IL-1RA rs 315952 IL-1RA mspal T>C (IL-1RA mspal 11100)
IL-2 rs 2069762 IL-2 -714 T>G (IL-2 -330)
rs 2069763 IL-2 114 G>T (IL-2 166)
rs 22432484 IL-4 -1098 T>G
IL-4 rs 2243250 IL-4 -589 C>T (IL-4 -590)
rs 2070874 IL-4 -33 C>T
IL-4RA rs 1801275 IL-4RA GIn221Arg A>G (IL-4RA 1902)
IL-6 rs 1800795 IL-6 -174 G>C
rs 1800797 IL-6 -597 G>A (IL-6 nt565)
rs 1800872 IL-10-592 C>A
IL-10 rs 1800871 IL-10 -819 C>T
rs 1800896 IL-10-1082 A>G
IL-12B rs 3212227 IL-12B pos 1188 A>C (IL-12B -1188)
IFN-G rs 2430561 IFN-G 874 A>T
TGFB1 rs 1982073 TGFB1 869 T>C (TGFB1 coddn 10)
rs 1800471 TGFB1 915 G>C (TGFB1 coddn 25)
TNF-A rs 361525 TNF-A -238 G>A
rs 1800629 TNF-A -308 G>A
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Los 22 polimorfismos se determinan en 48 pocillos, correspondientes a la mitad de la
placa. Cada uno de los pocillos contiene una pareja de oligonucleétidos especificos de uno
de los alelos, ademads de un control positivo de amplificacion: cebadores que permiten la
amplificaciéon de un fragmento de 89 pb del gen de la B-globina en los pocillos de los
polimorfismos de IL2, IL4, IL6 e IL10; y de un fragmento de 440 pb del gen de la proteina C
reactiva humana en los pocillos de los polimorfismos de IL1A, IL1B, IL1R, IL1RA, IL4RA, IL12,
IFNG, TGFB1 y TNFA.

Conserved region
1 5 10 15 pr———

Design allele-specific

primers (nucleotides 1 17)

1 5 10 15
G|sssssssassnnans '> 3' Allele 1-specific (ASP1) primer

1 5 10 15
S I L > 3' Allele 2-specific primer (ASFZ)

PCR with ASF1 or ASP2
+ conserved primer (COM)

Allzle 1 DNA

ASPE E‘i' o
3 T Mo amplification 5
Allele 2 DMNA

Figura 12. SSP-PCR (Tomado de Human Molecular Genetics 2, Tom Strachan y Andrew P.
Reader.
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Cada placa incluye la mezcla especifica de oligonucledtidos liofilizados, como ya se ha
indicado; en una placa de PCR, que contiene 96 pocillos, pueden genotiparse
simultdneamente dos individuos. Ademas, el sistema también incluye el tampdn de
reaccion con los desoxinucledtidos trifosfato (dNTPs) necesarios para llevar a cabo la
reaccion, pero no incluye la DNA polimerasa. Sin embargo, se ha utilizado la recomendada
por el fabricante, la FastStart Tag DNA Polymerase (Roche Diagnostics, Manheim,
Alemania). Se trata de una polimerasa termoestable, modificada a partir de la polimerasa
recombinante de Thermus aquaticus, que se caracteriza por permanecer inactiva a
temperaturas inferiores a 75°C y activarse tras un paso de incubacién de 4 minutos a 95°C
[339]. Esto supone una notable mejora en el rendimiento de la PCR, ya que minimiza la
aparicion de productos de amplificacion inespecificos, ademas de disminuir la dimerizacidon

de oligonucledtidos.

PROTOCOLO DE AMPLIFICACION

El primer paso es la descongelacién de las muestras de ADN y dos viales de tampdn de
reaccion necesarios; la descongelacién se llevé a cabo en gradillas de frio, de manera que el

cambio de temperatura tiene lugar de forma gradual.

Una vez que las muestras y los viales de tampén de reaccién fueron descongelados,
el siguiente paso consisti6 en la preparacion de una mezcla de reaccién, cuyos

componentes se detallan en la tabla 3.

La cantidad de ADN utilizada en cada paciente dependié del rendimiento obtenido en
la extraccidn. Se ajusté la cantidad de ADN por paciente de manera que se afadiesen
aproximadamente 7,5 ug totales de ADN para las 48 reacciones, equivalente a 75 uL de
ADN, a una concentracidn entre 75-125 ng/uL de ADN. El resto de volumen (hasta los 381

kL), se completd con agua destilada, para un volumen final de 525 pL.

Tabla 3. Elementos de la mezcla de reaccion.

TAMPON DE FastStart Taq Agua destilada ADN Volumen final
REACCION DNA polymerase
140 pl 4 ul 306 ul 75 ul 525 pl
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Como tampdn de reaccion se utilizé el Buffer GL Plus (Invitrogen, actualmente Thermo
Fisher SCIENTIFIC, Waltham, Massachusetts, USA). Los componentes de la mezcla de
reaccién fueron afiadidos en el siguiente orden: agua destilada estéril y libre de
desoxirribonucleasas, tampdn de reaccion, muestra de ADN y polimerasa (la polimerasa se
mantuvo a -20°C hasta el momento de ser afiadida a la mezcla de reaccién). Todos los
componentes se afadieron en un tubo Eppendorf estéril en gradilla fria perfectamente
identificado con el nimero de ADN asignado en el laboratorio. A continuacién, se
mezclaron utilizando un agitador tipo “vértex” seguido de un “toque” de centrifuga (spin).
Una vez preparada la mezcla, se sacd la placa de PCR del congelador y se colocd en una
gradilla fria para dispensar 10 pL de la mezcla de reacciéon en cada pocillo. Como se ha
mencionado previamente, en cada placa se pueden genotipar simultdneamente 2
pacientes, 48 pocillos para cada uno. Por tanto, se preparaban a la vez, en cada PCR, 2
mezclas de reaccidn independientes correspondientes a dos pacientes diferentes. Al
terminar de rellenar la placa, ésta se tapaba y por ultimo, la placa se introducia en un
termociclador TProfessional 96 Thermocycler, Whatman Biometra®, (Goettingen,

Alemania).

El rendimiento de la técnica resulté ser muy bajo con el programa de PCR
recomendado por el fabricante. Tras realizar una serie de pruebas de ajuste, se modificaron
las condiciones a un programa cuyas caracteristicas se citan en la tabla 4, y que ha sido

utilizado en todos los individuos del estudio.

Tabla 4. Programa de PCR utilizado en el estudio.

ACTIVACION DE LA 4 min 94°C
POLIMERASA

DESNATURALIZACION 30 seg 94°C 10X
12 ELONGACION 60 seg 65°C 10X
DESNATURALIZACION 30 seg 94°C 20X
22 ELONGACION 50 seg 65°C 20X

ELONGACION FINAL 60 seg 72°C

CONSERVACION 8°C
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VISUALIZACION DE LOS RESULTADOS

Los productos de PCR obtenidos fueron analizados mediante electroforesis en geles
horizontales de agarosa de alta resolucién al 2%. Para su preparacion se utilizé agarosa
NuSieve® 3:1 Agarose (Cambrex Bio Science Rockland, Inc, EEUU) y tampdn TAE (Tris-
Acético-EDTA) al 0,5X, preparado a partir de una solucion madre TAE Buffer 10X (Promega,
Madison, USA), compuesto por 400 mM de Tris-acetato y 10 mM de EDTA a pH 8,2-8,4.
Durante el estudio se sustituyé el TAE por TBE (Tris-Bérico-EDTA) al 0,5X, debido a que
resulta mas adecuado para la separacion electroforética de fragmentos pequefios de ADN
(100 — 500 pb) y tiene mayor capacidad de discriminacién en gel de agarosa al 2%. La
preparacion del TBE fue al igual que en el caso de TAE a partir de una solucién madre TBE
Buffer 10X (Promega, Madison, USA), compuesta por 890 mM de Tris-bdrico, 890 mM de
acido béricoy 20 mM de EDTA.

La preparacion del gel se hizo pesando la agarosa, segln el volumen del TAE o TBE 0,5X
que se iba a emplear y teniendo en cuenta que los geles de agarosa son al 2%. A
continuacién, se disolvid la agarosa en el TAE o TBE en un horno microondas hasta
conseguir una mezcla homogénea. Una vez enfriada la agarosa a una temperatura de 50-
60°C, se vertid en la cubeta de electroforesis y se afiadid GelRed (INtRON BIOTECHNOLOGY,
Houston, Texas, USA), concretamente 6 pul de GelRed por cada 300 ul de buffer. El GelRed
sustituye al bromuro de etidio y actua intercalandose entre las hebras de ADN y emitiendo
fluorescencia al ser iluminado con luz ultravioleta, lo que permite poner de manifiesto la
presencia de acidos nucleicos en el gel de agarosa. Ademas, muestra una gran ventaja
frente al bromuro de etidio y es que el GelRed no es tdxico ni mutagénico; por tanto, su
manipulacién resulta segura. Una vez solidificada la disolucidn (aproximadamente entre 40
minutos y una hora, variable en funcion de la temperatura ambiente), el siguiente paso fue
situar la bandeja con el gel en una cubeta con de electroforesis rellena con buffer TAE /TBE
al 0,5X y finalmente cargar en cada uno de los pocillos del gel una de las
amplificaciones/pocillo de la placa de PCR (10 uL). No hubo necesidad de afiadir tampdn de
carga, ya que el tampodn de reaccién Buffer GL Plus ya contiene glicerol, que proporciona a
las muestras la densidad necesaria para que se depositen en el fondo del pocillo en lugar de

diluirse en el tampdn de electroforesis.

Como referencia, en todos los geles se utiliz6 como marcador de peso molecular el
DNA Molecular Weight Marker V1l (Roche Applied Science, Manheim, Alemania), que tiene

un patron de bandas que oscila en un rango de tamafios de 1114 pb a 67 pb (Figura 13).
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Figura 13. Patrén de bandas del Marker VIl en un gel de agarosa al 2%.

La electroforesis se llevé a cabo utilizando como tampdn TAE 0,5X o bien, como hemos
sefialado, TBE 0,5X a 180 Voltios durante 20-25 minutos. Transcurrido ese tiempo, el gel se
colocdé en un transiluminador de luz ultravioleta, para ser analizado con el sistema
fotografico VisiDoc-ItTM Imaging System (Uplant, CA, USA). En la figura 14, se observa el
resultado de la amplificacion de los 22 polimorfismos a través de bandas en un gel de

electroforesis correspondientes a un paciente.
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Figura 14. Visualizacion con luz UV de un gel de electroforesis.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

La interpretacidon de resultados se ha realizado utilizando para ello una plantilla
(Figura 15) que asocia la posicién de la reaccion de PCR con el alelo del polimorfismo que se

va a determinar.

Como mejora del sistema se modificé el tamafio de la banda producto para el
polimorfismo del IFNG, que pasé a ser de 180 pb (Tabla 5). El resto de polimorfismos

mantuvieron el mismo tamafio de la banda producto como puede observarse en la tabla 5.
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4 5 6
L4 IL6 IL10
T/-1098/C/-590 | C/-174/G565 | A/-1082/A/-592
557 426 530
L4 L6 IL10
T/-1098/T-590 | G/-174/G565 | A/-1082/C/-592
557 427 530
L2 L4 IL10
‘ T/-330/T/166 C/-590//C/-33 | A-1082//T/-819
569 610 305
‘ L2 L4 IL10
G-330/7T/166 | C/-590/T/-33 | A/-1082/C/-819
569 610 305
‘ IL2 L4 IL10
G/-330/G/166 | T/-590/C/-33 | G/-1082//C/-592
564 610 530
‘ IL2 L4 IL10
T/-330//G/166 T-590//T/-33 | G/-1082/C/-819
562 610 308
4 L6
‘ G/-1098//C/-590 | C/-174//AJ565
557 428
L4 IL6
‘ G/-1098/T/-590 | G/-174//A565
557 428

Control 89

Figura 15. Plantilla de interpretacion de resultados: cada casilla se corresponde con cada uno
de los pocillos de la placa de PCR. En ella se sefiala el alelo que amplifica, asi como el tamafio en
pares de bases de la banda producto. En las casillas sombreadas, el tamafio de la banda control es de
440 pb y en las casillas en blanco, la banda control es de 89 pb.

Tabla 5. Tabla que muestra el tamaiio de la banda producto y la banda control para cada uno
de los 22 polimorfismos estudiados y el nuevo tamafio de la banda producto correpondiente al
polimorfismo del IFNG.

Numero de Banda producto | Banda control

Citocinas Especificidad alélica posicion (pb) (pb)
IL-1A T en pos -889 1 220 440
Cen pos -889 2 220 440

IL-1B Cen pos -511 3 215 440
Ten pos-511 4 215 440

T en pos +3962 5 336 440

Cen pos +3962 6 336 440

IL-1R Cen pos pstl 1970 7 288 440
T en pos pstl 1970 8 288 440

IL-1RA T en pos mspal 11100 9 297 440
Cen pos mspal 11100 10 297 440

IL-4RA G en pos +1902 11 143 440
A en pos +1902 12 143 440

IL-12 Cen pos-1188 13 802 440
A en pos-1188 14 802 440

IFN-G A en pos UTR 5644 15 7~ 180 N\ 440
T en pos UTR 5644 16 \._ 180 / 440
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Citocinas Especificidad alélica Numero de Banda producto | Banda control
posicion (pb) (pb)
TGFB1 C en Codon 10; G en Cododn 25 17 80 440
C en Codon 10; C en Codon 25 18 80 440
T en Coddn 10; G en Cododn 25 19 80 440
T en Coddn 10; C en Codon 25 20 80 440
C en Codon 10 21 195 440
T en Coddén 10 22 195 440
TNF-A G en pos -308; G en pos -238 23 110 440
A en pos -308; G en pos -238 24 110 440
G en pos -308; A en pos -238 25 110 440
A en pos -308; A en pos -238 26 110 440
IL-2 T en pos -330; G en pos +166 27 562 89
G en pos -330; G en pos +166 28 564 89
G en pos -330; T en pos +166 29 569 89
T en pos -330; T en pos +166 30 569 89
IL-4 T en pos -1098; T en pos -590 31 557 89
T en pos -1098; C en pos -590 32 557 89
G en pos -1098; T en pos -590 33 557 89
G en pos -1098; C en pos -590 34 557 89
T en pos -590; T en pos -33 35 610 89
T en pos -590; C en pos -33 36 610 89
Cen pos-590; T en pos -33 37 610 89
Cen pos -590; C en pos -33 38 610 89
IL-6 G en pos -174; G en pos nt565 39 427 89
C en pos -174; G en pos nt565 40 426 89
G en pos -174; A en pos nt565 41 428 89
C en pos -174; A en pos nt565 42 428 89
IL-10 G en pos -1082; C en pos -819 43 305 89
G en pos -1082; C en pos -592 44 530 89
A en pos-1082; C en pos -819 45 305 89
A en pos-1082; T en pos -819 46 305 89
A en pos -1082; C en pos -592 47 530 89
A en pos-1082; A en pos -592 48 530 89

Una vez realizada la electroforesis y la fotografia correspondiente, ésta se analizd
utilizando el programa Adobe Photoshop CS4. En todos los casos se aplicaron los mismos
filtros de visualizacién para obtener una lectura homogénea en todos los pacientes sin
introducir ninguna modificacién. A partir de aqui, se fue examinando con detalle cada
carrera del gel, indicando su determinacién como positiva, negativa o no concluyente, en

funcién de los siguientes criterios:
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e Presencia de banda control de 89 pb en las carreras de los polimorfismos de /L2, IL4,
IL6 e IL10 y de banda control de 440 pb en las carreras de los polimorfismos de IL1A,
IL1B, IL1R, IL1IRA, IL4RA, IL12, IFNG, TGFB y TNFA. Se tuvo en cuenta que las bandas
control podrian aparecer mas tenues si la amplificacion del polimorfismo era muy
patente debido a un fendmeno de competicidn por sustrato, ya que los
oligonucledtidos de amplificacién del control se encuentran a menor cantidad que los

de los polimorfismos problema, para favorecer la reaccion especifica de alelo.
e Evaluacién de la presencia o ausencia de la banda esperada, en funcion de su tamafio.
e  Evaluacidn de la presencia de otras bandas de tamaiio diferente al esperado.

La amplificacién se considerd negativa (Figura 16A) cuando en la carrera de
electroforesis se observd la banda control correspondiente, pero no la banda problema de
tamafio concreto, independientemente de la presencia o no de otra banda de diferente

tamafo.

Se considerd una amplificaciéon positiva cuando podia observarse en la carrera de
electroforesis la banda problema del tamafio correspondiente, ademas de la banda control

(Figura 16B).

305 pb

89pb

Figura 16. El carril A muestra el resultado de una amplificacién negativa, ya que se observa una
banda control de 89pb, pero no se observa la banda problema, que deberia tener 305pb. En el carril
B, se considera la amplificacidon positiva; aparece tanto la banda control de 89 pb como la banda
problema de 305 pb.
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Asi, en aquellas reacciones en las que no se observaba la banda control y la banda

problema era muy tenue o no se apreciaba, se consideraron no concluyentes (Figura 17).

Figura 17. En los carriles A, B y C no se observan ni las bandas control ni las bandas problema;
se interpreta que ha ocurrido un fallo de amplificacion de esos polimorfismos en concreto y se
determina que el resultado es no concluyente.

Una vez interpretado el gel, y anotados los resultados en la plantilla, el siguiente paso
fue la determinacién del genotipo de los polimorfismos a partir de la misma plantilla. Los
resultados correspondientes al genotipado de los diferentes polimorfismos se
transcribieron a una base de datos disociada realizada con el paquete estadistico SPSS 18.0

(IBM, Chicago, lllinois).

El analisis de un genotipo concreto en un locus, se llevd a cabo examinando todas las
reacciones relativas a dicho locus, comprobando que fuesen concordantes y que en

ninguna de ellas se hubiese obtenido un resultado no concluyente (Figura 18).
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Figura 18. En esta figura se muestra en los carriles A y B las reacciones de amplificacion del
polimorfismo 874 A>T de IFNG. El pocillo A representa la mezcla de oligonucledtidos especifica del
alelo Ty el pocillo B la mezcla especifica del alelo A. En ambos casos, se observa la presencia de la
banda control de 440 pb, pero la banda especifica de amplificacion, de 180 pb sdélo se observa en el
carril A, por lo que debe interpretarse que el genotipo de este paciente para este polimorfismo es
homocigoto mutado TT. En los carriles C y D se muestran las reacciones de amplificacién
correspondientes al polimorfismo -1188 A>C de /L12. El pocillo C representa la mezcla de
oligonucledtidos especifica del alelo A y el pocillo D la mezcla especifica del alelo C. En ambos
pocillos, se observa la banda control de 440 pb, ademas de la banda problema de 802 pb, por lo que
debe interpretarse que este individuo es heterocigoto AC para este polimorfismo.

INTERPRETACION DE HAPLOTIPOS Y DIPLOTIPOS

El sistema de genotipado de citocinas utilizado en este estudio, ademas de
polimorfismos, permite identificar haplotipos y diplotipos, debido a que algunos pocillos
contienen oligonucledtidos especificos para dos polimorfismos del mismo gen con distinta
posicidn. Para la correcta interpretacion de un diplotipo concreto, se tuvieron en cuenta los
resultados obtenidos en la amplificacion de todos los pocillos relativos a ese gen (se

muestra un ejemplo en la figura 19).
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Figura 19. En esta figura se muestra el resultado de la amplificacidn de los tres polimorfismos
estudiados en el gen de IL10. En el carril A6 hay oligonucledtidos especificos para el alelo A en
posicion -1082 y el alelo A en posicién -592; el carril B6 para el alelo A -1082 y C -592; en el carril C6
para el alelo A -1082 y T -819; en el carril D6 para el alelo A -1082 y C -819; en el carril E6 para el
alelo G -1082 y C-592; en el carril F6 para el alelo G -1082 y C-819. En todos los pocillos se observa la
banda control de 89 pb (flechas azules), por lo que el genotipado se considera correcto. Ademas, se
observan bandas problema (flechas rojas) en los carriles B6 (530 pb), D6 (305 pb), E6 (530 pb) y F6
(305 pb). La presencia de estas bandas se interpreto segun la tabla 6.

Tabla 6. En esta tabla se muestra el resultado del genotipado del diplotipo del paciente, que en
este caso es /L10 -1082,-819,-592 ACC/GCC. Es decir, el individuo es heterocigoto AG para el
polimorfismo -1082 A>G y homocigoto CC para los restantes polimorfismos, -819 C>Ty -592 C>A.

POCILLO DE LA PLACA pos -1082 pos -819 pos -592
B6 A C
D6 A C
E6 G C
F6 G C

Este cuidadoso y minucioso analisis se realizd para todos los haplotipos y diplotipos
estudiados para cada uno de los pacientes, pudiendo llevar a cabo el genotipado de los

mismos. En la tabla 7, se detallan todos los haplotipos analizados.
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Tabla 7. Haplotipos analizados en el estudio.

CITOCINAS Alelos especificos/ Alelos especificos/ Alelos especificos/
posicion 1 posicion 2 posicion 3
IL-1B T/-511 C/3962
C/-511 T/3962
IL-2 T/-330 T/166
G/-330 G/166
IL-4 T/-1098 C/-590 Cc/-33
G-1098 T/-590 T/-33
IL-6 C/-174 G/565
G/-174 A/565
IL-10 A/-1082 T/-819 A/-592
G/-1082 C/-819 C/-592
TGFB1 T/10 C/25
C/10 G/25
TNF-A A/-308 G/-238
G/-308 A/-238
CONTROL DE CALIDAD

Se han seguido todas las recomendaciones de la European Molecular Genetics Quality

Network (EMQN) [340] en cada uno de los procedimientos analiticos que se han realizado.

El primer punto de control del estudio se basa es la fase preanalitica, que resulta critica
en todo proceso de laboratorio. La recepcion de muestras en el Servicio de Inmunoalergia
se llevd a cabo mediante la identificacién con un cddigo de barras de una hoja de recogida
de datos clinicos igual al cddigo de barras que identificaba el tubo de la muestra. En el
momento que la muestra llegaba al laboratorio, tanto el tubo de la muestra como su
correspondiente hoja de datos fueron nuevamente identificados con un numero de
laboratorio y, en lo relativo a la informacién del paciente, todos sus datos se anotaron en
una base de datos general perteneciente al Servicio de Inmunoalergia. La base de datos es
confidencial y su acceso es restringido. La hoja con los datos clinicos del paciente fue

archivada y guardada en una carpeta.

Una vez identificados los tubos con las muestras de sangre, el siguiente paso fue el
alicuotado en criotubos de 1 ml; generalmente se obtuvieron 3 criotubos de 1 ml por cada
tubo de muestra. Los criotubos se identificaron con el ndmero de Ilaboratorio

correspondiente, en el lateral y en la tapa para mayor seguridad. A continuacién, los
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criotubos se almacenaron a -20°C hasta el momento de su utilizacién. En relacion al
numero asignado en el laboratorio, se utilizé una nomenclatura alfanumerica, que evita

posibles errores con respecto a la nomenclatura numérica de 9 digitos [340].

La extraccién de ADN se realizé en un laboratorio exclusivo para ese uso, minimizando
el riesgo de contaminacidon de las muestras. El material empleado fue estéril y durante todo
el proceso se utilizaron puntas con filtro. El proceso de extraccién automatico minimiza el
riesgo de transferencias de tubo a tubo, ademas de incluir un sistema de cédigo de barras,
que permite la identificaciéon constante de las muestras durante todo el proceso, debido a
que el software del equipo obliga a hacer varias revisiones de identificaciéon de las mismas
en varios puntos. Por tanto, el riesgo de posibles confusiones en la identificacidn de las

muestras es practicamente nulo.

Una vez extraidas las muestras, se evaludo su rendimiento mediante
espectrofotometria. Si la concentracion de DNA obtenida fue inferior a 20 ng/ul, se repitié
la extraccién. Se han utilizado pipetas automadticas destinadas Unicamente a Ia

cuantificacion de DNA y el uso de puntas estériles con filtro durante todo el proceso.

A continuacidn, las muestras fueron almacenadas a -20°C en cajas identificadas con la
serie correspondiente al numero de laboratorio asignado para cada muestra. Para evitar
ciclos de congelaciéon y descongelacién de las muestras se planificd con antelacion el dia de
trabajo, anotando las muestras a descongelar. Por tanto, ese dia se descongelaron
Unicamente las muestras con las que se iba a trabajar, intentando tenerlas el minimo
tiempo a temperatura ambiente, para evitar alterar la calidad de las mismas. Ademas,
todas las muestras se mantuvieron en frio hasta su correcta descongelacién, evitando asi

cambios bruscos de temperatura.

El siguiente paso fue la realizacidn de la PCR; para ello se utilizé6 una campana de flujo
laminar localizada en un laboratorio de postPCR distinto a aquel en el que se llevaron a
cabo las extracciones de las muestras de ADN gendmico, evitando asi cualquier tipo de
contaminaciéon. Periddicamente, se realizaron esterilizaciones con luz UV. Durante todo el
proceso de PCR, se emplearon pipetas automaticas destinadas Unicamente para este fin, asi
como el uso de puntas con filtro y por supuesto se incluyeron controles de contaminacion
en todos los ensayos. Hay que tener en cuenta que todos los reactivos utilizados en este
estudio fueron elaborados de forma comercial, evitando asi los posibles errores de su

preparacion en el laboratorio.
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Finalmente, como se ha citado previamente la interpretacidon de resultados se realizd
en una plantilla para cada uno de los pacientes y controles que participaron en el estudio.
Después de la primera interpretacion se realizé una segunda de comprobacién tanto para el
grupo de beta-lactamicos (BL) como para el de antiinflamatorios no esteroideos (AINE). Se
comprobaron ambos resultados hasta corroborar la ausencia de discrepancia en las
distintas lecturas. Una vez genotipados todos los individuos, los resultados fueron
incorporados en una base de datos de un programa estadistico que también incluia otras

variables de tipo clinico.

4.3 ANALISIS BIOINFORMATICO

En este estudio, se han analizado 22 polimorfismos de 13 genes de citocinas en
individuos con unas caracteristicas clinicas muy bien definidas para ambos grupos,
pacientes con reacciones de hipersensibilidad a antibidticos beta-lactamicos (BL) y a

antiinflamatorios no esteroideos (AINE).

En este analisis bioinformatico se llevd a cabo una descripcién de todos los genes que
participan en el estudio. Para ello, se realizd una busqueda utilizando la plataforma

GeneCard® (http://www.genecards.org/) (Figura 20), que es una base de datos de genes

humanos que proporciona informacion genémica, protedmica, transcriptomica, genética y
funcional. Ha sido desarrollada y mantenida por el Crown Human Genome Center y por el

Weizmann Institute of Science.
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Figura 20. Pagina de inicio de GeneCard.

Al llevar a cabo la busqueda de un gen concreto (Figura 21), la pagina aporta mucha
informacidén acerca de ese gen, la proteina codificada por el gen, su expresién, las funciones
y rutas metabdlicas en las que participa, y una serie de enlaces directos a otras bases de
datos. Ademas, la pagina permite determinar la localizacién cromosémica de ese gen
concreto y la hebra en la que se encuentra codificado. Este ultimo dato resulta de gran
interés para determinar la posicién del polimorfismo, ya que en la mayoria de los casos las

bases de datos proporcionan la secuencia de la hebra molde (sentido 5" 23°).
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Figura 21. En la figura se muestra el resultado de la bldsqueda de /L4. Sélo aparece una pequefia
parte de toda la informacién que proporciona la pagina.

Esta busqueda se ha llevado a cabo para cada uno de los 13 genes implicados en el
estudio, por tanto a través de esta plataforma bioinformdtica, se ha obtenido una detallada

descripcién de cada uno de ellos.

ESTUDIO ESTADISTICO DE ASOCIACION ENTRE PACIENTES Y
CONTROLES

ANALISIS DESCRIPTIVO

Para realizar el analisis descriptivo de la poblacién estudiada se ha utilizado el
programa estadistico SPSS 18.0 (IBM, Chicago, lllinois). Se han calculado las medidas de
tendencia central media o mediana (segun las caracteristicas de la variable) en el caso de
las variables cuantitativas, previo andlisis de la distribucidn de la poblacién para comprobar
la normalidad y, en el caso de las variables cualitativas, se calculd el porcentaje para los

diversos grupos establecidos.
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ANALISIS BIVARIANTE Y MULTIVARIANTE

Se realizd un analisis estadistico comparando las diferentes distribuciones alélicas y
genotipicas de los distintos polimorfismos entre pacientes y controles con el fin de
establecer una posible asociacion. Para el analisis de las variables cualitativas se empleé la
prueba de X ? (chi-cuadrado), y las pruebas exactas de Fisher y Montecarlo para 10 °
interaciones. Se establecié un nivel de significacidn a partir de p <0,05. En todos los casos se
expreso la Odds Ratio (OR) con un intervalo de confianza al 95%. Para el analisis combinado
de variables cualitativas y cuantitativas se aplicd la ANOVA previa comparacion de la
homogeneidad de Varianzas o la pruebas no paramétricas de Kruskall Wallis segln la
normalidad de la distribuciéon de la muestra. Mediante la correccidn de Bonferroni se
tuvieron en cuenta los posibles sesgos en el andlisis de comparaciones multiples. A partir de
este punto, en todos aquellos casos en los que se encontrd una asociacion significativa, se
llevé a cabo una regresion logistica binaria utilizando el programa estadistico SPSS 18.0
(IBM, Chicago, lllinois), en base a la edad y el sexo, con el objetivo de establecer la posible
influencia de estas dos variables en la significacion obtenida. Es decir, determinar que peso
tiene la edad y el sexo en todas aquellas diferencias significativas encontradas en el analisis
estadistico. Se estimoé el riesgo de las diferencias significativas mediante el calculo de la OR,
con un intervalo de confianza al 95%. Otro parametro que se ha calculado es el poder
estadistico de la asociacién encontrada mediante el uso de una plataforma en linea
http://statpages.org/proppowr.html (Statistical Methods for Rates and Proportions por
Joseph L. Fleiss (Segunda Edicidn., 1981, John Wiley & Sons, NY, capitulo 3). Inicialmente se
realizd un primer cdlculo del poder estadistico para establecer el tamafio dptimo de la
poblacién a estudio y, posteriormente, se realizd un segundo analisis del poder estadistico
sobre cada una de las asociaciones obtenidas. Para finalizar, se calculd un ultimo pardmetro
en aquellos casos en los que se obtuvieron diferencias significativas, la probabilidad de
encontrar un resultado falso positivo (FPRP), utilizando el método descrito por Wacholder y

cols. [341].

COMPARACION DE FRECUENCIAS ALELICAS Y GENOTIPICAS

Con la finalidad de poder establecer las posibles asociaciones en la distribucion de las
frecuencias alélicas y genotipicas en los distintos grupos de pacientes, se realizé la

comparacion de las frecuencias genotipicas mediante un test de contingencia tipo X ? (chi-
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cuadrado). También se tuvo en cuenta el analisis del equilibrio de Hardy-Weimberg
mediante una prueba X 2. Para realizar este analisis comparativo entre las frecuencias
alélicas y genotipicas se utilizd la plataforma estadistica en linea SHEsis [342]

(http://analysis.bio-x.cn/myAnalysis.php).

ANALISIS DE HAPLOTIPOS Y DIPLOTIPOS

Un haplotipo (del griego: am\olc, haplols, "Unico, simple"), es una combinacién
de alelos de diferentes loci de un cromosoma que son trasmitidos juntos. Un haplotipo
puede estar compuesto por varios polimorfismos localizados en el mismo locus, o en

distintos loci del mismo cromosoma.

En un segundo significado, un haplotipo es un conjunto de polimorfismos de un solo
nucleétido (SNP) en un cromosoma particular que estan estadisticamente asociados, el
conjunto de los genes contenidos en uno solo de los cromosomas de un par, mientras que
un diplotipo es la pareja de los dos haplotipos o dotaciones haploides de un individuo

diploide determinado.

Como ya se ha visto previamente, en este estudio se ha realizado ademas del andlisis
de polimorfismos simples, el analisis de haplotipos y diplotipos para determinados genes,
concretamente IL1B, IL2, IL4, IL6, IL10, TGFB y TNFA. Para determinar la posible asociacion
de los haplotipos y diplotipos de estos genes con las variables clinicas de los pacientes, se

han utilizado dos programas estadisticos ya mencionados hasta el momento.

En primer lugar, la plataforma estadistica en linea SHEsis [342] (http://analysis.bio-

x.cn/myAnalysis.php), que permite comparar las frecuencias haplotipicas y su distribucion

entre controles y pacientes.

En segundo lugar, el programa estadistico SPSS 18.0 (IBM, Chicago, lllinois) permitié
determinar la posible influencia que puede tener un diplotipo en las diferentes patologias a

estudio.
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En este estudio se incluyeron un total de 443 individuos, 260 controles y 183
pacientes con hipersensibilidad a BL o a AINE. Los criterios de seleccién de ambos grupos
se describen en el apartado 4.1 (poblacidon estudiada) de la seccion de Material y
Métodos. A lo largo del estudio, se han caracterizado variables tanto fenotipicas como
genotipicas, 103 en la poblacién con hipersensibilidad a BL y 160 en la poblacién con

hipersensibilidad a AINE, lo que supone el manejo y analisis de un total de 59.366 datos.

DESCRIPCION DE LA POBLACION CONTROL

Se incluyeron un total de 260 individuos en el grupo control, 104 individuos control
en el grupo de hipersensibilidad a los BLy 156 en el grupo de hipersensibilidad a los AINE.
El tamafio muestral se calculé a través del poder estadistico. La seleccién de la poblacién
control en ambos grupos se basé en una rigurosa evaluacién clinica por parte de los
facultativos del Servicio de Inmunoalergia del Hospital Universitario de Salamanca

descrita en el apartado 4.1 (poblacién estudiada) de la seccidon de Material y Métodos.

La mediana de edad de la poblacién global fue de 48 afios (RI: 32) (Figura 22), siendo
para el grupo control de BL de 43 afnos (RI: 33) y de 50 afios (RI: 33) para el grupo control
de AINE. La distribucidn por sexos fue de un 36% para el sexo masculino frente a un 64%
para el sexo femenino (Figura 23); este ligero predominio del sexo femenino también se
observa en la poblacion control para el grupo BL (67% frente a un 33%) y en la poblacidn
control para el grupo AINE (62% frente a un 38%) (Tabla 8). Estas diferencias no resultaron

estadisticamente significativas.

En relacion a los niveles medios de IgE en la poblacion control global fue de 94,31
kUI/L (DE: 163,04), siendo los valores ligeramente mas elevados en la poblacién de
controles de BL en relacién con la poblacién de controles de AINE; 98,93 kUI/L (DE:
139,22) frente a 91,62 kUI/L (DE: 175,82) (Tabla 8). Estas diferencias no resultaron

estadisticamente significativas (p=0,7).
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DESCRIPCION DE LOS PACIENTES

En el estudio se han incluido 202 pacientes clasificados en dos grupos segun los
protocolos diagndsticos de reacciones de hipersensibilidad a BL y a AINE establecidos por
los facultativos del Servicio. La mediana de edad para la poblacién global fue de 49 afios
(RI: 26) (Figura 22), con una distribucién de sexos a favor del sexo femenino (60%, 110
mujeres frente a 73 hombres) (Figura 23) y este predominio se mantuvo en los pacientes
alérgicos a BL (58% de mujeres frente a un 42% de varones) y en los pacientes con
hipersensibilidad a AINE (63% de mujeres frente a un 37% de varones) (Tabla 8). Estas

diferencias no resultaron estadisticamente significativas.

CONTROL PACIENTE
100+ 100
80 80
60 60
° o®
© o
° o
o o
40+ 40
20 20
0 0
I T T T T T T T
20,0 15,0 10,0 5,0 5,0 10,0 15,0 20,0
Frecuencia Frecuencia

Figura 22. Distribucion por edades de los individuos del grupo control y de los pacientes con
reacciones de hipersensibilidad a antibidticos beta-lactdmicos (BL) y a antiinflamatorios no
esteroideos (AINE).

133



RESVLTADOS

El nivel medio de IgE en la poblacidn global de pacientes fue de 181,66 kUI/L (DE:
301,04), pero se observaron niveles medios de IgE mas elevados en los pacientes con
reacciones de hipersensibilidad a AINE frente a los pacientes con reacciones de

hipersensibilidad a BL, como puede observarse en la tabla 8.

CONTROL PACIENTE

167 110

femening=] femening

sexo
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Recuento Recuento

Figura 23. Distribucion por sexos de los individuos del grupo control y pacientes con
reacciones de hipersensibilidad a antibidticos beta-lactdmicos (BL) y a antiinflamatorios no
esteroideos (AINE).

En este andlisis, se han incluido, ademds de sexo, edad y niveles de IgE diversas
variables clinicas que se han tenido en cuenta a lo largo del estudio para los diferentes
grupos. Estas variables clinicas han sido presencia o no de: poliposis, asma, triada del AAS
(cuando los pacientes presentaban asma, poliposis nasal e hipersensibilidad al AAS y/u
otros AINE), pruebas cutdneas positivas a aeroalérgenos comunes y sensibilizacién
alérgica, separando claramente aquellos individuos sensibilizados a uno de los grupos

(pdlenes, acaros, hongos o epitelios) de la bateria de aeroalérgenos comunes utilizada en
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el estudio (monosensibilizados) de aquellos sensibilizados a mas de un grupo de

aeroalérgenos (polisensibilizados).

Tabla 8. Andlisis descriptivo de la poblacién global y andlisis individual en cada uno de los
grupos de pacientes con hipersensibilidad a BL e hipersensibilidad a AINE incluidos en el estudio.

POBLACION GLOBAL POBLACION BL POBLACION AINE
ANALISIS Controles Pacientes Controles | Pacientes | Controles | Pacientes
DESCRIPTIVO N=260 N=183 N=104 N=98 N=156 N=85
A A A A A,
36%, 64% 40%, 60% 33%,67% | 42%,58% | 38%,62% | 37%,63%
Edad Med: 48 Med: 49 Med: 43 Med: 49 Med: 50 Med: 49
RI: 32 RI: 26 Rl: 33 RI: 29 RI:33 RI: 21
IgE X:94,31 X: 181,66 X:98,94 X: 165,83 X:91,62 | X:206,43
DE: 163,04 | DE:301,04 | DE:139,22 | DE:342,91 | DE: 175,82 | DE: 232,55
p (niveles IgE) p<0,001 p=0,1 p<0,001

Med: mediana; Rl: rango intercuartilico; DE: desviacion estandar

ANALISIS GENOTIPICO

Se han calculado las frecuencias alélicas y genotipicas para la poblacién control y para

los pacientes de los grupos de reacciones de hipersensibilidad a BL y de reacciones de

hipersensibilidad a AINE, obtenidas en el analisis de los polimorfismos que se detallan a

continuacién en las tablas 9 y 10.

En los siguientes apartados se detalla la estadistica descriptiva univariante, el analisis

de los 22 polimorfismos de los 13 genes de citocinas analizados, asi como el anlisis

multivariante y el estudio de haplotipos y diplotipos en cada uno de los grupos que se han

incluido en el estudio, en los individuos con reacciones de hipersensibilidad a BL y sus

controles, en individuos con reacciones de hipersensibilidad a AINE y sus controles, asi

como del grupo comparativo que incluye conjuntamente los pacientes de ambos grupos.
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Tabla 9. Distribucién de frecuencias alélicas en la poblacién control y en los pacientes de los
grupos BLy AINE.

Cambio Controles BL Pacientes BL Controles Pacientes
AINE AINE

IL1B -511 C>T C:0,68 C:0,73 C:0,70 C: 0,69

T:0,32 T:0,27 T:0,30 T:0,31
IL1R1 pstl C>T C:0,63 C:0,67 C:0,67 C:0,73
T:0,36 T:0,33 T:0,33 T:0,27
-330 T>G G:0,34 G:0,34 G:0,32 G: 0,33
T:0,66 T:0,66 T:0,68 T:0,67
-1098 T>G G: 0,05 G: 0,06 G: 0,07 G:0,14
T:0,95 T:0,94 T:0,93 T:0,86
-33C>T C:0,91 C:0,85 C: 0,86 C: 0,82
T:0,09 T:0,15 T:0,14 T:0,18

SRS SR som cem eom
-174 G>C C:0,35 C:0,33 C:0,38 C: 0,30
G: 0,65 G: 0,67 G: 0,62 G: 0,70

RSN G0 e cem som
IL10 -592 C>A A: 0,25 A: 0,28 A:0,31 A: 0,30
C:0,75 C:0,72 C: 0,69 C:0,70

SOt e fem tem nem
IL10 -1082 A>G A: 0,62 A: 0,63 A: 0,67 A: 0,67
G:0,38 G:0,37 G:0,33 G:0,33
IFNG 874 A>T A: 0,62 A: 0,53 A: 0,65 A: 0,54
T:0,38 T:0,47 T:0,35 T:0,46

ST RS s nem nem
TGFB1 c25 G>C C: 0,05 C:0,12 A: 0,25 C: 0,06
G: 0,95 G: 0,88 G: 0,75 G: 0,94

TNFA -308 G>A A: 0,12 A:0,11 A: 0,06 A: 0,25
G: 0,88 G: 0,89 G:0,94 G:0,75
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Tabla 10. Distribucién de frecuencias genotipicas en la poblacion control y en los pacientes de
los grupos BL y AINE.

n Cambio Controles BL Pacientes BL Controles EENES
AINE AINE
IL1A -889 C>T CC: 0,88 CC: 0,84 CC: 1,00 CC:0,97
CT: 0,06 CT: 0,05 CT: 0,00 CT:0,03
TT: 0,06 TT:0,11
IL-1B -511 C>T CC: 0,52 CC: 0,54 CC: 0,48 CC: 0,48
CT:0,32 CT:0,38 CT:0,44 CT: 0,41
TT:0,16 TT:0,08 TT:0,08 TT:0,11
IL-1B 3962 C>T CC: 0,61 CC:0,73 CC:0,70 CC: 0,57
CT:0,32 CT: 0,20 CT: 0,26 CT: 0,40
TT:0,07 TT:0,07 TT:0,04 TT:0,03
IL-1R1 pstl C>T CC:0,40 CC:0,44 CC:0,45 CC:0,54
CT: 0,46 CT: 0,45 CT:0,44 CT: 0,39
TT:0,14 TT:0,11 TT:0,11 TT: 0,07
IL-IRN mspal T>C CC: 0,06 CC: 0,06 CC: 0,05 CC: 0,07
CT:0,36 CT: 0,29 CT:0,38 CT: 0,50
TT:0,58 TT: 0,65 TT:0,57 TT:0,43
IL-2 -330 T>G GG: 0,11 GG:0,12 GG: 0,10 GG: 0,15
GT: 0,46 GT: 0,44 GT:0,43 GT: 0,36
TT:0,43 TT:0,44 TT:0,47 TT:0,49
IL-2 166 G>T GG: 0,57 GG: 0,54 GG:0,51 GG: 0,44
GT: 0,35 GT: 0,38 GT: 0,41 GT: 0,40
TT:0,08 TT:0,08 TT:0,08 TT:0,16
IL-4 -1098 T>G GG: 0,00 GG:0,01 GG: 0,03 GG: 0,00
GT:0,11 GT: 0,09 GT: 0,08 GT: 0,27
TT:0,89 TT:0,90 TT:0,89 TT:0,73
IL-4 -589 C>T CC: 0,77 CC:0,70 CC: 0,75 CC:0,51
CT:0,22 CT: 0,29 CT:0,21 CT: 0,47
TT:0,01 TT:0,01 TT:0,04 TT:0,02
IL-4 -33C>T CC: 0,83 CC: 0,72 CC: 0,75 CC: 0,67
CT:0,16 CT:0,26 CT:0,22 CT:0,29
TT:0,01 TT:0,02 TT:0,03 TT:0,04
IL-4R 1092 A>G AA: 0,58 AA: 0,65 AA: 0,60 AA: 0,64
AG: 0,37 AG: 0,29 AG: 0,33 AG: 0,34
GG: 0,05 GG: 0,06 GG: 0,07 GG: 0,02
[ -174 G>C CC:0,12 CC: 0,12 CC: 0,15 CC: 0,06
CG: 0,46 CG: 0,42 CG: 0,46 CG: 0,48
GG: 0,42 GG: 0,46 GG: 0,39 GG: 0,46
nt565 G>A AA: 0,10 AA: 0,10 AA: 0,14 AA: 0,04
AG: 0,45 AG: 0,42 AG: 0,46 AG: 0,47
GG: 0,45 GG: 0,48 GG: 0,40 GG: 0,49
-592 C>A AA: 0,08 AA: 0,07 AA: 0,12 AA: 0,02
AC: 0,35 AC: 0,42 AC: 0,38 AC: 0,55
CC: 0,57 CC:0,51 CC: 0,50 CC: 0,43
-819 C>T CC: 0,56 CC: 0,52 CC: 0,49 CC: 0,43
CT:0,31 CT: 0,35 CT:0,36 CT:0,53
TT:0,13 TT:0,13 TT: 0,15 TT: 0,04
-1082 A>G AA: 0,41 AA: 0,41 AA: 0,46 AA: 0,36
AG: 0,42 AG: 0,44 AG: 0,43 AG: 0,60
GG:0,17 GG: 0,15 GG: 0,11 GG: 0,04
-1188 A>C AA: 0,60 AA: 0,65 AA: 0,71 AA: 0,54
AC:0,33 AC: 0,29 AC: 0,25 AC: 0,38
CC: 0,07 CC: 0,06 CC: 0,04 CC: 0,08
874 A>T AA: 0,44 AA: 0,40 AA: 0,51 AA: 0,32
AT: 0,35 AT: 0,27 AT: 0,27 AT: 0,45
TT:0,21 TT:0,33 TT:0,22 TT:0,23
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Cambio Controles BL Pacientes BL Controles Pacientes
AINE AINE
cl0 T>C CC: 0,21 CC: 0,20 CC:0,18 CC:0,22
CT: 0,44 CT: 0,46 CT: 0,47 CT: 0,54
TT: 0,35 TT:0,34 TT: 0,35 TT: 0,24
c25 G>C CC: 0,00 CC: 0,03 CC: 0,04 CC: 0,01
CG: 0,09 CG: 0,18 CG: 0,16 CG: 0,09
GG: 0,91 GG: 0,79 GG: 0,80 GG: 0,90
-238 G>A AA: 0,00 AA: 0,01 AA: 0,01 AA: 0,01
AG: 0,11 AG: 0,08 AG: 0,14 AG: 0,14
GG: 0,90 GG: 0,91 GG: 0,85 GG: 0,85
-308 G>A AA: 0,04 AA: 0,03 AA: 0,01 AA: 0,06
AG: 0,15 AG: 0,17 AG: 0,10 AG: 0,38
GG: 0,81 GG: 0,80 GG: 0,89 GG: 0,56

5.1 GRUPO PACIENTES CON HIPERSENSIBILIDAD A BL

5.1.1 ESTADISTICA DESCRIPTIVA

Como ya se ha citado previamente, este grupo incluyé un total de 202 individuos,
repartidos entre 104 controles y 98 pacientes con reacciones de hipersensibilidad a BL.
Los criterios de seleccién de este grupo se describen en el apartado 4.1 (poblacién

estudiada) de la seccién de Material y Métodos.

Los 98 pacientes alérgicos a BL presentaban antecedentes de reaccion inmediata con
un antibidtico beta-lactdmico e hipersensibilidad inmediata demostrada mediante el
estudio alergolégico. En estos pacientes, se han estudiado una serie de caracteristicas
clinicas como el tipo de reaccién presentada (urticaria, anafilaxia, exantema, otra), asi

como el antibidtico BL responsable de la hipersensibilidad inmediata (Tabla 11).

En relacidn a los 104 controles del estudio de BL, fueron estudiados por reaccién
adversa a un antibidtico beta-lactdmico con resultado negativo en el estudio y con
tolerancia comprobada a este tipo de antibidticos. Los valores estadisticos de los
controles en relacién a las caracteristicas clinicas estudiadas también se muestran en la

tabla 11.

Un 27,3% (27) de los controles BL presentaban pruebas cutdneas positivas con

aeroalérgenos comunes. De los 27 controles BL con pruebas cutdneas positivas, 14 de
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ellos presentaban sensibilizacién a un Unico grupo de aeroalérgenos (monosensibilizados)
y los 13 restantes estaban sensibilizados a varios grupos de aeroalérgenos

(polisensibilizados).

Tabla 11. Valores de distribucidon de caracteristicas clinicas como el tipo de reaccién y el

farmaco implicado en el grupo de pacientes con hipersensibilidad a BL y sus controles.

CARAC:I'ERiSTICAS PACIENTES BL (N=98) CONTROLES BL (N=104) P-Valor
CLINICAS
Tipo de reaccion <0,001
v’ Urticaria 54,1% (53) 30,8% (32)
v Anafilaxia 32,5% (32) 1% (1)
v Exantema 9,4% (9) 28,8% (30)
v Otra 4% (4) 39,4% (41)
Antibidtico BL implicado <0,001
e BP 3,1% (3) 29,8% (31)
e Amoxicilina 79,5% (78) 55,8% (58)
e Cloxacilina 2,1% (2) 1,9% (2)
e Cefalosporinas 9,2% (9) 5,7% (6)
e Amoxicilina- 3,1% (3) 1,9%(2)
clavulanico
e Desconocido 3% (3) 4,9% (5)

El estudio alergoldgico de los pacientes con hipersensibilidad a BL muestra que en el
79,6% de los casos el diagndstico se hizo mediante pruebas cutaneas; ya fueran
intraepidérmicas (17,3%) o intradérmicas (62,3%); en un 6,1% se hizo mediante la
determinacion de IgE especifica para BL (CAP-System) y con resultado negativo en las
pruebas cutdneas; en un 8,2% de los casos se realizd la prueba de provocacion y en 6,1%
el diagndstico se realizd durante la reevaluacion de los pacientes a las tres semanas. La

figura 24 muestra el estudio alergoldgico de los pacientes con hipersensibilidad a BL.
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ESTUDIO ALERGOLOGICO B RNens
B CcAP-System
O PROVOCACION
6,1% B RE-EVALUACION

Figura 24. Valores de distribucion en el estudio alergoldgico de los pacientes con
hipersensibilidad a BL.

La mediana de edad para los controles fue de 43 afnos (RI: 33) y para los pacientes de
49 anos (RI: 29) (Tabla 8). La distribucion por sexos también se ve reflejada en la tabla 8,
con un ligero predominio del sexo femenino tanto en controles como pacientes (67% vy

58%) respectivamente frente al sexo masculino (33% en controles y 42% en pacientes).

Los valores medios de los niveles de IgE total para controles fueron de 98,94 kUI/L
(DE: 139,22) frente a los pacientes con hipersensibilidad a BL cuyos valores medios
alcanzaron niveles de 165,83 kUI/L (DE: 342,91) (Tabla 8). No se encontraron diferencias
significativas al comparar los niveles medios de IgE en controles y pacientes con
hipersensibilidad a BL (p=0,098). En la figura 25 se muestra la distribucién de los niveles

de IgE expresado en logaritmo en base 10 en los pacientes con hipersensibilidad a BL.
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5

Frecuencia

o=

050 1,00 1350 2,00 250 3,00
Log IgE

Figura 25. Distribucion de los valores de niveles de IgE en pacientes con hipersensiblidad a BL
(expresado en logaritmo en base 10).

Al comparar los niveles de IgE en el grupo de pacientes con hipersensibilidad a BL con
las distintas variables clinicas incluidas en el estudio, identificamos una asociacién
estadisticamente significativa (p=0,009) con los pacientes sensibilizados a mas de un
grupo de aeroalérgenos (polisensibilizados), obteniéndose unos niveles medios de IgE de
252,73 kUI/L (DE: 401,57). En concreto, esta asociacidon se ha visto en pacientes
sensibilizados a pdlenes y acaros, encontrando unos niveles medios de IgE de 366,67
kUI/L (DE: 512,70). No se observaron diferencias estadisticamente significativas con las

variables asma y monosensibilizacién respecto a los niveles de IgE.
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5.1.2 ESTUDIO DE ASOCIACION DE POLIMORFISMOS EN PACIENTES
CON HIPERSENSIBLIDAD A BL

Tras realizar el analisis de los 22 polimorfismos entre pacientes con reacciones de
hipersensibilidad a BL con relacidn a los controles, solamente se identificaron diferencias

estadisticamente significativas en el caso del polimorfismo ¢25 TGFB1 (Tabla 12).

En este caso, encontramos que el alelo C del polimorfismo en el codén 25 del gen
TGFB1 fue mas frecuente en los pacientes (11,8%) que en los controles (4,5%) con una
p=0,029; OR: 2,84; IC 95% (1,07 — 7,51). No se observaron diferencias significativas al

estudiar las frecuencias genotipicas.

Tabla 12. Estudio comparativo en las frecuencias alélicas y genotipicas de los controles y

pacientes con reacciones de hipersensibilidad a BL.

pstl 1970 ILIR 0,55 0,83 c25 TGFB1 0,029* 0,11
3962 IL1B 0,17 0,18 -1098 IL4 0,88 0,56
-511/L1B 0,30 0,22 -590 /L4 0,24 0,44
-889 IL1A 0,36 0,69 -331L4 0,08 0,21
874 IFNG 0,33 0,49 -330 /L2 0,99 0,98
-1188IL12 0,54 0,80 166 /L2 0,71 0,93

-1902 IL4RA 0,30 0,35 -174 IL6 0,65 0,79
1110/L1RA 0,41 0,52 nt565 IL6 0,69 0,86
-308 TNFA 0,95 0,94 -1082 /L10 0,75 0,86
-238 TNFA 0,95 0,50 -819/L10 0,51 0,61
c10 TGFB1 0,95 0,98 -592 /L10 0,69 0,82

*p-Valor < 0,05

NIVELES DE IgE TOTAL

Al analizar el conjunto de polimorfismos entre los pacientes con hipersensibilidad a
BL y los controles con los niveles de IgE, sélo se identificaron diferencias estadisticamente

significativas para el polimorfismo -1188 de /L12. Se encontrd una asociacion significativa
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(p=0,044) con los niveles de IgE de los portadores del genotipo AA ( X: 119,76; DE: 217,98)

para este polimorfismo con respecto a los del genotipo CC (X: 54,58; DE: 43,26).

PRUEBAS CUTANEAS POSITIVAS CON AEROALERGENOS COMUNES

En el analisis de los polimorfismos de citocinas en los pacientes con hipersensibilidad
a BL se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los polimorfismos pstl

1970 IL1R, 874 IFNG y -33 IL4 tal como se muestra en la tabla 13.

En este estudio, encontramos que el alelo T del polimorfismo en posicién 1970 del
gen ILIR resulté mas frecuente en los pacientes con pruebas cutaneas positivas con
aeroalérgenos (45,7%) que en los controles (31,1%) con una p=0,014; OR: 1,86; IC 95%
(1,23 — 3,05). Con respecto a las frecuencias genotipicas, se observd una diferencia
estadisticamente significativa (p=0,017) en el genotipo TT, siendo mas frecuente en los
pacientes (23,9%) que en los controles (7,9%), lo que fue confirmado mediante regresion

logistica al ajustar por edad y sexo, p=0,007; OR: 5,23; IC95% (1,59 —17,21).

El alelo A en la posicidn 874 del IFNG se observd con mas frecuencia en los pacientes
con pruebas cutdneas positivas (71,4%) que en los controles (50%), con una p=0,027, OR:
2,50; IC 95% (1,09 — 5,68). No se observaron diferencias significativas en las frecuencias

genotipicas.

Tabla 13. Estudio comparativo en las frecuencias alélicas y genotipicas de pacientes con

pruebas cutaneas positivas.

FRECUENCIAS PRUEBAS CUTANEAS +
(Grupo BL) N=46

pstl 1970 IL1R P-Alélica 0,014*

P-Genotipica 0,017*

874 IFNG P-Alélica 0,027*
P-Genotipica 0,15

-33 /L4 P-Alélica 0,004*

P-Genotipica 0,017*

*p-Valor < 0,05
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En el caso del SNP en posicién -33 del gen /L4, se encontrd el alelo T con mayor
frecuencia en los controles (16,8%) que en los pacientes con pruebas cutdneas positivas
con aeroalérgenos (4,5%) con una p=0,004; OR: 0,23; IC 95% (0,08 — 0,68). El andlisis de
las frecuencias genotipicas reflejé una mayor proporcion del genotipo CT en los controles
(28%) que en los pacientes (9,1%) (p=0,017). Al ajustar por edad y por sexo, esta

asociacion se confirmé obteniéndose una p de la regresién de 0,005.

Para confirmar si estas diferencias encontradas se debian a la presencia de
hipersensibilidad a BL o a la propia atopia se realizé un analisis confirmatorio dentro del
grupo de pacientes de hipersensibilidad a BL entre la presencia y ausencia de pruebas
cutaneas positivas con aeroalérgenos. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los polimorfismos pst1 1970 IL1R, 874 IFNG y -33 IL4 coincidiendo con los
gue se detallan en la tabla 13. También se ha encontrado una diferencia estadisticamente
significativa (p=0,007) en el polimorfismo 1902 IL4RA, el genotipo GG resulté mas
frecuente en los pacientes con pruebas cutdneas positivas (15,8%) que en los pacientes
con pruebas cutdneas negativas (1,8%). Al ajustar por edad y sexo se mantuvo la
significacion obteniéndose una p de la regresion de 0,012; OR: 56,14; IC 95% (2,40 —

1131,39) (Tabla 14). Lo que confirma que estas asociaciones son debidas a la atopia.

Tabla 14. Estudio comparativo en las frecuencias alélicas y genotipicas de los pacientes con

presencia y ausencia de pruebas cutaneas positivas en pacientes con hipersensibilidad a BL.

FRECUENCIA FRECUENCIA
(Alélica) (Genotipica)
pstl 1970 IL1IR Alélica: 0,08
Genotipica: 0,024* TT:21,1% PC+/ 8,9% PC-
874 IFNG Alélica: 0,034* A: 65% PC+/ 44,4% PC-
Genotipica: 0,43
-33 1.4 Alélica: 0,038* T:20,4% PC-/ 5,6% PC+
Genotipica: 0,11
1902 IL4RA Alélica: 0,83
Genotipica:0,007* GG: 15,8% PC+/ 1,8% PC-

*p-Valor < 0,05
PC += pruebas cutaneaspositivas; PC -= pruebas cutdneas negativas
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SENSIBILIZACION A UNO O VARIOS GRUPOS DE AEROALERGENOS

En el andlisis de los pacientes sensibilizados a un Unico grupo de aeroalérgenos
(monosensibilizados) y de los pacientes sensibilizados a mas de un grupo de
aeroalérgenos (polisensibilizados) se hallaron diferencias estadisticamente significativas
en los polimorfismos que se muestran en la tabla 15, si bien el tamafio muestral era

€sCaso.

Tabla 15. Estudio comparativo en las frecuencias alélicas y genotipicas de los controles y
pacientes monosensibilizados y polisensibilizados en el grupo de BL.

MONOSENSIBILIZACION  POLISENSIBILIZACION

FRECUENCIAS (a un unico grupo de (a mas de un grupo de

aeroalérgenos) N=27 aeroalérgenos) N=19
 pst11970 /1R  P-Allica 0,018* 0,18
P-Genotipica 0,002* 0,29

874 IFNG P-Alélica 0,26 0,017*

P-Genotipica 0,61 0,09
-33 IL4 P-Alélica 0,013* 0,10
P-Genotipica 0,045* 0,26

*p-Valor < 0,05

La comparacién de frecuencias del polimorfismo pstl 1970 ILIR en los pacientes
sensibilizados a un Unico grupo de aeroalérgenos, resultd significativa tanto para
frecuencias alélicas como genotipicas. Se obtuvo una p=0,018; OR: 2,05; IC 95% (1,12 —
3,75) resultante de la comparacion de la frecuencia del alelo T en pacientes
monosensibilizados (48,1%) y en controles (31,1%) La comparacién de las frecuencias
genotipicas mostrd una significacién de p=0,002 como consecuencia de la diferencia en la
distribucién del genotipo TT en los pacientes monosensibilizados (33,3%) respecto a los
controles (7,9%). Poder 88% para un error alfa=0,05, FPRP=1% para una probabilidad a
priori del 10%. Al ajustar por edad y sexo se confirmd la significacion obteniéndose una p

de la regresion de 0,004 con una OR: 6,34; IC 95% (1,82 —22,03).

El analisis del polimorfismo -33 de /L4 mostré una asociacién estadisticamente

significativa de las frecuencias alélicas y genotipicas con la sensibilizacion a un Unico grupo
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de aeroalérgenos. Se obtuvo una p=0,013; OR: 0,19; IC 95% (0,04 — 0,82) resultante de la
comparacion de la frecuencia del alelo T en controles (16,8%) y pacientes
monosensibilizados (3,7%). El genotipo CT resulté ser mds abundante en controles (28%
frente al 7,4% en los pacientes monosensibilizados) con una p=0,045. Poder 81% para un
error alfa=0,05 y FPRP de 8,5% para una probabilidad a priori del 10%. Al ajustar por edad

y sexo se mantuvo la significacion obteniéndose una p de la regresion de 0,010.

Las frecuencias alélicas del polimorfismo en posicién 874 IFNG mostraron una
asociacion con la sensibilizacion a mas de un grupo de aeroalérgenos. El andlisis de
frecuencias alélicas mostrd significaciéon (p=0,017, OR: 4,00; IC 95% [1,21 — 13,20]). Se
observo una frecuencia mayor del alelo A en los pacientes polisensibilizados (80% frente a

un 50% en controles).

Del mismo modo para analizar si estas asociaciones se debian a la sensibilizacion a
uno o mas grupos de aeroalérgenos se analizd el conjunto de polimorfismos en pacientes
con hipersensibilidad a BL comparando la presencia de sensibilizacién a un unico grupo de
aeroalérgenos (monosensibilizados) frente a la sensibilizacion a mds de un grupo de
aeroalérgenos (polisensibilizados). Se hallaron diferencias estadisticamente significativas
en los polimorfismos que se muestran en la tabla 16 indicando que el peso de la

asociacion recae en la sensibilizacién para estos SNP.

Tabla 16. Estudio comparativo en las frecuencias alélicas y genotipicas de los pacientes
monosensibilizados y polisensibilizados en pacientes con hipersensibilidad a BL.

SNP p-Valor FRECUENCIA FRECUENCIA
_ (Alélica) _ (Genotipica)
874 IFNG Alélica: 0,045* A: 87,5% polisenb/ 50%monosenb

Genotipica: 0,43

-590 /L4 Alélica: 0,048* T: 25% polisenb/ 3,8% monosenb
Genotipica: 0,035* CT: 50% polisenb/
7,7% monosenb
-3301L2 Alélica: 0,007* T:91,7% polisenb/45,8%monosenb
Genotipica:0,044 TT: 83,3% polisenb/

25% monosenb

*p-Valor < 0,05
polisenb= polisensibilizados; monosenb= monosensibilizados
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5.1.3 ESTUDIO DE HAPLOTIPOS Y DIPLOTIPOS EN LA
HIPERSENSIBILIDAD A BL

En el analisis de haplotipos y diplotipos de los genes IL1B, IL6 y TGFB1 se encontraron
asociaciones estadisticamente significativas en relacion a la atopia y al asma en el grupo

de pacientes con hipersensibilidad a BL.

En el andlisis de haplotipos del gen IL1B (posiciones -511/3962), se obtuvo una
asociacién estadisticamente significativa con la sensibilizacién a un Unico grupo de
aeroalérgenos. El haplotipo TT se observd con mds frecuencia en los pacientes

monosensibilizados que en los controles con una p=0,010; OR: 4,03; IC 95% (1,29 — 12,62).

El andlisis de diplotipos en el gen de /L6 mostrd Unicamente cierta asociacion
(p=0,039) entre la mayor presencia del diplotipo CG GG en los pacientes sensibilizados a
acaros y pdlenes frente a los controles. Hay que destacar que el diplotipo CG GG no se
encontrd en ningun control, mientras que se localizé en un 11,1% de los pacientes. Al
ajustar por edad y sexo se confirmé la significacion obteniéndose una p de la regresion de

0,002.

Por ultimo, en el andlisis de diplotipos del gen TGFB1 se encontrd una asociacién
estadisticamente significativa (p=0,044). En concreto, con el diplotipo TG CG, asociado a la
presencia de asma. Poder 89% para un error alfa=0,05 y FPRP de 7,6% para una
probabilidad a priori del 10%. Al ajustar por edad y sexo, se confirmd dicha asociacion

p=0,004.

5.2 GRUPO PACIENTES CON HIPERSENSIBILIDAD A AINE

5.2.1 ESTADISTICA DESCRIPTIVA

Este grupo incluyd un total de 241 individuos, repartidos en 156 controles y 85
pacientes con reacciones de hipersensibilidad a antinflamatorios no esteroideos. Los
criterios de seleccion de este grupo se describen en el apartado 4.1 (poblacién estudiada)

de la seccion de Material y Métodos.
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Los 85 pacientes con hipersensibilidad a AINE presentaban EREA, de los cuales un
83,5% (71) presentan como sintomatologia respiratoria, asma vy rinitis, producidas por los
AINE en pacientes que tenian como patologia respiratoria de base poliposis nasosinusal y
asma. Por otro lado, un 14,1% (12) de los pacientes presentan solamente asma bronquial
como patologia de base exacerbada por los AINE y sélo un 2,4% (2) de los pacientes
tenian sintomatologia respiratoria nasal exacerbada por los AINE con poliposis
nasosinusal como Unica patologia respiratoria de base. Por tanto, la mayoria de nuestra
poblacién de pacientes con hipersensibilidad a AINE; un 97,6% (83), presentaban asma; ya
sea asma y poliposis 0 asma aislada y en relacion al tipo de asma, los datos se muestran

en la tabla 17.

Tabla 17. Distribucién del tipo de asma en el grupo de pacientes con hipersensibilidad a AINE.

TIPO DE ASMA PACIENTES CON HIPERSENSIBILIDAD A AINE ‘
_ (% de distribucion)
ASMA INTERMITENTE (N=8) 9,6%
ASMA PERSISTENTE LEVE (N=10) 12%
ASMA PERSISTENTE MODERADA (N=51) 61,4%
ASMA PERSISTENTE GRAVE (N=14) 17%

La mediana de edad de los controles fue de 50 afios (RI= 33), con cierto predominio
del sexo femenino (62%) (Tabla 8). En los pacientes con hipersensibilidad a AINE la
mediana fue de 49 afios (Rl: 21) y la distribucion de sexos también se incliné a favor del

sexo femenino (63% frente al 37% masculino); estos datos se reflejan en la tabla 8.

En relacidn a los niveles de IgE total, se obtuvieron unos niveles medios de 91,62
kUI/L (DE: 175,82) en los controles, mientras que en los pacientes, los niveles medios se
incrementaron hasta 206,43 kUI/L (DE: 232,55) (Tabla 8). Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas al comparar los niveles medios de IgE entre controles y
pacientes con hipersensibilidad a AINE (p<0,001). En la figura 26 se muestra la distribucion
de los niveles de IgE, expresados en logaritmo en base 10 en los pacientes con

hipersensibilidad a antiinflamatorios no esteroideos.
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Figura 26. Distribucién de los valores de niveles de IgE en pacientes con hipersensibilidad a
AINE (expresado en logaritmo en base 10).

Al comparar los niveles de IgE con diversas variables clinicas: poliposis, asma, triada
del AAS, pruebas cutaneas positivas con aeroalérgenos y sensibilizacién a un Unico grupo
de aeroalérgenos (monosensibilizados) o a varios grupos de aeroalérgenos
(polisensibilizados), se encontraron asociaciones significativas con la sensibilizacidn

alérgica tal como se muestra en la tabla 18.
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Tabla 18. Asociaciones significativas de los niveles de IgE con la presencia o ausencia de

sensibilizacién alérgica en los pacientes con hipersensibilidad a AINE.

GRUPO AINE

VARIABLES CLINICAS NIVELES DE IgE NIVELES DE IgE

p significativa

(vC) (pacientes con (pacientes con (t student)
presencia de VC*) ausencia de VC*)
MONOSENSIBILIZACION  X:363,52; DE: 380,14  X: 122,01; DE: 86,58 p<0,001
(N=11)
POLISENSIBILIZACION X:169,50; DE: 96,63  X: 363,52; DE:380,14 p=0,007
(N=15)

*V/C: variable clinica estudiada

5.2.2 ESTUDIO DE ASOCIACION EN HIPERSENSIBLIDAD A AINE

Al analizar el conjunto de polimorfismos en los pacientes con reacciones de
hipersensibilidad a antiinflamatorios no esteroideos (AINE) con relacién a los controles, se
han encontrado diferencias estadisticamente significativas en los polimorfismos -308

TNFA, -1098 /L4, -590 IL4, nt565 IL6, -1082 IL10, -592 IL10 y -819 IL10 (Tabla 19).

El andlisis del polimorfismo en la posicién -308 del gen de TNFA mostré que el alelo A
fue mas frecuente en los pacientes con hipersensibilidad a los AINE (25%) que en los
controles (6,2%) con una p<0,001; OR: 5,035 (2,82 — 9,01). Poder 98% y FPRP 0,2% para
una probabilidad a priori del 0.001%. El analisis de las frecuencias genotipicas reflejé una
mayor proporcion del genotipo AG en los pacientes (38,1%) frente a los controles (9,8%),
Poder >99%, FPRP 1,2% (PAP 0.001%), lo que fue confirmado al ajustar por edad y sexo,
p<0,001; OR: 6,15; IC 95% (3,04 —12,43).

El alelo G del polimorfismo -1098 /L4, se observé con mas frecuencia en los pacientes
con AINE (13,8%) que en los controles (7,1%), con una p=0.023; OR: 2,07; IC 95% (1,09 —
3,93). En el analisis de frecuencias genotipicas se observaron diferencias significativas en
el genotipo TG, significativamente mas frecuente en el grupo de pacientes con reacciones
de hipersensibilidad a AINE (27,5% vs 8,6% en controles), con p<0,001. PE 94% FPRP 7,4%
PAP 1%. Esta asociacion se confirmé al ajustar por edad y sexo obteniéndose una p de la

regresion <0.001.

En el polimorfismo en la posicién -590 del gen IL4, se observé una frecuencia mayor

del alelo T en pacientes con AINE (25,9% frente al 14,1% en los controles) con una
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p=0,002; OR: 2,13; IC 95% (1,31 — 3,47). Con respecto a las frecuencias genotipicas, se
encontrd que el genotipo CT es significativamente mas frecuente en los pacientes (46,9%)
respecto a los controles (21,1%) (p<0,001). PE 90% FPRP 0,3% PAP 1%. Mediante
regresion logistica al ajustar por edad y sexo esta asociacion se confirmd obteniéndose

una p de la regresion <0.001.

Tabla 19. Estudio comparativo de las frecuencias alélicas y genotipicas en los controles y
pacientes con reacciones de hipersensibilidad a AINE.

pstl 1970 ILIR 0.17 0,40 c25 TGFB1 0,043* 0,19
3962 I/L1B 0,09 0,11 -1098 IL4 0,023* <0,001*
-511/L1B 0,74 0,76 -590 /L4 0,002* <0,001*
-889 IL1A 0,34 0,34 -33IL4 0,26 0,41
874 IFNG 0,12 0,09 -330 /L2 0,84 0,48
-1188IL12 0,013* 0,047* 166 IL2 0,10 0,14

-1902 IL4RA 0,34 0,37 -174 IL6 0,08 0,13

11100 /L1RA 0,06 0,11 nt565 /L6 0,041* 0,040*
-308 TNFA <0,001* <0,001* -1082 IL10 0,88 0,026*
-238 TNFA 0,78 0,91 -819/L10 0,59 0,006*
c10 TGFB1 0,09 0,18 -592 JL10 0,79 0,008*

*p-Valor < 0,05

El andlisis del polimorfismo nt565 IL6, reflejé una mayor proporcién del alelo A en los
sujetos del grupo control (36,9%) que en los pacientes con hipersensibilidad a los AINE
(27,4%) con una p=0,041; OR: 0,65; IC 95% (0,42 — 0,98). El anadlisis de frecuencias
genotipicas resulté significativo (p=0,040), con una menor frecuencia del genotipo AA en
los pacientes (3,7%) que en los controles (14,2%). Al ajustar por edad y sexo se mantuvo la

significacion obteniéndose una p de la regresién de 0,023; OR: 5,78; IC 95% (1,28 — 26,14).

En relacion con el gen IL10, se han encontrado asociaciones significativas en las
frecuencias genotipicas de los polimorfismos localizados en las posiciones -1082, -819 y -
592. En el polimorfismo -1082 IL10, la comparacién de las frecuencias genotipicas mostrd

una significacion de 0,026 como consecuencia de la diferencia en la distribucion del
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genotipo AG en los pacientes (59,8% frente a 43,4% en controles), lo que fue confirmado
mediante regresion logistica al ajustar por edad y sexo, p=0,034; OR: 4,04; IC 95% (1,11 -
14,69).

En el caso del SNP -819 del gen IL10, el genotipo TC presentdé una diferencia
estadisticamente significativa (p=0,006), observandose una mayor frecuencia en pacientes
con hipersensibilidad a los AINE (53,7%) que en los controles (36,2%). Al ajustar por edad

y sexo se mantuvo la significacidn obteniéndose una p de la regresién de 0,016.

Finalmente, el genotipo AC en posicion -592 del gen de IL10, se observé con mas
frecuencia en los pacientes con hipersensibilidad a AINE (54,9%) que en los controles
(37,9%) con una p=0,008. PE 81% FPRP 2,8% PAP 10% En este caso, se confirmé la

asociacion al ajustar por edad y sexo obteniéndose una p de la regresion de 0,015.

NIVELES DE IgE TOTAL

Al analizar el conjunto de polimorfismos entre pacientes con hipersensibilidad a AINE
y controles con los niveles de IgE, se han encontrado diferencias estadisticamente
significativas en los polimorfismos 874 IFNG, -1188 IL12, -308 TNFA, -238 TNFA y -1098
IL4.

En el caso del polimorfismo 874 IFNG, se ha encontrado una asociacién significativa
(p=0,041) de los niveles de IgE del genotipo TA (X:185,96; DE: 279,60) con los del
genotipo AA (X: 75,40; DE: 81,56). Para el resto de polimorfismos los valores estadisticos

se detallan en la tabla 20.
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Tabla 20. Estudio comparativo de los 22 polimorfismos con los niveles de IgE en los controles
y en los pacientes con reacciones de hipersensibilidad a AINE.

VALORES DE IgE
SNP (X; DE) p-VALOR

874 IFNG TA: 185,96; 279,60 0,041
AA: 75,40; 81,56
-11881L12 AA: 90,16; 147,84 0,029
AC: 174,91, 236,50
AA: 90,16; 147,84 0,014
CC: 270,09; 403,19
-308 TNFA AA: 316,73; 342,06 0,047
GG: 114,66; 219,95
-238 TNFA GG: 121,44, 193,16 0,038
AA: 53,25; 17,46
-1098 /L4 TT:126,16; 197,93 0,025

GG: 26,03; 33,49

POLIPOSIS Y/O ASMA

Al analizar el conjunto de polimorfismos entre pacientes con las variables clinicas
poliposis y/o asma y controles en el grupo de pacientes con hipersensibilidad a AINE, se
han encontrado diferencias estadisticamente significativas en los polimorfismos que se

muestran en la tabla 21.

En relacion a los pacientes con “Poliposis y Asma” se observd una asociacidén
estadisticamente significativa con los polimorfismos 874 IFNG, -1188 IL12B, -308 TNFA, -
1098 /L4, -590 /L4, -1082 IL10, -819 IL10y -592 IL10 (Tabla 21). Debido a que los pacientes
del grupo de individuos con hipersensibilidad a AINE que presentan las variables clinicas:
poliposis y asma son los pacientes con la triada del AAS, los polimorfismos que se asocian
de forma estadisticamente significativa con esta entidad clinica también conocida como
sindrome de Fernand Widal son los anteriormente descritos y que se detallan en la tabla

21.

En el andlisis de frecuencias genotipicas del polimorfismo en posicién 874 de IFNG, se
observaron diferencias significativas en el genotipo TA, mas frecuente en el grupo de

pacientes con poliposis y asma (47,1% vs 26,9% en controles), con p=0,047. PE 84% y FPRP
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4% PAP 10%. Esta asociacién se confirmd al ajustar por edad y sexo obteniéndose una p

de la regresion de 0,027; OR: 3,36; IC 95% (1,14 — 9,83).

En el caso del SNP en posicion -1188 del gen IL12B, se encontré el alelo C con mayor
frecuencia en los los pacientes con poliposis y asma (26,1%) que en los controles (16,7%)
con una p=0,024; OR: 1,77; IC 95% (1,07 — 2,91). El analisis de las frecuencias genotipicas
reflejé una mayor proporcién del genotipo AC en los pacientes con poliposis y asma
(40,3%) que en los controles (24,6%) (p=0,049). Al ajustar por edad y por sexo, esta

asociacion se confirmo obteniéndose una p de la regresion de 0,029.

Tabla 21. Estudio comparativo en las frecuencias alélicas y genotipicas de los controles y

pacientes con poliposis y/o asma.

POLIPOSIS ASMA POLIPOSIS Y ASMA
FRECUENCIAS (Grupo AINE) (Grupo AINE) (Grupo AINE)
(N=73) (N=83) (N=71)
3962 IL1B P-Alélica 0,16 0,09 0,17
P-Genotipica 0,044* 0,12 0,05
874 IFNG P-Alélica 0,048* 0,13 0,07
P-Genotipica 0,044* 0,07 0,047*
-1188 IL12B P-Alélica 0,015* 0,020* 0,024*
P-Genotipica 0,046* 0,05 0,049*
-308 TNFA P-Alélica <0,001* 0,001* <0,001*
P-Genotipica <0,001* <0,001* <0,001*
-1098 IL4 P-Alélica 0,010* 0,008* 0,007*
P-Genotipica <0,001* <0,001* <0,001*
-590 /L4 P-Alélica <0,001* 0,001* <0,001*
P-Genotipica <0,001* <0,001* <0,001*
nt565 /L6 P-Alélica 0,043* 0,031* 0,032*
P-Genotipica 0,06 0,040* 0,06
-1082 IL10 P-Alélica 0,81 0,85 0,77
P-Genotipica 0,002* 0,027* 0,002*
-8191iL10 P-Alélica 0,72 0,52 0,64
P-Genotipica 0,002* 0,009* 0,004*
-592 IL10 P-Alélica 0,91 0,71 0,82
P-Genotipica 0,003* 0,012* 0,004*

*p-Valor < 0,05
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El polimorfismo en posicidn -308 del gen TNFA mostrd una intensa asociacién con las
variables “Poliposis”, “Asma” y “Poliposis y Asma”, en mayor proporcion en los pacientes
que en los controles, tanto en la distribucién de frecuencias alélicas como genotipicas, tal
como se muestra en la tabla 22. En el caso de las frecuencias genotipicas se confirmé la
mayor proporcidon del genotipo AG al ajustar por edad y sexo mediante regresién en los
pacientes con presencia de poliposis, en los pacientes con presencia de asma y en los
pacientes con poliposis y asma. Los valores estadisticos de la regresién se muestran en la
tabla 22. En todos los casos, tanto en la distribucién de frecuencias alélicas (alelo A) como
genotipicas (genotipo AG) el poder estadistico fue del 99% con un FPRP inferior a 2% para

una probablidad a priori del 0,001%.

La comparacion de las frecuencias alélicas del polimorfismo -1098 IL4, mostrd
diferencias significativas en la frecuencia del alelo G en pacientes con poliposis y asma
(14,5% frente al 6,5% en controles), con una p=0,007; OR: 2,45; IC 95% (1,25 - 4,80). El
genotipo TG resultd ser mas abundante en los pacientes con poliposis y asma (29%) que
en los controles (8,6%) con una p<0,001. PE 95% vy y FPRP 8,2% PAP 1%. Se confirmé esta

asociacion al ajustar por edad y sexo obteniéndose en la regresidon una p<0,001.

Se encontrd una asociacién significativa en las frecuencias del alelo T en posicién -
590 de /L4, mas representado en los pacientes con poliposis y asma (29,7%) que en los
controles (14,1%) con una p<0,001; OR: 2,58; IC 95% (1,57 - 4,23). También se detectd que
el genotipo CT era mas frecuente en pacientes con poliposis y asma (56,6%) que en los
controles (21,1%) con una p<0,001. PE >99% y y FPRP 0,1% PAP 0,1%. Al ajustar por edad

y sexo se mantuvo la significacion estadistica obeniéndose una p de la regresion <0,001.

Tabla 22. Estudio comparativo en las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo -308

TNFA de controles y pacientes con poliposis y/o asma.

VARIABLES FRECUENCIA OR
CLiNICAS Alelo A Genotipo AG Regresion (OR)
POLIPOSIS p: 0,28/c: 0,06 p: 0,42/c: 0,10 Alélica: 0,001 A:5,77 (3,19-10,41)

(N=73) Genotipica: <0,001 G: 7,40 (3,58-15,29)
ASMA p: 0,25/c: 0,06 p: 0,38/c: 0,10 Alélica: 0,001 A: 5,00 (2,79-8,96)
(N=83) Genotipica: <0,001 G: 6,09 (3,01-12,35)
POLIPOSIS Y p: 0,28/c: 0,06 p: 0,41/c: 0,09 Alélica: 0,001 A: 5,79 (3,20-10,48)
ASMA (N=71) Genotipica: <0,001 G: 7,36 (3,54-15,29)

p=pacientes; c=controles
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En el caso de los polimorfismos del gen IL10, se encontraron diferencias significativas
en la distribuciéon de las frecuencias genotipicas. Con respecto al polimorfismo -1082 /L10,
en el analisis de frecuencias genotipicas se observaron diferencias en el genotipo AG,
significativamente mas frecuente en el grupo de pacientes con poliposis y asma (65,7% vs
43,4% en controles), con p=0,002. PE 90% y y FPRP 5,3% PAP 10%. Al ajustar por edad y
sexo se mantuvo la significacidén estadistica, obteniéndose en la regresion una p=0,021;

OR:11,35;1C95% (1,45 — 88,81).

En el andlisis del SNP -819 IL10, se observaron diferencias en el genotipo TC, que fue
significativamente mas frecuente en el grupo de pacientes con poliposis y asma (55,7% vs
36,2% en controles) con una p=0,004. PE 81% y y FPRP 8,2% PAP 10%. También en este
caso se pudo con la significacion estadistica al ajustar por edad y sexo obteniéndose una p

de la regresion de 0,033 con una OR: 1,99; IC 95% (1,06 — 3,75).

Con respecto a la distribucién de frecuencias genotipicas del polimorfismo -592 /L10,
se encontraron diferencias significativas en la distribucidn del genotipo AC, que fue mas
frecuente en los pacientes con poliposis y asma (57,1% frente al 37,9% en controles). Se
pudo confirmar la significacion estadistica al ajustar por edad y sexo obteniéndose una p

de la regresion de 0,030 con una OR: 2,00; IC 95% (1,07 — 3,74).

En relacién a todos los pacientes del grupo de hipersensibilidad a AINE con la variable
“Poliposis” o con la variable “Asma”, se han encontrado diferencias estadisticamente
significativas en los mismos polimorfismos previamente descritos para pacientes con la

variable “Poliposis y Asma” como puede observarse en la tabla 21.

En el caso de pacientes con la variable “Poliposis” ademas de las asociaciones
anteriormente descritas, se observé también asociacién con el SNP 3962 del gen /L1B. El
analisis de las frecuencias genotipicas, mostré diferencias significativas en la distribucion
de la frecuencia del genotipo TC en pacientes con poliposis (42,5% frente al 26,2% en
controles) con una p=0,044. Al ajustar por edad y por sexo, esta asociacion se confirmé

obteniéndose una p de la regresion de 0,047 con una OR: 1,90; IC 95% (1,01 — 3,60).

PRUEBAS CUTANEAS POSITIVAS CON AEROALERGENOS COMUNES

Al analizar el conjunto de polimorfismos entre pacientes con pruebas cutaneas

positivas con aeroalérgenos comunes y controles en el grupo de pacientes con
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hipersensibilidad a AINE, sdlo se encontraron diferencias estadisticamente significativas

en el polimorfismo -308 TNFA.

El andlisis de frecuencias alélicas del polimorfismo en posicién -308 del gen TNFA
mostré una mayor frecuencia del alelo A en pacientes con pruebas cutaneas positivas con
aeroalérgenos (17,3% frente a un 6,2% en controles) y una p=0,006 OR: 3,14; IC 95% (1,33
— 7,38). Al comparar las frecuencias genotipicas de este polimorfismo, se encontrd una
asociacion significativa en la distribucion del genotipo AG mas frecuente en pacientes con
pruebas cutdneas positivas (26,9%) que en controles (9,9%). Esta asociacion se confirmé
al ajustar por edad y sexo, obteniéndose un valor de p=0,017; OR: 3,47; IC 95% (1,25 —
9,66).

SENSIBILIZACION A UNO O VARIOS GRUPOS DE AEROALERGENOS

En el andlisis de las frecuencias alélicas y genotipicas de los pacientes sensibilizados a
un Unico grupo de aeroalérgenos (monosensibilizados), no se encontré asociacion
significativa con ninguno de los polimorfismos incluidos en el estudio. Sin embargo, en los
pacientes sensibilizados a mds de un grupo de aeroalérgenos (polisensibilizados), se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en los polimorfismos 3962 IL1B, -

1188 /L12B, 11100 IL1RA y 166 IL2 que se detallan a continuacién en la tabla 23.

Tabla 23. Estudio comparativo en las frecuencias alélicas y genotipicas de los controles y
pacientes polisensibilizados en el grupo de AINE.

SNP FRECUENCIAS POLISENSIBILIZACION (N=15) ‘
_ _ (a mas de un grupo de aeroalérgenos)
3962 /L1B P-Alélica 0,004*
P-Genotipica 0,019*
-1188 IL12B P-Alélica 0,007*
P-Genotipica 0,003*
11100 /L1RA P-Alélica 0,16
P-Genotipica 0,018*
166 IL2 P-Alélica 0,026*
P-Genotipica 0,002*

*p-Valor < 0,05
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El analisis de frecuencias alélicas del polimorfismo en posicién 3962 del gen de IL1B
mostré una mayor frecuencia del alelo T en pacientes polisensibilizados (50% frente a un
16,9% en controles) y una p=0,004; OR: 4,90; IC 95% (1,51 — 15,93). Al comparar las
frecuencias genotipicas de este polimorfismo 3962 JL1B en los pacientes
polisensibilizados, se encontrd una asociacion significativa en la distribucién del genotipo
TC, mas frecuente en pacientes (66,7%) que en controles (26,2%). Esta asociacidn se
confirmé al ajustar por edad y sexo, obteniéndose un valor de p=0,037; OR: 10,71; IC 95%

(1,15-99,21).

En este caso, también encontramos que el alelo C del polimorfismo en posicion -1188
del gen de IL12B fue mas frecuente los pacientes polisensibilizados (50%) que en los
controles (16,7%) con una p=0,007; OR: 2,77; IC 95% (1,20 — 6,40). Con respecto a las
frecuencias genotipicas, se observd una diferencia estadisticamente significativa
(p=0,003) en el genotipo CC, siendo mas frecuente en los pacientes polisensibilizados
(40%) que en los controles (4,3%). PE 82% y FPRP 2,6% PAP 10%. Esta asociacion no se

confirmé al ajustar por edad y sexo mediante regresidn logistica.

El genotipo CC del polimorfismo 11100 /L1RA, se observd con mas frecuencia en los
pacientes polisensibilizados (33,3%) que en los controles (5,2%), con una p=0,018. Esta

asociaciéon no se pudo confirmar al ajustar por edad y sexo mediante regresion logistica.

El polimorfismo en posicion 166 del gen de /L2 mostré asociacion con la
polisensibilizacidn, sobre todo en la distribucién de frecuencias genotipicas. Con respecto
a la distribucién de frecuencias alélicas, se encontraron diferencias significativas en la
distribucién del alelo T en los pacientes polisensibilizados (58,3%) frente a los controles
(28,3%) con una p=0,026; OR: 3,54; IC 95% (1,09 — 11,48). La comparacién de las
frecuencias genotipicas mostré una intensa significacién de 0,002, debido a la mayor
proporcién del genotipo TT en los pacientes polisensibilizados (50%) respecto a los
controles (7,7%). PE 85% y FPRP 4,7% PAP 10%. Esta significacion volvié a ponerse de
manifiesto obteniéndose una p en la regresion de 0,018; OR: 9,82; IC 95% (1,47 — 65,54).
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5.2.4 ESTUDIO DE HAPLOTIPOS Y DIPLOTIPOS EN PACIENTES CON
HIPERSENSIBLIDAD A AINE

GEN TNFA (-308/-238)

En el analisis de haplotipos del gen TNFA (posiciones -308/-238), se observd que el
haplotipo AG se encontraba con mayor frecuencia en los pacientes y el haplotipo GG en
los controles. Se obtuvieron asociaciones estadisticamente significativas en los haplotipos
del gen TNFA, tanto en el grupo de pacientes con hipersensibilidad a AINE como con
distintas caracteristicas clinicas, que se muestran en la tabla 24. Para el haplotipo AG, en
todos los casos, se alcanzé y superd un poder estadistico de 90% y un FPRP para una
probabilidad a priori del 0,001% (Aine: 0,2%, Poliposis: 0%, Asma: 0,2% y Triada del AAS:
0%). En relacién al haplotipo GG el poder estadistico también superd el 90% en todos los
casos y el valor de FPRP para una probabilidad a priori del 0,001% fue (Aine: 2,9%,
Poliposis: 0,6%, Asma: 3,9% y Triada del AAS: 0,3%).

Tabla 24. Haplotipos significativos en el analisis del gen TNFA (-308/-238).

GRUPO Y FRECUENCIA FRECUENCIA
VARIABLE  HAPLOTIPO  PACIENTES CONTROLES p-Valor
CLiNICA
AINE AG 24,9% 6,3% p<0,001 4,95 (2,77-8,86)
(N=85) GG 66,7% 86,1% p<0,001 0,32 (0,20-0,51)
POLIPOSIS AG 27,7% 6,3% p<0,001 5,71 (3,16-10,32)
(N=73) GG 64% 86,1% p<0,001 0,29 (0,18-0,46)
ASMA AG 24,9% 6,3% p<0,001 4,95 (2,76-8,88)
(N=83) GG 66,5% 86,1% p<0,001 0,32 (0,20-0,51)
TRIADA AAS AG 27,8% 6,3% p<0,001 5,74 (3,17-10,39)
(N=71) GG 63,7% 86,1% p<0,001 0,28 (0,18-0,45)

En el analisis de diplotipos del gen TNFA se obtuvo una asociacidn estadisticamente
significativa tanto a nivel de grupo (pacientes con hipersensibilidad a AINE y controles)
como con distintas variables clinico-bioldgicas (ver tabla 25). En concreto, el diplotipo GG
GG se observé con mas frecuencia en los controles que en los pacientes del grupo AINE y

en los controles que en los subgrupos de pacientes con poliposis, con asma, con triada del
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AAS y con pruebas cutdneas positivas. El poder estadistico superd el 95% en todos los
casos, y el valor de FPRP fue para el grupo AINE de 5,2% para una probabilidad de 10%,
para poliposis de 2,1% para una probabilidad de 10%, para asma de 4,5% para una
probabilidad de 10%, para triada del AAS de 2,1% para una probabilidad de 10% y para
pruebas cutaneas positivas de 8,6% para una probabilidad de 10%. También resultd
intensa la asociacidn del diplotipo AG GG en el grupo de pacientes con hipersensibilidad a
AINE y en el subgrupo de pacientes con la variable clinica asma. Para este diplotipo AG GG

el poder estadistico también alcanzd y superé el 95%.

Tabla 25. Asociacién de los diplotipos del gen TNFA (-308/-238).

GRUPO Y
VARIABLE  DIPLOTIPO FRECUENCIA GRUPO p-Valor p Regresion (OR)
CLINICA SIGNIFICATIVO
AINE Nelce pac (32,1%)/ con (9,3%) p<0,001 p=0,001
(N=84) GEIEG con (74,7%)/ pac (46,4%)  p<0,001 0,019: 0,13 (0,02-0,72)
POLIPOSIS GG GG con (74,7%)/ pac (41,7%)  p<0,001 0,008: 0,10 (0,02-0,55)
(N=72)
ASMA 4G G pac (31,7%)/ con (9,3%) p<0,001 p=0,001
(N=82) GELGG con (74,7%)/ pac (46,3%)  p<0,001 0,017: 0,13 (0,02-0,70)
TRIADA AAS GG GG con (74,7%)/ pac (42,3%)  p<0,001 0,008: 0,10 (0,19-0,55)
(N=71)
PC + GG GG con (74,7%)/ pac (53,8%)  p=0,036 p=0,031
(N=26)

pac: pacientes; con: controles
PC+= pruebas cutaneas positivas

GEN TGFB1 (c10/c25)

En relacién al analisis de diplotipos del gen TGFB1 se obtuvo una asociaciéon
estadisticamente significativa con distintas variables clinico bioldgicas (ver tabla 26). En
especial el diplotipo TG CG, se observd con mayor frecuencia en los pacientes con
poliposis (p=0,027) y con triada del AAS (p=0,023). En ambos casos el poder estadistico
fue superior al 80%, en el caso de la variable poliposis fue de 86% y en el caso de triada
del AAS fue de 89%. Estas asociaciones fueron confirmadas mediante regresién logistica,
obteniéndose una p de la regresidon de 0,015 para la variable poliposis y de 0,017 para la

variable triada del AAS.
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Tabla 26. Diplotipos significativos en el analisis del gen TGFB1.

VARIABLE DIPLOTIPO FRECUENCIA FRECUENCIA
CLiNICA PACIENTES CONTROLES
POLIPOSIS TG CG 58% 33,7% p=0,027
(N=69)
TRIADA AAS TG CG 58,8% 33,7% p=0,023
(N=68)

El analisis de haplotipos del gen TGFB1 (posiciones c10/c25) reflejé solamente una
asociacion estadisticamente significativa con el grupo de pacientes con hipersensibilidad a
AINE respecto a sus controles. El haplotipo CG se observé con mayor frecuencia en los
pacientes con hipersensibilidad a AINE (44,8%) que en los controles (34,3%) con una

p=0,047 OR: 1,56; IC95% (1,00 — 2,42).

GEN IL4 (-1098/-590/-33)

En el andlisis de haplotipos del gen /L4 (-1098/-590/-33) se obtuvo una asociacidn
estadisticamente significativa a nivel de grupo (pacientes con hipersensibilidad a AINE y
sus controles) y con distintas variables clinicas (ver tabla 27). Principalmente, esta
asociacion se encontrd en el haplotipo TCC, siendo mas frecuente en los controles que en
los pacientes del grupo AINE, y en los controles que en los subgrupos de pacientes con
presencia de poliposis, de asma y de triada del AAS. Respecto al haplotipo TCC, en todos
los casos, se alcanzd y superd un poder estadistico de 90% y un FPRP para una
probabilidad a priori del 0,001% (Aine: 6%, Poliposis: 1,1%, Asma: 5,1% y Triada del AAS:
3%).
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Tabla 27. Haplotipos significativos en el andlisis del gen /L4.

GRUPOY  FRECUENCIA  FRECUENCIA

VARIABLE  HAPLOTIPO  PACIENTES CONTROLES

CLiNICA

AINE TCC 59,1% 79,9% p<0,001 0,37 (0,24-0,57)
(N=85)

POLIPOSIS TCC 55,8% 79,9% p<0,001 0,32 (0,78-2,39)
(N=73)

ASMA TCC 58,5% 79,9% p<0,001 0,36 (0,23-0,56)
(N=83)

TRIADA AAS TCC 55,1% 79,9% p<0,001  0,31(0,20-0,49)
(N=71)

En el analisis de diplotipos del gen IL4, el diplotipo TCC TCC se observd intensamente
asociado no sélo con el grupo de pacientes con hipersensibilidad a AINE, también con la
presencia de poliposis, asma y triada del AAS (p<0,001 en todos los casos) (Tabla 28). Al
ajustar por edad y sexo mediante regresién logistica se confirmaron dichas asociaciones
obteniéndose una p de la regresidn <0,001 en todos los casos. El andlisis de diplotipos del
gen IL4 (posiciones -1098/-590/-33) también reflejé una asociacidn significativa (p=0,002)
entre el diplotipo TCC TTT y la variable pruebas cutdneas positivas con aeroalérgenos,
siendo mads frecuente en controles que en pacientes con pruebas cutdneas positivas.
Dicha asociacion también se confirmd al ajustar por edad y sexo obteniéndose una p de la

regresion de 0,025.

Tabla 28. Asociacién de los diplotipos del gen /L4 (-1098/-590/-33).

GRUPOY FRECUENCIA FRECUENCIA
VARIABLE  DIPLOTIPO PACIENTES CONTROLES
CLiNICA
AINE TCC TCC 33,3% 65% p<0,001 99%
(N=63)
POLIPOSIS TCC TCC 27,8% 65% p<0,001 >99%
(N=53)
ASMA TCC TCC 32,8% 65% p<0,001 99%
(N=61)
TRIADA AAS TCC TCC 28,3% 65% p<0,001 >99%
(N=53)
PRUEBAS
CUTANEAS+ TCCTTT 0% 20,4% p=0,002 70%
(N=20)
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GEN IL2 (-330/166)

En el andlisis de diplotipos del gen /L2 se encontrd una asociacién estadisticamente
significativa del diplotipo TT TT con la variable clinica sensibilizacién a mas de un grupo de
aeroalérgenos (p=0,049), en mayor proporcidn en pacientes polisensibilizados (50%) que
en controles (7,7%). No se confirmé la significacion al ajustar por edad y sexo pero el

poder estadistico fue de un 80%.

En el andlisis de haplotipos del gen /L2 se obtuvo una asociacion estadisticamente
significativa con distintas variables clinicas (ver tabla 29). Se encontré asociacién del
haplotipo TT (-330 y 166) con la presencia de poliposis (p=0,046) y con la sensibilizacién a

mas de un grupo de aeroalérgenos (polisensibilizados) (p=0,025).

Tabla 29. Haplotipos significativos en el anélisis del gen /L2 (-330/166).

VARIABLE CLINICA  HAPLOTIPO FRECUENCIA GRUPO  p-Valor (o]}
SIGNIFICATIVO
POLIPOSIS ' T " pac (37,9%)/con (28,3%)  p=0,046 1,54 (1,06-2,36)
(N=73)
POLISENSIBILIZACION
(a mas de un grupo de T pac (58,3%)/con (27,1%) p=0,025 3,54 (1,09-11,49)

aeroalérgenos) (N=15)

pac: pacientes; con: controles

GEN IL10 (-1082/-819/-592)

En el andlisis de diplotipos se encontré que el diplotipo ATA GCC se asociaba de
forma muy significativa con el grupo de pacientes con hipersensibilidad a AINE y dentro
de este grupo con la presencia de poliposis, de asma y de triada del AAS (p<0,001 en
todos los casos) (Tabla 30). Ademas al ajustar por edad y sexo se mantuvo la significacién

obteniéndose una p de la regresién <0,001 en todos los casos.
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Tabla 30. Asociacién de los diplotipos del gen /L10 (-1082/-819/-592).

GRUPO Y FRECUENCIA FRECUENCIA
VARIABLE DIPLOTIPO PACIENTES CONTROLES
CLINICA
AINE ATA GCC 36,7% 11,3% p<0,001 95%
(N=49)
POLIPOSIS ATA GCC 42,9% 11,3% p<0,001 98%
(N=42)
ASMA ATA GCC 35,4% 11,3% p<0,001 91%
(N=48)
TRIADA AAS ATA GCC 42,9% 11,3% p<0,001 98%
(N=42)

El andlisis de haplotipos del gen /L10 (posiciones 1082/-819/-592) mostré una
asociacion estadisticamente significativa con la sensibilizacidn alérgica, en concreto con la
sensibilizacion a uno de los grupos de aeroalérgenos (monosensibilizados). Se encontré
una asociaciéon p=0,003; OR: 14,24; IC 95% (1,42 — 142,38) del haplotipo GCA con la
sensibilizacidon a uno de los grupos de aeroalérgenos, siendo mas frecuente en pacientes
monosensibilizados que en controles (5% vs 0,4%), aunque la escasa representacion de

estos haplotipos del gen IL10, hace que en ningun caso se alcance un poder del 80%.

5.3  ANALISIS COMPARATIVO ENTRE PACIENTES CON
HIPERSENSIBILIDAD A BL Y A AINE

5.3.1 ESTADISTICA DESCRIPTIVA

En este grupo, como ya se ha mencionado previamente, se han incluido todos los
pacientes analizados en este estudio, los 98 pacientes con reacciones de hipersensibilidad
a BL y los 85 pacientes con reacciones de hipersensibilidad a AINE. Los criterios de
seleccién de ambos tipos de pacientes se han descrito en el apartado 4.1 de la seccién de
Material y Métodos. Se trata de un grupo de pacientes con dos patologias tipos de
reacciones adversas claramente diferenciadas desde el punto de vista clinico-biolégico,

por lo que se realiza un andlisis comparativo.
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La mediana de edad para los pacientes con hipersensibilidad a BL fue la misma que
en el caso de los pacientes con hipersensibilidad a AINE, 49 afos (Rl: 29 y 21,
respectivamente) (Tabla 8). La distribucion por sexos en ambos tipos de pacientes mostré

un predominio del sexo femenino en ambos, como se observa en la figura 27.

En relacion a las diversas variables clinicas incluidas en este estudio, en la tabla 31 se
detallan cada una de ellas y su frecuencia de distribucion en pacientes con

hipersensibilidad a BL y en pacientes con hipersensibilidad a AINE.

Pacientes con hipersensibilidad a BL y pacientes con hipersensibilidad a AINE

Si B-lactam _ Si AINE

femenino™=} —fermenino

sexo
oXas

masculing| rmasculing

T 1 T I T T T
60 a0 40 30 40 a0 60

Recuento Recuento

Figura 27. Distribucion por sexos de los pacientes con reacciones de hipersensibilidad a
antibidticos beta-lactdmicos (BL) y pacientes con hipersensibilidad a antiinflamatorios no
esteroideos (AINE).
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Un 20,2% de los pacientes con hipersensibilidad a BL presentd pruebas cutdneas
positivas frente a alglin grupo de aeroalérgenos de la bateria de alérgenos comunes
utilizada en el estudio, frente a un 30,6% de los pacientes con hipersensibilidad a AINE.
Los datos de sensibilizacion alérgica en ambos tipos de pacientes se muestran en la tabla
32. Para cada uno de los grupos de aeroalérgenos, se ha calculado su frecuencia de

distribucion.

Tabla 31. Distribucion de las variables clinicas incluidas en el estudio en los pacientes con
hipersensibilidad a BL y pacientes con hipersensibilidad a AINE.

GRUPO BL Y AINE

VARIABLES CLINICAS (VC) PACIENTES BL PACIENTES AINE p-Valor
N=98 N=85 (para cada VC)

EDAD Mediana: 49; RI: 29 Mediana: 49; RI: 21 p=0,06

NIVELES DE IgE TOTAL | X:165,83; DE: 342,91 | X: 206,43; DE: 232,55 | p=0,39

POLIPOSIS 1,7% 85,9% p<0,001

ASMA 13,6% 97,6% p<0,001

TRIADA DEL AAS 0% 83,5% p<0,001

PRUEBAS CUTANEAS + 20,2% 30,6% p=0,062

MONOSENSIBILIZACION 68,4% 42,3% p=0,59

POLISENSIBILIZACION 31,6% 57,7% p=0,59

No se observaron diferencias significativas en la distribucion de los grupos de
aeroalérgenos entre ambos tipos de pacientes como puede observarse en la tabla 32.

Tabla 32. Distribucion de los grupos de aeroalérgenos respecto al total de pruebas cutaneas
positivas en los pacientes con hipersensibilidad a BL y en los pacientes con hipersensibilidad a

AINE.
GRUPOS DE ~ GRUPOBL GRUPO AINE
AEROALERGENOS (N=98) (N=85)
ACAROS 52,6% 52,9% 0,88
POLENES 63,2% 64,7% 0,90
ACAROS Y POLENES 21,1% 17,6% 0,73
EPITELIOS 22,2% 29,4% 0,26
HONGOS 5,3% 5,9% 0,23
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5.3.2 ESTUDIO DE ASOCIACION EN HIPERSENSIBILIDAD A BLY A AINE

El analisis del conjunto de polimorfismos entre pacientes con reacciones de
hipersensibilidad a BL y pacientes con hipersensibilidad a AINE, reflejé diferencias
estadisticamente significativas en los polimorfismos 3962 /L1B, -889 IL1A, 11100 IL1RA, -
308 TNFA, -1098 /L4, -590 /L4, -1082 /L10y -819 IL10 (Tabla 33).

El andlisis del polimorfismo en posicion 3962 del gen IL1B mostré diferencias
significativas en la frecuencia del genotipo TC en pacientes con hipersensibilidad a AINE
(39,8% frente al 20,7% en pacientes con hipersensibilidad a BL), con una p=0,020. PE 80%
y FPRP 3,7% PAP 10%. Al ajustar por edad y sexo pareando por edad se obtuvo una p de la
regresion de 0,015; OR: 2,40; IC 95% (1,18 — 4,83).

En este estudio, encontramos que el alelo T del polimorfismo en posicidon -889 del
gen IL1A fue significativamente mas frecuente en los pacientes con hipersensibilidad a BL
(14,6%) que en los pacientes con hipersensibilidad a AINE (1,7%) con una p=0,008; OR:
10,11; IC 95% (1,28 — 80,09). PE 88% y FPRP 7,1% PAP 10%. No se observaron diferencias

significativas en las frecuencias genotipicas.

Tabla 33. Estudio comparativo en las frecuencias alélicas y genotipicas de los pacientes con
hipersensibilidad a BL y pacientes con hipersensibilidad a AINE.

pstl 1970 IL1IR 0.15 0,35 c25 TGFB1 0,09 0,29
3962 IL1B 0,12 0,020* -1098 IL4 0,007* 0,003*
-511/L1B 0,32 0,59 -590 /L4 0,024* 0,048*
-889 IL1A 0,008* 0,13 -33 IL4 0,46 0,74
874 IFNG 0,92 0,27 -330 /L2 0,87 0,43
-1188IL12 0,18 0,32 166 IL2 0,09 0,26

-1902 IL4RA 0,79 0,35 -174 IL6 0,47 0,39

11100 /L1RA 0,012* 0,007* nt565 IL6 0,43 0,27
-308 TNFA <0,001* 0,001* -1082 /L10 0,42 0,021*
-238 TNFA 0,17 0,32 -819 IL10 0,82 0,016*
c10 TGFB1 0,24 0,36 -592 /L10 0,61 0,15

*p-Valor < 0,05
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En el caso del SNP en posicion 11100 del gen IL1RA, se encontré el alelo C con mayor
frecuencia en los pacientes con hipersensibilidad a AINE (32,1%) que en los pacientes
alérgicos a BL (20,4%) con una p= 0,012; OR: 1,844; IC 95% (1,14 — 2,98). El andlisis de las
frecuencias genotipicas reflej6 una mayor proporcion del genotipo TC en los pacientes
AINE (50%) que en los pacientes BL (28%) (p=0,007). PE 86% y FPRP 11,6% PAP 10%. Al
ajustar por edad y por sexo, esta asociacién se confirmd obteniéndose una p de la

regresion de 0,003.

En el andlisis del polimorfismo en posicidn -308 del gen TNFA se observé una mayor
frecuencia del alelo A en los pacientes con hipersensibilidad a AINE (25% frente a un
11,1% en los pacientes con hipersensibilidad a BL), con una p<0,001; OR: 2,68; IC 95%
(1,51 — 4,75). En el andlisis de frecuencias genotipicas se observaron diferencias
significativas en la distribucién del genotipo AG, significativamente mas frecuente en el
grupo de pacientes AINE (38,1% vs 15,8% en pacientes BL), con una p=0,001. PE 92% vy
FPRP 6% PAP 0,1%. Esta asociacion se confirmd al ajustar por edad y sexo, obteniéndose

en la regresion una p=0,001; OR: 3,49; IC 95% (1,70 — 7,16).

La comparacién de frecuencias de los polimorfismos -1098 /L4 y -590 IL4 resultd
significativa tanto para alelos como para genotipos. En el polimorfismo -1098 /L4, se
obtuvo una p=0,007; OR: 2,80; IC 95% (1,28 — 6,12), resultante de la comparacién de la
frecuencia del alelo G en pacientes AINE (13,8%) y pacientes BL (5,4%). La comparacién de
las frecuencias genotipicas mostré una p=0,003 como consecuencia de la diferencia en la
distribucién del genotipo TG en los pacientes AINE (27,5%) respecto a los pacientes BL
(8,6%). PE 89% y FPRP 14,2% PAP 1%. Al ajustar por edad y sexo se mantuvo la

significacién obteniéndose en la regresién una p de 0,001.

En el caso del SNP -590 /L4, el andlisis de frecuencias alélicas mostré una significaciéon
estadistica (p=0,024; OR: 0,59; IC 95% [0,32 — 0,93]), pues se observd una frecuencia
mayor del alelo T en pacientes con hipersensibilidad a AINE (25,9% frente a un 16,1% en
pacientes con hipersensibilidad a BL). El andlisis de frecuencias genotipicas result
significativo (p=0,048), con una mayor frecuencia del genotipo CT en los pacientes AINE
(46,9%) que en los pacientes BL (30,1%). Esta significacién se mantuvo al ajustar por edad

y sexo obteniéndose una p de la regresién de 0,015.

Con respecto a los polimorfismos -1082 IL10 y -819 IL10, se encontraron diferencias
significativas en la distribucidon de las frecuencias genotipicas. En el SNP -1082 IL10, se

encontraron diferencias significativas en la distribucién del genotipo AG en los pacientes
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con hipersensibilidad a AINE (59,8%) frente a los pacientes con hipersensibilidad a BL
(45,2%), con una p=0,021. Al ajustar por edad y sexo se mantuvo la significacion,
obteniéndose una p=0,012, OR: 5,35; IC 95% (1,44 - 19,93). El otro polimorfismo, -819
IL10, mostré una asociacién del genotipo TC en pacientes AINE (53,7%) respecto a
pacientes BL (34,8%) con una p=0,016. En este caso, se confirmo de nuevo la significacion

al ajustar por edad y sexo obteniéndose una p de la regresion de 0,018.

5.3.3 ESTUDIO DE HAPLOTIPOS Y DIPLOTIPOS EN PACIENTES CON
HIPERSENSIBILIDAD A BL'Y A AINE

GEN TNFA (-308/-238)

En el andlisis de haplotipos del gen TNFA (posiciones -308/-238), se encontraron
diferencias estadisticamente significativas al comparar los pacientes con hipersensibilidad
a BL y aquellos con hipersensibilidad a AINE (Tabla 34). En concreto, el haplotipo GG
aparecia en mayor proporcion en los pacientes hipersensibles a BL y el haplotipo AG en
los que presentaban hipersensibilidad a AINE. Para el haplotipo GG el poder estadistico
alcanzd el 81% con un FPRP de 12,2% para una probabilidad a priori del 0,01%. En el caso
del haplotipo AG, el poder estadistico fue de un 70% con un FPRP de 12,8% para una
probabilidad a priori del 0,1%.

Tabla 34. Haplotipos significativos en el analisis del gen TNFA (-308/-238).

FRECUENCIA FRECUENCIA
HAPLOTIPO PACIENTES PACIENTES p-Valor
BL AINE
AG 10,5% 24,9% p<0,001 OR: 2,81 (1,57-5,02)
GG 84,7% 66,7% p<0,001 OR: 0,35 (0,21-0,58)

Estas asociaciones se pusieron de manifiesto con el estudio de diplotipos de ambos
polimorfismos (-308/-238), en el que el diplotipo GG GG se observé con mas frecuencia en
la hipersensibilidad a BL (76,8% vs 46,4%), con una p<0,001 y un poder estadistico de un

99%. Por el contrario, el diplotipo AG GG se encontré en una mayor proporciéon en
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pacientes con hipersensibilidad a AINE (32,1% vs 13,7%) con una p<0,001 y el poder
estadistico alcanzé el 82%. Se confirmaron ambas asociaciones al ajustar por edad y sexo
obteniéndose una p de la regresion <0,001 en el diplotipo GG GG y de 0,004 en el
diplotipo AG GG.

GEN IL4 (-1098/-590/-33)

Al comparar los haplotipos del gen /L4 entre pacientes con hipersensibilidad a BL y
pacientes con hipersensibilidad a AINE se encontrd una asociacidon estadisticamente
significativa con los haplotipos TCC y GCC como se muestra en la tabla 35. Para el
haplotipo TCC el poder estadistico alcanzé el 83% con un FPRP de 6,5% para una
probabilidad a priori del 0,01%. En el caso del haplotipo GCC, el poder estadistico fue de
un 52% con un FPRP de 2,3% para una probabilidad a priori del 10%

Tabla 35. Haplotipos significativos en el analisis del gen IL4.

FRECUENCIA FRECUENCIA
HAPLOTIPO PACIENTES PACIENTES p-Valor
BL AINE
GCC 4% 11,9% p=0,005 OR: 3,29 (1,35-8,01)
TCC 79,5% 59,1% p<0,001 OR: 0,38 (0,23-0,61)

En el andlisis de diplotipos del gen /L4 (posiciones-1098/-590/-33), se observé una
asociacion estadisticamente significativa (p<0,001) entre el diplotipo TCC TCC y las
reacciones de hipersensibilidad a BL con un poder estadistico superior al 98%. Este andlisis
también reflejé una asociacién intensamente significativa (p=0,001) entre el diplotipo TCC
GCC y la hipersensibilidad a AINE y el poder estadistico alcanza el 95%. Ambas
asociaciones se confirmaron al ajustar por edad y sexo obteniéndose una p de la regresion

<0,001 en el diplotipo TCC TCC y de 0,001 en el diplotipo TCC GCC.
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GEN IL10 (-1082/-819/-592)

En el andlisis de haplotipos del gen I/L10 (posiciones -1082/-819/-592), no se
apreciaron diferencias estadisticamente significativas al comparar pacientes con

hipersensibilidad a BL y con hipersensibilidad a AINE.

Al comparar los diplotipos del gen IL10 entre la hipersensibilidad a BL y a AINE, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p=0,003) (Tabla 36). Al ajustar por
edad y sexo mediante regresion logistica, se confirmo la significacion para el diplotipo ACC
GCC y para el diplotipo GCC GCC obteniéndose una p de la regresién de 0,007 y 0,032

respectivamente.

Tabla 36. Diplotipos significativos en el analisis del gen IL10.

FRECUENCIA FRECUENCIA
DIPLOTIPO PACIENTES PACIENTES
BL : AINE
ACC GCC 20,9% 44,9% 0,003 80%
GCC GCC 20,9% 6,1% 0,003 63%
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6. DiSCVSiON

En este estudio se han analizado 22 polimorfismos correspondientes a 13 genes en 443
individuos, 202 de los cuales corresponden a individuos del estudio de hipersensibilidad a
beta-lactdmicos, mientras que los 241 restantes corresponden al estudio de
hipersensibilidad a antiinflamatorios no esteroideos. En total, se han tenido en cuenta
multiples variables tanto fenotipicas como genotipicas, 103 en la poblacion de BL y 160 en
la poblacién de AINE, lo que supone el andlisis y manejo de 59.366 datos. A continuacion se
discutiran los resultados obtenidos en cada uno de los grupos de individuos con cada una

de las citocinas incluidas en el estudio.

6.1 GRUPO DE INDIVIDUOS CON HIPERSENSIBILIDAD A LOS BETA-
LACTAMICOS

En relacién a los 98 pacientes alérgicos a los BL, todos presentaban reacciones de
hipersensibilidad inmediata a los BL demostrada mediante el estudio alergoldgico
protocolizado. En estos pacientes se han evaluado una serie de caracteristicas clinicas como
el tipo de reaccién presentada (urticaria, anafilaxia, exantema, otra), asi como el antibiético
BL responsable de la hipersensibilidad inmediata. La reaccion mdas frecuente entre los
pacientes con hipersensibilidad a BL fue la urticaria y el antibidtico mas frecuente que

desencadena este tipo de reacciones fueron las aminopenicilinas.

En relacion a los 104 controles del estudio de BL, todos ellos fueron estudiados por
reaccién adversa a un antibidtico BL, obteniendo un resultado negativo en el estudio y con

tolerancia comprobada a este tipo de antibidticos.

En este grupo de individuos con hipersensibilidad a BL, hemos encontrado escasas
asociaciones entre los polimorfismos de los genes de citocinas analizados y las diversas
variables clinicas. La gran mayoria de nuestros resultados han sido asociaciones entre
algunos polimorfismos (1970 IL1R1, 874 IFNG, -330 /L2, -590 IL4, -33 IL4 y 1902 IL4RA) y las
pruebas cutdneas positivas con aeroalérgenos comunes, asi como la sensibilizacidon a uno o
varios grupos de aeroalérgenos. Nuestros resultados confirman los datos publicados en la
bibliografia, apoyando la idea de la influencia de la atopia en los estudios de asociacion

génica identificada en las reacciones de hipersensibilidad inmediata a los BL.
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GENES DE LA AGRUPACION (CLUSTER) DE LA INTERLEUCINA 1

La IL-1 es una citocina proinflamatoria que presenta dos formas codificadas por dos
genes distintos, IL1a e IL18, cuyas actividades bioldgicas son practicamente indistinguibles.
Desempefia un papel fundamental en la presentacion antigénica y en la respuesta

inflamatoria inmediata.

En este estudio, se han analizado varios polimorfismos presentes en la agrupaciéon de
la IL-1: un polimorfismo del gen IL1A (rs1800587), dos polimorfismos de IL1B (rs16944 y
rs1143634), un polimorfismo del gen del receptor de tipo | de la IL-1 (/L1R1) (rs2234650) y

un polimorfismo del gen del antagonista del receptor de la IL-1 (/LIRN) (rs315952).

Hemos encontrado una asociacion estadisticamente significativa del polimorfismo del
gen del receptor de tipo | de la IL-1 (/L1R1) (rs2234650) con la presencia de pruebas
cutaneas positivas con aeroalérgenos comunes y con la sensibilizacién a un Unico grupo de
aeroalérgenos (monosensibilizados). Este polimorfismo consiste en una mutacidn sindnima,

en la que un cambio de una C por una T no modifica el aminodcido codificado.

En la bibliografia, cabe destacar algunos estudios que analizan una posible relacion de
este polimorfismo pstl 1970 /LIR1 con diversas enfermedades inmunoldgicas. Asi, ha sido
estudiado en pacientes con oftalmopatia de Graves [343], inmunodeficiencia variable
comun [344] oenfermedad reumatica crénica [345], sin que se haya encontrado una
asociacién significativa. Sin embargo, si que se ha encontrado una asociacién significativa
de este polimorfismo con la gravedad de la esclerosis multiple [346] y la diabetes del tipo |
[347]. También se ha encontrado una asociacidn entre diversos polimorfismos en el gen de

IL1R1 y la osteoartritis [348].

No se encontré una asociacion significativa estudiando individualmente los
polimorfismos en las posiciones 3962 y -511 del gen /L1B en el grupo de individuos con
hipersensibilidad a BL, pero si en el estudio de haplotipos (posiciones -511/3962), en el que
el haplotipo TT se encontrd significativamente en mayor proporcidon en los pacientes

sensibilizados a un Unico grupo de aeroalérgenos respecto a los controles.

En la bibliografia, no se ha encontrado ninguna asociacién entre polimorfismos en la
agrupacion de la IL-1 y las reacciones de hipersensibilidad a antibidticos BL, pero si en
relacion a la atopia. El polimorfismo en posicion 4845 del gen, que codifica la citocina

inflamatoria IL-1A, estd notablemente asociado con la atopia [349]. Algunos estudios
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también han determinado que el complejo de genes de /L1, en su conjunto, tendria un
efecto en el riesgo de atopia. Karjalainen J. y cols. [350], encuentran una asociacion de IL1A
con las pruebas cutdneas positivas a alérgenos comunes, mientras que en otro estudio
[351] dirigido por este mismo grupo, el haplotipo (alelo G 4845G>T /L1A/alelo C 3954C>T
IL1B/2 repeticiones de la secuencia de 86 pb en el intron 2 VNTR IL1RN) contenia los alelos
decisivos o las combinaciones alélicas que incrementaban el riesgo de atopia. Finalmente,
en un estudio de haplotipos, el haplotipo /L1B TT (3962T y -511T) se asocio con la atopia y

con el asma moderada-persistente [352].

GEN DE LA INTERLEUCINA 2

La IL-2 es una citocina que estimula el crecimiento y proliferacion de los linfocitos Ty
otras células inmunitarias, ademas de inducir la sintesis de otras citocinas y moléculas pro-
inflamatorias. En este estudio se han analizado dos polimorfismos del gen IL2. El primero de
ellos se encuentra en la regién promotora, en posicién -330, una zona de unién de factores
de transcripcion. Se ha propuesto que la presencia de este polimorfismo en homocigosis
provocaria un incremento en la expresion de la IL-2 [353]. El segundo se encuentra en la

region codificante, en la posicidon 166 y produce una mutacién sinénima.

En este estudio hemos encontrado una asociacion del polimorfismo en posiciéon -330
con la sensibilizacidn alérgica, siendo el alelo T y el genotipo TT mas frecuentes en los
pacientes BL polisensibilizados que en los pacientes BL monosensibilizados. En relaciéon a los
estudios publicados, destaca el de Christensen y cols. [354], un estudio de asociacion en el
que se incluyeron un total de 250 familias danesas con enfermedades alérgicas. Este grupo
puso de manifiesto que determinados polimorfismos en el gen de /L2 se asociaban a
enfermedades alérgicas y por primera vez se encontr una asociacion de estos
polimorfismos con la alergia mediada por IgE (prueba de RAST positiva y pruebas cutaneas
positivas), tanto en el analisis de los SNP por separado como en el estudio de haplotipos.
Los autores encontraron que para el polimorfismo en la regidon promotora de /L2
(rs2069762), el alelo G se transmitia con menos frecuencia de lo esperado por azar en
individuos atépicos, a diferencia de lo que ocurre con el alelo T. De este modo, han
asociado la presencia del alelo T a la generacién de un sitio de unidon a factores de
transcripcidn TCF11/MafG, relacionados con la regulacidén negativa de la transcripcién, por
lo que segun el analisis in silico, los portadores del alelo T mostrarian una menor expresion

de la IL-2, que podria provocar una desviacidn del equilibrio Th1-Th2 hacia Th2, que es
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tipico de los individuos con fenotipo atépico (asma, rinitis, dermatitis atdpica). Estos
resultados parecen ser apoyados por otros estudios, como el de Hoffman y cols. [355],
quienes estudiaron los niveles de expresion de la IL-2 en funcién del genotipo del
polimorfismo -330 de /L2 en células en cultivo. Observaron que la expresiéon de IL-2 se
encontraba sensiblemente aumentada en las células con genotipo GG respecto a las células

con los genotipos TGy TT.

Nuestros resultados parecen apoyar el estudio de Christensen y cols, ya que como se
ha comentado anteriormente, hemos encontrado una mayor frecuencia del alelo T y del
genotipo TT en los pacientes BL polisensilizados. Probablemente estos pacientes presenten
menores niveles de IL-2, que conducen a una desviacion Th2 y a un fenotipo atdpico en
relacidn a los pacientes BL monosensibilizados en los que la presencia de unos niveles mas
elevados de IL-2, desencadenen una desviacién hacia Th2 mas moderada. Sin embargo, en
un estudio publicado por el grupo de Nieters y cols. [356], sus resultados mostraron que los
individuos homocigotos para el alelo G podian tener un mayor riesgo de rinitis, e, incluso,
un trabajo de Matesanz y cols. [357], informd de un efecto opuesto en los niveles de
expresion de IL-2 en células portadoras del alelo G, lo que sugiere la posible presencia de
otros polimorfismos en esta regién promotora que podrian afectar a la regulacion del gen

IL2.

GEN DE LA INTERLEUCINA 4 Y LA SUBUNIDAD a DE SU RECEPTOR

La citocina IL-4 es la molécula responsable de la inhibicién del desarrollo de linfocitos
Thly de la activaciéon de linfocitos Th2. Resulta fundamental en el cambio de isotipo de las
células B hacia la produccién de IgE y en la induccién de la inflamacién. La IL-4 es, junto con
IL-13, una citocina muy importante en el desarrollo de la alergia, debido al papel
fundamental que desempefia en la inducciéon de la respuesta de las células Th2 [358], por lo
que se trata de un buen gen candidato a ser estudiado. De hecho, es uno de los genes mas
estudiados en las reacciones de hipersensibilidad a farmacos en general y en las reacciones
alérgicas a antibidticos BL en particular, principalmente en las reacciones inmediatas
mediadas por IgE, asi como en la atopia. Se ha descrito que los polimorfismos -33 C>T, -590
C>T y -1098 T>G se asociaban con los niveles de IgE total y con las reacciones de

hipersensibilidad a antibiéticos BL [359, 360, 264, 268].
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Otro gen que resulta un candidato ideal asociado con reacciones de hipersensibilidad
inmediata a BL y atopia, al participar en la transmisién de sefales de la IL-4 e IL-13, por su
papel clave en la inflamacion alérgica al promover el desarrollo de células Th2 y la

produccién de IgE, es la subunidad alfa del receptor de la IL-4 (IL4RA).

En este estudio, no hemos encontrado ninguna asociacién directa de alguno de los
polimorfismos de /L4 con la hipersensibilidad a BL pero si con la sensibilizaciéon a
aeroalérgenos. En concreto, el polimorfismo -590 C>T se asocid significativamente con la
sensibilizacidn alérgica, el alelo T y el genotipo CT se encontraron con mayor frecuencia en
los pacientes BL polisensibilizados. Por otro lado, se ha encontrado una asociacién del
polimorfismo -33 C>T de /L4 en los individuos con pruebas cutdneas positivas con
aeroalérgenos y en los individuos sensibilizados a un Unico grupo de aeroalérgenos
(monosensibilizados) siendo, en ambos casos, el alelo T y el genotipo CT mas frecuentes en

los controles que en los pacientes.

En relacién a la subunidad alfa del receptor de la IL-4 (IL4RA), en este estudio se ha
incluido el analisis del polimorfismo en posicion 1092. Este polimorfismo (rs1801275)
consiste en la sustitucién de una A por G, lo que tiene como consecuencia el cambio del
aminodcido en posicién 576 de glutamina a arginina (Q576R). No hemos encontrado
ninguna asociacién directa de este polimorfismo con reacciones de hipersensibilidad a BL,
pero si en relacion a las pruebas cutdneas positivas con aeroalérgenos comunes en el grupo
pacientes con hipersensibilidad a BL. El genotipo mutado GG se encontré con mayor
frecuencia en pacientes BL con pruebas cutdneas positivas . Este polimorfismo ya ha sido
previamente estudiado en nuestro grupo de trabajo, encontrando una asociacién entre la
presencia de arginina en posicion 576 y valores de IgE mas elevados en pacientes con

pruebas cutaneas positivas a aeroalérgenos [361], apoyando por tanto estos resultados.

Revisando la bibliografia, el grupo de Yang J y cols. [359] encontraron que
determinados SNP en los genes IL4 e IL13 desempefian un papel en la regulacién de la IgE
especifica en pacientes con alergia a penicilinas. Son varios los trabajos publicados por Qiao
y cols., y en uno de ellos [360], este grupo encuentra que los niveles de IL-4 e IL-13 se
incrementan significativamente en los pacientes con pruebas cutaneas positivas a BL segun
el grado de positividad de las pruebas cutdneas y realzan el importante papel de estas
citocinas en la alergia a las penicilinas. En otro trabajo de este grupo [264], los autores
confirman la correlacidon entre los niveles de IL-4 e IL-13 y los niveles de IgE especifica,

incrementandose los niveles de estas citocinas a medida que aumenta la positividad de la
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IgE especifica. Ademas, Qiao y cols., estudian dos polimorfismos, C589T, del gen IL4, y
Q576R, del gen IL4Ra, y su posible papel en la alergia a las penicilinas. Encuentran una clara
asociacion del alelo que codifica glutamina en posiciéon 576 (Q576) de IL4Ra y las reacciones
alérgicas a penicilinas y confirman que este alelo se relaciona con la expresién de IgE
especifica frente a penicilinas. En relacién al otro polimorfismo, C589T de /L4, este grupo no
encuentra ninguna asociacién, a diferencia de otros trabajos previos en los que si se
encontraba una asociacién de este polimorfismo con los niveles de IgE y con la alergia a
penicilinas. El gen /L4 se localiza en la regidn 5931, rica en genes de citocinas, y, ademas, en
esta regidn se encuentran varios genes implicados en la regulacion de IgE. Una explicacion
de estos resultados contradictorios es que este polimorfismo es sélo uno de los marcadores
que se localizan en esta regién 5931 y que el polimorfismo C589T de /L4 podria estar ligado
a otros genes cercanos. Por tanto, es posible que el polimorfismo de C589T /L4 influya en
los niveles de expresiéon de la citocina, pero su influencia podria estar afectada por

interacciones intergénicas, que deben ser diferentes en las diversas poblaciones.

Guéant—Rodriguez y cols. [273] también han estudiado diferentes polimorfismos de
IL13 e IL4RA y han evidenciado que determinadas combinaciones de estos polimorfismos
influyen en los niveles de IgE en general y muestran una asociacién con reacciones de
hipersensibilidad inmediata a los BL. Ademads, debido a los niveles elevados de IgE total
encontrados en esta poblacién, este grupo sugiere seguir investigando la influencia de la
atopia en las reacciones alérgicas inmediatas a los BL. En el trabajo publicado por Apter y
cols. [268] de nuevo se muestra al gen /L4 como un importante factor genético, por la
asociacion de polimorfismos de /L4 con las reacciones de hipersensibilidad inmediata a las
penicilinas, pero en este caso, ellos indican que esa asociacion es independiente de la
contribucion de otros factores. En el 2009 se publicé otro trabajo [265], que relacionaba los
polimorfismos (Q576R y 175V) de IL4Ra y el haplotipo del gen que codifica IL-4Ra
(Q576/175) con la alergia a las penicilinas.

Uno de los estudios mas recientes, publicado por el grupo de Cornejo-Garcia y cols.
[289], vuelve a poner de manifiesto que algunos determinantes de atopia, como la IgE total,
IgE especifica frente a acaros y los polimorfismos (I50V y Q551R) de IL4RA, son predictores
de la alergia inmediata a BL. Estos polimorfismos de IL4RA también fueron estudiados en
una poblacidn italiana [362]. Hay que destacar que la influencia de la sensibilizacién a
aeroalérgenos frecuentes, abre nuevas ideas sobre los mecanismos de hipersensibilidad a

BL y podria contribuir a explicar su elevada prevalencia en el sur de Europa.
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GEN DEL INTERFERON GAMMA

El interferén gamma (IFN-y) o interferon de tipo Il es una citocina esencial en la
respuesta innata y adaptativa contra infecciones por virus o bacterias intracelulares, asi

como en el control de tumores.

Las células T colaboradoras (Th) desempefian un papel fundamental en el desarrollo de
la alergia. Aunque las enfermedades alérgicas se han relacionado con un mayor repuesta
Th2, asociada con elevados niveles de citocinas IL-4, IL-5 e IL-13, las evidencias acumuladas
han demostrado que la disminucién de la respuesta inmune Th1 juega un importante papel
en la patogénesis de estas enfermedades y el IFN-y podria actuar como un centro regulador
de este proceso [363]. El IFN-y ejerce sus efectos biolégicos a través de la unidn en la
superficie de las células al receptor 1 del IFN-y (/FNR1) en combinacion con el receptor 2 del
IFN-y (/FNR2). La unién del IFN-y a su receptor activa una via de sefalizacidn intracelular,

que induce la expresidn de varios genes incluyendo el factor 1 regulador de IFN-y (/IRF1).

En nuestro estudio hemos encontrado una asociacion del polimorfismo 874 A>T IFNG
con las pruebas cutdneas positivas con aeroalérgenos y la sensibilizacién a mds de un grupo
de aeroalérgenos. Se detecté una mayor proporcién del alelo A no mutado en pacientes

con pruebas cutaneas positivas y en pacientes polisensibilizados respecto a controles.

Debido al importante papel que desempefia esta citocina en la regulacidon de la
respuesta inmune, son muchos los estudios que han analizado la posible asociacién de
variantes génicas en los distintos genes asociados al IFN-y, IFNG, IFNR1, IFNR2 e IRF1, y la
predisposicién a padecer asma o atopia [278, 279, 364]. Un polimorfismo microsatélite en
el intron 1 de IFNG (repeticion CA), se asocid con asma en nifios Japoneses [280]. Khani-
Hanjani y cols. [281] comunicaron una asociaciéon intensa entre un polimorfismo
microsatélite en el intron 1 de IFNG y la susceptibilidad y gravedad de la artritis
reumatoide; sin embargo, Constantin y cols. [282] no lograron confirmar esta asociacion. En
otro trabajo [283], se demostré que el polimorfismo (Vall4Met) del gen IFNR1 conlleva una
desviacion Th2, y este cambio incrementaba la susceptibilidad al lupus eritematoso

sistémico.

En algunas publicaciones se ha demostrado que el gen IFNG y sus genes asociados
serian responsables de una predisposicién inherente a desarrollar reacciones alérgicas a
penicilinas. Gao y cols. [284], llevaron a cabo un estudio en poblacidn china, determinando

los niveles de IFN-y en el suero de los pacientes con alergia a penicilinas y en sujetos control
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y evaluando dos polimorfismos de dos genes, una repeticion CA en el primer intrén del gen
IFNG y un SNP en el codén 14 que codifica el cambio Val/Met en el gen IFNR1. Este grupo
no pudo encontrar ninguna asociacidn entre el polimorfismo en el primer intrén del gen
IFNG vy la alergia a las penicilinas. Pravica y cols. [365], demostraron que el alelo 12 en la
repeticion microsatélite CA se asocia con niveles elevados de IFN-y in vitro. Los resultados
de Gao y cols. mostraron una asociacion entre el alelo 18CA del gen IFNG y la urticaria.
También encontraron que la frecuencia del alelo que codifica el cambio de metionina por
valina en posicién 14 en los pacientes con reacciones alérgicas a las penicilinas fue
significativamente inferior que en controles sanos, lo que apoya la teoria de su papel

protector.

GEN DEL FACTOR TRANSFORMADOR DEL CRECIMIENTO 81

El factor transformador del crecimiento B (TGF-B1) es una citocina reguladora que
ejerce importantes efectos sobre el epitelio bronquial, estimulando la fibrosis, la formacion

de la matriz extracelular y la cicatrizacién [366].

En este trabajo hemos analizado la posible asociacién de dos polimorfismos exdnicos,
que afectan, respectivamente, a los codones c10 y ¢25. Ambos polimorfismos provocan un
cambio de aminodcido en la secuencia proteica, en concreto prolina por leucina en posicion
10 (L10P), cambio que se ha asociado a niveles elevados de traduccidon de esta citocina
[367]; y arginina por prolina en posicion 25 (R25P), asociado a una mayor expresion del

TGF-B1 en los linfocitos [368].

En nuestro estudio, hemos encontrado una asociacién del polimorfismo c25 TGFB1 con
la hipersensibilidad a BL, encontrando una mayor proporcidn del alelo C en pacientes
respecto a controles. Sin embargo, el poder fue escaso. En el analisis de diplotipos del gen
TGFB1, se encontrd una asociacién del diplotipo TG CG con la presencia de asma en el
grupo de individuos con hipersensibilidad a BL. Asi, en la bibliografia, ambos polimorfismos
se han asociado a la hiperreactividad bronquial [369] y a la predisposicion al asma [370,

371], y no se ha descrito ninguna asociacién con las reacciones de hipersensibilidad a BL.
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GEN DE LA INTERLEUCINA 10

La IL-10 es una citocina que desempeifa un papel muy importante en la
inmunorregulacidon y la inflamacién. Tiene un papel crucial en la enfermedad alérgica
mediante la regulacidon de citocinas y la produccidn de anticuerpos. La IL-10 inhibe
numerosas citocinas asociadas con la inmunidad celular y la alergia, mientras que estimula
la respuesta inmune humoral. Se han descrito varios polimorfismos en la regidn promotora
del gen IL10 que podrian tener relacién con los niveles de expresién de esta citocina, entre
ellos los tres incluidos en este trabajo, en las posiciones -1082, -819 y -592 [372]. En este
estudio no hemos encontrado ninguna asociacién entre los polimorfismos de /IL10 y la
hipersensibilidad a BL, pese a ser una citocina que desempeiia un importante papel en la

alergia a penicilinas como asi lo corroboran algunos estudios que se citan a continuacion.

Recientes estudios de asociacién han tratado de relacionar polimorfismos en la regién
promotora de /L10 con el riesgo de desarrollar hipersensibilidad a los BL. Asi, Guglielmi y
cols. [269] encontraron que las mujeres atdpicas homocigotas o heterocigotas para el
haplotipo -819T/-592A de IL10 presentaban un elevado riesgo de desarrollar reacciones
alérgicas a BL mediadas por IgE. Estos dos alelos estan siempre relacionados con el alelo A
del polimorfismo en la posicidon -1082 de IL10, que es el responsable de una baja expresion
de esta citocina. En el estudio de Qiao y cols. [270], los resultados mostraron que los
pacientes con IgE o con IgG especifica positiva frente a BL presentaban niveles bajos de IL-
10 en relacién al grupo control o al grupo con anticuerpos negativos. Por tanto, parece que
el bajo nivel de IL-10 reduce el control sobre la produccidn de citocinas como IL-4 e IL-13 y
estas citocinas incrementan la produccidon de anticuerpos especificos. El grupo [270]
también encontré que el polimorfismo de la region promotora -1082 A>G de /L10 se
asociaba con el nivel de IgE especifica en los pacientes con alergia a penicilinas, y que el
polimorfismo -819 C>T se asociaba con IgG especifica en la alergia a penicilinas, por ajuste
en la secrecién de IL-10. Los autores sugieren que la IL-10 es una citocina que juega un
importante papel en el balance inmune y que tiene una estrecha relacion con la produccion
de anticuerpos especificos en la alergia a penicilinas. Qiao y cols. al igual que otros autores
apuntan el importante papel de IL-10 en la alergia a penicilinas, aunque el mecanismo

resulta todavia desconocido.

En definitiva, como se comentd al principio de este grupo, las asociaciones
identificadas en este estudio entre SNP de genes de citocinas e hipersensibilidad a BL son

muy escasas, y en la mayoria de los casos se limitan a variables relacionadas con la atopia,
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poniendo de manifiesto la influencia de la sensibilizacién a aeroalérgenos frecuentes en los

mecanismos de hipersensibilidad inmediata a BL.

6.2 GRUPO DE INDIVIDUOS CON HIPERSENSIBILIDAD A LOS
ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS

En relacién a los 85 pacientes con hipersensibilidad a AINE presentaban EREA
(enfermedad respiratoria exacerbada por AINE), 71 de los cudles presentan como
sintomatologia respiratoria, rinitis y asma, producidas por los AINE en pacientes que tenian
como patologia respiratoria de base poliposis nasosinusal y asma. Por otro lado, 12 de los
pacientes presentaban solamente asma bronquial como patologia de base exacerbada por
los AINE y sélo 2 de los pacientes tenian sintomatologia respiratoria nasal exacerbada por

los AINE con poliposis nasosinusal como Unica patologia respiratoria de base.

En relacién a los 156 controles utilizados en este grupo, ninguno de ellos presentaba
sintomas o antecedentes de asma, poliposis nasosinusal, hipersensibilidad a AINE o alergia.
Ademas todos ellos presentaron un resultado negativo en las pruebas cutdneas con

aeroalérgenos comunes.

En el grupo de individuos con hipersensibilidad a los AINE hemos encontrado
asociaciones significativas con una gran cantidad de polimorfismos de diversas citocinas, no
solo en el estudio de pacientes con hipersensibilidad a AINE frente a controles, sino con
distintas variables clinicas: poliposis, asma, triada del AAS. Parece que el marcado
componente inflamatorio subyacente en todas estas patologias podria presentar asociacion
con los genes que codifican citocinas moduladoras de procesos inflamatorios que
contribuyen a la patogénesis de estas enfermedades como en el caso de la agrupacion
(cluster) de los genes de IL1, IL12, IL4, IL10 y TNFA. En este grupo también se ha encontrado
un pequefio porcentaje de asociaciones significativas entre polimorfismos de genes de
citocinas y la sensibilizacién a aeroalérgenos. Quizas esto pueda ser debido a que la atopia
puede ser un factor de predisposicion en la hipersensibilidad a AINE con reacciones a

multiples AINE [373].
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GENES DE LA AGRUPACION (CLUSTER) DE LA INTERLEUCINA 1

La agrupacion de genes de la IL-1, se localiza en el cromosoma 2 y contiene genes que
codifican citocinas antiinflamatorias y proinflamatorias, incluyendo IL-1a, IL-1B3, IL-1Ra vy
varias citocinas nuevas denominadas IL-1F5 e IL-1F10. Las citocinas proinflamatorias IL-1a e
IL-1B estan involucradas en el aumento de la inflamacidn y en la defensa del huésped. La
molécula antiinflamatoria IL-1Ra contrarresta la funcién de IL-1a e IL-1PB. Estas citocinas son
producidas por una variedad de células, como monocitos, macréfagos y queratinocitos.
Todos los genes de la familia de la IL-1 son polimérficos y varios de estos polimorfismos han
sido asociados ya sea con la susceptibilidad o ya sea con la gravedad de distintas

enfermedades inflamatorias [374].

Como vya se ha indicado en el caso del grupo de pacientes con hipersensibilidad a los
BL, se han analizado varios polimorfismos presentes en la agrupacién de la IL-1 en este
trabajo: un polimorfismo del gen IL1A (rs1800587), dos polimorfismos de /L1B (rs16944 y
rs1143634), un polimorfismo del gen del receptor de tipo | de la IL-1 (/L1R1) (rs2234650) y

un polimorfismo del gen del antagonista del receptor de la IL-1 (/LIRN) (rs315952).

En este trabajo no se ha encontrado ninguna asociacién directa estadisticamente
significativa del polimorfismo rs1143634 del gen /L1B en el grupo de pacientes con
hipersensibilidad a AINE pero si en los subgrupos clinicos: presencia de poliposis , de triada
del AAS y sensibilizacion a mas de un grupo de aeroalérgenos. Este polimorfismo se
encuentra en una region codificante (posicién 3962), en la que un cambio de una C por una
T produce una mutacion sinénima, es decir, no modifica el aminoacido codificado. En todos
los casos, se encontrd una mayor proporcion del genotipo TC en los pacientes que en los
controles. Ademas, en el analisis del polimorfismo del gen del antagonista del receptor de
la IL-1 (Mspl 11100/L1RN), en el que se produce una mutacién sindnima debido a un cambio
de una T por una C, se detectd una cierta significacion con la variable sensibilizacién a mas
de un grupo de aeroalérgenos en el grupo de individuos con hipersensibilidad a AINE. El
genotipo GG se encontré con mayor frecuencia en los pacientes polisensibilizados que en

los controles. Si bien los poderes estadisticos de estas asociaciones no alcanzaron el 80%.

En relacién a los polimorfismos de la agrupacién de la IL-1, aparecen asociados
principalmente a enfermedades con un marcado componente inflamatorio como el asmay
la poliposis nasal. Cabe destacar el estudio de Sekigawa y cols. [375] en el que se relaciond

un polimorfismo de /L1 con un subtipo de asma inducida por antiinflamatorios no
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esteroideos, en concreto el asma inducida por aspirina (AIA). Se identificé un polimorfismo
de IL1R2 mediante analisis de expresién de genes de la poliposis nasal en AlA, sugiriendo
qgue podria ser un gen candidato en la susceptibilidad a rinitis-asma inducida por aspirina.
Mahdaviani y colaboradores [376], detectaron una asociacién de los SNP -889 IL1A, -511
IL1B y Mspl 11100 /LIRN vy la presencia de asma en una poblacién Irani, que incluyé a 140

controles y 60 pacientes con asma.

Ademas, se han asociados diversos polimorfismos del gen IL1A con la poliposis nasal
[377] y con la rinosinusitis crénica con o sin poliposis nasal [378]. También el polimorfismo
en posicion -511 de /L1B ha sido asociado con la poliposis nasosinusal, tanto en presencia

[377] como en ausencia de asma [379].

Ya hemos citado en el grupo de pacientes con hipersensibilidad a BL la asociacién de
los polimorfismos de la agrupacién cluster de la IL-1 con la atopia [349, 350, 351], asi, en
este grupo de individuos con hipersensibilidad a AINE, también hemos encontrado como se

describe previamente asociacién con la sensibilizacién alérgica.

GEN DE LA INTERLEUCINA 2

La IL-2 es una citocina proinflamatoria derivada de células Th1l. Esta involucrada en la
activacion, crecimiento y diferenciacidon de linfocitos T, linfocitos B, macréfagos y células
NK. Polimorfismos de la regiéon promotora de /L2 se han asociado con alteraciones en la
produccién de IL-2 o han sido identificados como marcadores prondstico de varias
enfermedades infecciosas. Como se ha dicho, en este estudio se han analizado dos
polimorfismos del gen IL2. El primero de ellos, en la posicion -330, se encuentra en la region
promotora, una zona de unién de factores de transcripciéon. Se ha propuesto que la
presencia de este polimorfismo en homocigosis tiene como consecuencia un incremento en
la expresion de la IL-2 [353]. El segundo, en la posicion 166, se encuentra en la region
codificante y produce una mutacién sindnima. Este cambio resulta interesante puesto que
se encuentra en una regidén potenciadora del ayuste exdnico (ESE: exonic splicing
enhancer), por lo que este tipo de polimorfismos podrian jugar un papel fundamental en la

expresion génica.

En el grupo de individuos con hipersensibilidad a los AINE no se encontré ninguna
asociacién con el polimorfismo en posicién -330 del gen IL2. En relacion con el polimorfismo

en posicion 166, tampoco se encontrd ninguna asociacion en el grupo de pacientes con
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hipersensibilidad a AINE pero si encontramos asociacion en el subgrupo clinico:
sensibilizacion a mas de un grupo de aeroalérgenos. Se observé una mayor frecuencia del
alelo mutado T y del genotipo mutado en homocigosis en los pacientes polisensibilizados
respecto a los controles. De nuevo hay que citar el estudio de Christensen y cols. [354] ya
mencionado en la discusién de resultados del grupo de individuos con hipersensibilidad a
los BL. Estos autores encontraron una asociacion de este polimorfismo 166 de /L2 con la
positividad de las pruebas cutdneas, y llevaron a cabo un estudio in silico de la secuencia de
este gen, llegando a la conclusién de que la presencia del alelo G podria inactivar un sitio
potencial de pseudoajuste, y asi contribuir a un mejor ayuste del transcrito normal. Estos
resultados no han sido confirmados por otros autores [380, 381], por lo que es muy
probable que otros factores estén influyendo en dicha expresion, dando lugar a resultados
contradictorios. Ademas de enfermedades alérgicas y atopia, polimorfismos del gen de IL2
también han sido asociados con otras patologias como la periodontitis crénica [382, 383] y

la artritis reumatoide [384].

Con respecto al estudio de haplotipos en el grupo de individuos con hipersensibilidad a
los AINE, al analizar los dos polimorfismos de /L2 estudiados (-330/166) encontramos una
asociacién estadisticamente significativa del haplotipo TT con la sensibilizacién a mas de un
grupo de aeroalérgenos, lo que podria indicar su asociacién a la respuesta mediada por IgE.
En el andlisis de diplotipos del gen /L2 (posiciones -330/166), se obtuvo una asociacidn
estadisticamente significativa del diplotipo TT TT con la sensibilizacion a mas de un grupo
de aeroalérgenos (polisensibilizados). Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos
por Christensen y cols. [354], quienes encontraron que este haplotipo TT se transmitia con

mayor frecuencia en individuos con rasgo de atopia, como la dermatitis atdpica.

GEN DE LA INTERLEUCINA 4 Y DE LA SUBUNIDAD a DE SU RECEPTOR

La IL-4 desempefia un papel critico en la respuesta inmune, actuando como factor de
crecimiento de las células Th2 e induciendo a la produccién de IgE, al favorecer el cambio
de isotipo en los linfocitos B. Ya se ha citado que desempefia un papel central en el
desarrollo de asma alérgica y atopia y que las variaciones génicas de /L4 pueden alterar su
transcripcién y traduccion y su posible influencia en la patogénesis de las enfermedades
alérgicas. En el presente estudio se han incluido polimorfismos en las posiciones -33 C>T, -
590 C>T y -1098 T>G que han sido asociados con niveles totales de IgE, asma y otros

fenotipos alérgicos en diferentes poblaciones [385, 386, 387].
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En el presente estudio, hemos encontrado una asociacién estadisticamente
significativa del polimorfismo -1098 T>G del gen de /L4, no solamente en el grupo global de
pacientes con hipersensibilidad a AINE sino también en los subgrupos de pacientes con
presencia de poliposis, de asma y de triada del AAS. También resultd estadisticamente muy
significativa la asociacidn del polimorfismo -590 C>T de /L4 en el analisis del grupo global de
pacientes con hipersensibilidad a AINE, asi como en los subgrupos que presentaban las

variables clinicas poliposis, asma y triada del AAS.

En relacién a los polimorfismos de /L4, son muchos los estudios publicados que
encuentran asociaciéon con el asma [388, 389, 390, 391]. Sin embargo, en un estudio
reciente [392] Liang y cols. no encontraron ninguna asociacién entre polimorfismos de /L4y
la susceptibilidad al asma. El polimorfismo -590 C>T (rs2243250) también ha sido asociado
con el asma atépica [393] y como posible factor de riesgo del desarrollo de alergia atdpica
[394]. Pero resulta muy interesante en este grupo la influencia de los polimorfismos de /L4
en los asmaticos con hipersensibilidad a la aspirina (AlA). La aspirina reprime la activacion
del factor nuclear K activador de las células B (NF-KB) e inhibe la producciéon de IL-4 e IL-13
inducida por la activacion de STAT6 [395]. En un estudio realizado en una poblaciéon
coreana [319] se observd que la frecuencia del alelo T del polimorfismo -589 C>T fue mas
elevada en el grupo con AIA que en el grupo de asmaticos tolerantes a la aspirina. Parece
que la caracterizacién funcional de este SNP indica que las proteinas de unién B
potenciadoras de la secuencia CCAAT y el factor nuclear activador de células T (NF-AT)
actuan como factores de transcripcidon que se unen en esta posicidn, y que la aspirina
favoreceria esta union, modificando la expresion de la proteina. Estos datos podrian indicar
que la aspirina regularia la expresién de la IL-4 de forma alelo especifica mediante la
modificaciéon de la capacidad de unidon de los factores de transcripcién, elementos
reguladores clave en la regidon promotora de /L4, dando lugar a la hipersensibilidad a la

aspirina y otros AINE.

Asi, nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Kim y cols. en poblacidn
coreana [319]: en nuestro estudio encontramos una intensa asociacién del polimorfismo -
590 C>T, con una mayor frecuencia de portadores del alelo T en los pacientes con
hipersensibilidad a AINE, con asma y con poliposis. Estos datos sugieren el importante
papel de la IL-4 en el asma y fenotipos asociados al asma y la influencia de la aspirina en la
expresion de IL-4 de una manera alelo especifica, lo que conduciria a la hipersensibilidad a

AINE.
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También se han asociado polimorfismos de /L4 con la rinosinusitis crénica [396] y con
la poliposis nasal [397, 398]. En un estudio realizado en poblacidn china [396], los autores
encontraron que determinados polimorfismos de /L4 (-590C>T y -33C>T) se asociaban con
la susceptibilidad a la rinosinusitis crénica y que el haplotipo de /L4 TT (-33T y -590T) es un
factor de riesgo de rinosinusitis crénica. En otro estudio [397] se sugiere que el alelo T del
polimorfismo -590 del gen /L4 estd asociado con un mecanismo protector frente a la
poliposis nasal en poblacion coreana. Otros autores [398] sugieren que el polimorfismo-
590C>T se asocia con la expresiéon de la 5-lipooxigenasa (5-LO) en los pacientes con
poliposis nasal. Una disregulacidon en la expresion de 5-LO (enzima que participa en el
metabolismo del acido araquiddnico), puede contribuir a la patogenia de la poliposis nasal y
de las reacciones de hipersensibilidad a AINE. Finalmente, se han encontrado asociaciones
de polimorfismos de /L4 con otras patologias de base inflamatoria, como |Ia
inmunodeficiencia variablecomun [399], la artritis reumatoide [400] y la periodontitis

crénica [401].

En el analisis de haplotipos y diplotipos de las posiciones -1098/-590/-33 del gen /L4,
detectamos una intensa asociacion estadisticamente significativa del haplotipo TCC en el
grupo global de pacientes con hipersensibilidad a los AINE, asi como en los subgrupos que
presentaban las variables clinicas: presencia de poliposis, de asma y de triada del AAS. En
todos los casos, el haplotipo TCC resulté mas frecuente en los controles que en los
pacientes. Previamente, este haplotipo TCC también fue asociado en el grupo control frente
a pacientes con inmunodeficencia variable comun [399]. Con respecto al estudio de
diplotipos, encontramos que la combinacion TCC TCC fue significativamente mas frecuente
en los controles que en grupo de pacientes con hipersensibilidad a los AINE, y también
resulté mas frecuente en controles que en pacientes con las variables: presencia de asma,

de poliposis y de triada del AAS.

En este estudio, como ya se ha indicado en el grupo de individuos con
hipersensibilidad a BL, se ha incluido el andlisis del polimorfismo en posicién 1092 del gen
de la subunidad alfa del receptor de la interleucina 4 (IL4RA). Se trata de una molécula
comun a los receptores de IL-4 e IL-13, presentes en las membranas plasmaticas de los
linfocitos T activados, y es responsable de la similitud de sus papeles bioldgicos. Este
polimorfismo consiste en la sustitucién de una A por G, lo que tiene como consecuencia el
cambio del aminoacido 576 de glutamina a arginina (Q576R). En nuestro grupo de

pacientes con hipersensibilidad a AINE no hemos encontrado ninguna asociacion con este
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polimorfismo, pero en la bibliografia se ha asociado con una mayor respuesta a la IL-4 en

pacientes atdpicos [263] y con asma alérgica [402].

GEN DE LA INTERLEUCINA 6

La interleucina 6 (IL-6) es un importante mediador de la respuesta de fase aguda y la
inflamacidn crénica, y ejerce efectos pro- y anti-inflamatorios gracias a la unién con su
receptor (IL6Ra) [403]. Existen estudios que proponen que determinados polimorfismos
presentes en la regién promotora del gen IL6 influyen en los niveles de expresidén de la
citocina [404, 405], con el consecuente efecto sobre las respuestas inmunoldgicas mediadas
por la IL-6. En nuestra poblacion de individuos con hipersensibilidad a los AINE, se ha
incluido el polimorfismo nt565 G>A delL6, detectando una mayor presencia del alelo A y del
genotipo AA en los controles que en el grupo de pacientes con hipersensibilidad a AINE.
También se ha encontrado una asociacidon de este polimorfismo nt565 G>A dellL6 con la
variable clinica asma en la distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas. Pero, hay
gue destacar que en ningun caso el poder estadistico alcanzé el 80%. Este polimorfismo ha
sido previamente asociado a fendémenos inflamatorios como la diabetes de tipo | [406] o el
sindrome metabdlico [407], y no se ha encontrado asociacién con la enfermedad de

Alzheimer [408] ni con la artritis reumatoide [409].

En este estudio también se ha incluido otro polimorfismo en la regién promotora, -174
G>C del gen IL6, pero no se encontrd ninguna asociacién en nuestro grupo de individuos
con hipersensibilidad a los AINE. En otros estudios [410, 411, 412] se ha encontrado una
menor frecuencia del alelo C de este polimorfismo en los pacientes respecto a los controles,
lo que podria indicar que la presencia de la mutaciéon podria ejercer un cierto efecto
protector en los controles, quizas debido a una disminucion en la produccién de IL-6. Esta
situacién se ha confirmado en otros estudios en los que la presencia del alelo C en posicion
-174 se ha asociado a niveles disminuidos de IL-6 en controles [413, 414] y se ha postulado
que la presencia de este polimorfismo produciria cambios en la expresidon que provocarian
una disregulacion de la sintesis de esta citocina, lo que tendria como consecuencia una
disminucién de la respuesta inflamatoria Th2. Parece que son necesarios mas estudios que
aumenten el tamafio de las muestras para confirmar el efecto protector de este

polimorfismo.
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GEN DE LA INTERLEUCINA 10

La IL-10 es una potente molécula inmunomoduladora que inhibe la sintesis de
citocinas proinflamatorias y favorece la expresién de células B, su producciéon y
diferenciacidn [415]. Se han descrito varios polimorfismos en la regién promotora del gen
IL10 que podrian tener relacidn con los niveles de expresion de esta citocina, entre ellos los
tres incluidos en este estudio, en las posiciones -1082, -819 y -592 [372]. En nuestro
estudio, en la poblacién de individuos con hipersensibilidad a los AINE, hemos encontrado
una intensa asociacién de los tres polimorfismos con la hipersensibilidad a AINE y con los

subfenotipos de poliposis, de asma y de triada del AAS.

Numerosos estudios publicados encuentran asociacién entre polimorfismos de IL10,
principalmente en la regién promotora, con patologias como el asma en diferentes
poblaciones [416, 417, 418, 419, 332], con la exacerbacién del asma por sensibilizacion a
acaros [420] y con la EPOC [421, 422]. Nos centraremos ahora en la posible influencia del
gen IL10 en la sensibilizacidn a la aspirina de los pacientes asmaticos y de los pacientes con
urticaria. Destaca el trabajo publicado por Kim y cols. [315], en el que identifican al alelo G
del polimorfismo -1082 de /L10 como un factor de riesgo de la hipersensibilidad a la
aspirina en asmaticos (AlA) e indican que este alelo estd relacionado con un aumento en los
niveles de expresion de IL-10. En conjunto, sus resultados indican que las alteraciones en la
produccién de IL-10 causadas por el polimorfismo -1082 A>G, contribuyen al desarrollo de
hipersensibilidad a la aspirina en asmaticos con rinosinusitis y que este efecto se veria
fortalecido mediante interacciones génicas entre polimorfismos -1082 A>G de /L10 y -509
C>T de TGF6B1. Otro trabajo a destacar en los fenotipos de hipersensibilidad a la aspirina es
el de Palikhe y cols. [333], en el que se identificd una asociacién del alelo mutado T del
polimorfismo -819 C>T del gen /L10, sugiriendo que este alelo es un factor de riesgo y
contribuye al desarrollo de hipersensibilidad a aspirina en pacientes con urticaria,

incluyendo el tipo agudo (AIAU) y el tipo crénico (AICU).

Nuestra poblaciéon de pacientes con hipersensibilidad a los AINE padece patologia
respiratoria, asma vy rinitis exacerbada por los AINE, con patologia respiratoria de base
(poliposis nasosinusal y asma bronquial), como ya se ha descrito y, segin nuestros
resultados y los publicados en el trabajo de Kim y cols., parece que el peso de las
asociaciones descritas en los polimorfismos de /IL10 y su interaccidn con polimorfismos de
TGB1 subyace en la poliposis nasosinusal mas que en la patologia asmatica. Parece que la

interaccion gen-gen entre los polimorfismos de /IL10 y TGFB1 contribuye a la continua
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inflamacidn de la mucosa nasal o del tejido del pdlipo contribuyendo a la hipersensibilidad
a la aspirina en asmdticos con rinosinusitis y no asi en asmaticos hipersensibles a la aspirina
aislados. Por tanto, la presencia de ciertos alelos en la regidn promotora de /L10, podria
considerarse un factor de riesgo de desarrollo de hipersensibilidad a aspirina en pacientes
asmaticos (AIA) e incluso interacciones intergénicas entre polimorfismos de /L10 y TGF81
podrian contribuir al desarrollo de AIA en pacientes con rinosinusitis. Ademas, estos
polimorfismos, mediante la modificacién de la unidn de ciertos factores de transcripcion,
regularian los niveles de expresién de IL-10, con el consecuente efecto sobre las respuestas

inmunolégicas mediadas por esta citocina.

En el estudio de diplotipos encontramos una asociacidn estadisticamente significativa
de ATA GCC (posiciones -1082/-819/-592) en el grupo de los pacientes con hipersensibilidad
a AINE, asi como en los subgrupos de poliposis, de asma y de triada del AAS. En un estudio
de haplotipos en polimorfismos localizados en la regidon promotora del gen /IL10 [423]
coincidiendo con los analizados en nuestro estudio, sus autores sugerian que el haplotipo
GCC (G-1082/C-819/C-592) se asociaba con una elevada produccion de IL-10, mientras que
el haplotipo ATA (A-1082/T-819/A-592) estaba asociado a bajos niveles de expresion de IL-
10, sugiriendo que estos polimorfismos podrian interferir en la unién de factores de
transcripcién, regulando por tanto los niveles de expresién de la citocina. De este modo, los
polimorfismos -1082 A>G y -592 C>A se encuentran en una region a la que se unen factores
de transcripcién que dan lugar a una represion de la expresién de IL-10, mientras que el
polimorfismo -819 C>T esta dentro de una region a la que se unen factores de transcripcion
que favorecen la activacion de la expresién de IL-10. Sin embargo, parece claro que la
secrecion de IL-10 no sélo se debe atribuir a variaciones en los polimorfismos y haplotipos
en la regién promotora, sino que se piensa que otros factores adicionales intervienen en su

produccion.

GEN DE LA INTERLEUCINA 12

La IL-12 es una citocina proinflamatoria que actia como un inductor esencial en el
desarrollo de la respuesta Thl, induciendo un aumento en los niveles de IFN-y,
suprimiendo, de este modo, la respuesta Th2. Existen varios estudios que muestran la
posible influencia de polimorfismos en su regiéon promotora, que podrian ser responsables
de alteraciones en sus niveles de expresién [424, 425, 426]. En nuestro caso, el estudio del

polimorfismo en posicion -1188 del gen IL12B no mostré una asociacién en el grupo global
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de pacientes con hipersensibilidad a AINE pero si dentro de este grupo, con distintas
variables clinicas: poliposis y asma y sensibilizacion a mds de un grupo de aeroalérgenos. En
el caso de los pacientes con poliposis y asma, encontramos una mayor frecuencia del alelo
mutado C y del genotipo AC. En los pacientes polisensibilizados, se observé una mayor

proporcién del alelo mutado Cy del genotipo CC respecto a controles.

Nuestros resultados coinciden con el estudio de Padrén-Morales y cols. [352], que
encontrd una intensa asociacidn entre el polimorfismo -1188 de IL12B y el asma atépica,
siendo el genotipo AC el que se asociaba con el riesgo de asma. Ademds, estudios previos
[427] han destacado el papel del SNP de la regién promotora -1188 del gen de IL12B en la
expresion del gen. En concreto, han resaltado que el genotipo heterocigoto se asocia con
una reduccion de la transcripcién del gen de /L12 y, por tanto, con una disminucién de los
niveles de IL-12, y que se asocia a su vez con la presencia de asma y sobre todo con una
predisposicién al asma grave. Estos datos sugieren que el SNP de la regién promotora de
IL12B, conduce a una reduccidon en los niveles de expresion de la citocina, con la
consecuente activacién de la respuesta Th2, lo que desencadenaria la sensibilizacidn a
varios aeroalérgenos comunes. Sin embargo, esta hipdtesis es controvertida, ya que para
otros autores, como Khoo y cols. [428], el polimorfismo -1188 de la regidon promotora de
IL12B no se asocio con la susceptibilidad y gravedad del asma y la atopia en una poblacidn
australiana; para el grupo de Tug y cols. [429], los efectos del polimorfismo de /IL12B en el
asma, la rinitis alérgica, el asma familiar, la eosinofilia y los niveles de IgE no son relevantes.
En otro estudio, realizado en poblacidn japonesa [430], no se encontré ninguna asociacion
entre polimorfismos en el gen de /L12B y fenotipos de atopia. Sin embargo, los autores
sugirieron que este polimorfismo debe influir en el desarrollo de otras enfermedades o
infecciones inmunes por la importancia bioldgica de la IL-12. La falta de acuerdo y la
aparicidn de resultados contradictorios, nos lleva a pensar que se necesita investigar esta

hipdtesis en muestras mayores.

En relacién a polimorfismos en el gen de IL12B que se asocien con reacciones de
hipersensibilidad a AINE, no hemos encontrado ningun estudio en la bibliografia y es que
como ya se ha citado previamente, el gen de /IL12B es un potencial candidato para asma
[352, 427]. Se localiza en el cromosoma 5g31-33 y esta region ha sido asociada con niveles
de eosindfilos en la circulacion, diferenciacion a una respuesta Th2, atopia y niveles totales

de IgE en suero [431].
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GEN DEL INTERFERON GAMMA

El interferon gamma (IFN-y), también llamado interferén inmunitario o de tipo Il, es un
tipo de citocina producida por los linfocitos T y las células citoliticas espontaneas (natural
killer, NK) cuya funcion mds importante es la activacion de los macréfagos, tanto en las
respuestas inmunitarias innatas como en las respuestas celulares adaptativas, previamente

interviene en el reclutamiento de monocitos de la circulacion.

En nuestro estudio hemos encontrado una asociacién del polimorfismo 874 A>T del
gen IFNG con la poliposis y con la triada del AAS en el grupo de pacientes con
hipersensibilidad a AINE. Encontramos una mayor frecuencia del genotipo TA en pacientes
respecto a controles. El gen IFNG se localiza en el cromosoma 12 y parece que esta region
del genoma se ha asociado con el asma a través de numerosos estudios de ligamiento. Por
ello, son numerosos los estudios que se centran en la posible influencia de las variantes
génicas de IFNG en el desarrollo de fenotipos relacionados con el asma y alteraciones en los
niveles de expresion de la citocina. Li y cols. (2007) encontraron que el polimorfismo A874T
de IFNG se asociaba de forma significativa con el asma [432]. Ademds, estos autores
consideraron que este polimorfismo influia directamente en el nivel de produccion de IFN-
v, hecho apoyado también por otros autores [433]. Los genotipos AA, AT y TT del
polimorfismo en posicion 874 conferirian asi tres fenotipos diferentes, bajo, intermedio y
alto, respectivamente, en el nivel de produccién de IFN-y. Posteriormente, Hussein y cols.
[434] pusieron de manifiesto que el polimorfismo en la posicion 874A>T del gen IFNG
contribuia a la susceptibilidad a desarrollar enfermedades atdpicas mediante el descenso
de la cantidad de IFN-y en aquellos individuos que presentaban el alelo A en homocigosis
(AA), comparado con los que tenian el homocigoto mutado, TT. Los estudios recientes [435,
436, 437] confirman estos resultados, no sélo con el polimorfismo en posicién 874A>T, sino
con otras variantes génicas de IFNG, como un marcador de repeticién CA en el intrén 1 o el
polimorfismo A>G rs1861494 en el intrén 3 del gen, poniendo de manifiesto que dichas
variantes regulan no sélo los niveles de expresion de la citocina, sino que juegan un
importante papel en el mecanismo fisiopatoldgico del asma y en los fenotipos relacionados

con el asma.

En relaciéon al asma inducida por los AINE, destaca el estudio de Akahosshi [308], en el
que se examina al gen TBX21, que codifica T-bet, como posible gen candidato en su
asociacion con fenotipos asmaticos. T-bet es un factor de transcripcion especifico de las

células Thl perteneciente a la familia T-box y destaca por su control en la expresion de IFN-
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v en las células T. El polimorfismo en posicidon -1993 T>C de la regidon promotora del gen
TBX21 se ha asociado con el riesgo de asma inducida por aspirina (AIA) [308]. Parece que la
sustitucion de T por C en este polimorfismo incrementa la afinidad por un factor de
transcripciéon al sitio de unidén en la posiciéon -1993 del gen TBX21, lo que supone un
aumento de la actividad transcripcional del gen TBX21. Por lo tanto, el incremento de la
produccién de T-bet (con el posterior incremento de IFN-y) en las vias respiratorias de los
individuos con el polimorfismo -1993 T>C puede contribuir al desarrollo de ciertos

fenotipos relacionados con el asma, tal como el asma inducida por la aspirina (AlA).

GEN DEL FACTOR TRANSFORMADOR DEL CRECIMIENTO 81

EL TGF-B1 es una citocina multifuncional con efectos inmunosupresores vy
antiinflamatorios. Esta implicada en los mecanismos patogénicos de enfermedades
inflamatorias crénicas, como el asma y la dermatitis atdpica [325, 438, 439]. Se asocia con
la gravedad del asma, al promover la deposicion de la matriz extracelular [325]. Ademas, el
TGF-B1 juega un importante papel en el remodelado y obstruccién irreversible de las vias
respiratorias [440, 441], y los niveles de mRNA TGFB81 estan sobreexpresados en el asma
[442]. Sin embargo, no esta claro todavia como el TGF-B1 estd involucrado en la dermatitis
atépica, aunque todo indica que podria suprimir las lesiones de la piel tipicas de la

dermatitis atodpica.

En este estudio hemos analizado la posible asociacidn de dos polimorfismos exdnicos,
que afectan, respectivamente, a los codones c10 y ¢25. Ambos polimorfismos provocan un
cambio de aminodcido en la secuencia proteica, prolina por leucina, en la posicién 10
(L10P), y arginina por prolina en la posicién 25 (R25P). Pese a que este gen tiene gran
importancia en la patogénesis de la hipersensibilidad a la aspirina y otros AINE, en este
estudio, s6lo hemos encontrado una asociacion muy débil del polimorfismo 915 G>C
(coddn 25) con la hipersensibilidad a los AINE, observando el alelo mutado C con mayor
frecuencia en los controles respecto a los pacientes. Ademas, el poder estadistico no

alcanzé el 80%.

Varios polimorfismos del gen TGFB1 se han asociado con el asma [443, 444, 445] y con
la gravedad de esta [446, 312]. Parece que el polimorfismo de la regidn promotora -509C>T
influye en la expresién del gen de TGFB1 [447, 448, 449]. Se piensa que este efecto ocurre

al aumentar la afinidad de unién por el factor de transcripcién YY1, lo que permite
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incrementar la transcripcion de TGFB1 y aumentar la concentracion de TGF-B1 en plasma.
Nos centraremos en el papel de estos polimorfismos en la patogénesis de Ia
hipersensibilidad a la aspirina en asmaticos y otros tipos de reacciones a la aspirina.
Destaca el estudio de Kim y cols. [314], quienes observan una asociacién estadisticamente
significativa entre el polimorfismo -509C>T de TGFB81, en concreto en los pacientes
portadores del alelo T, y la prevalencia de rinosinusitis, una caracteristica tipica del AlA.
Este grupo, previamente, habia demostrado la correlacién que existe entre la proteina
cationica del eosindfilo (ECP) y los niveles de TGF-B1 en el tejido de los pdlipos nasales de
pacientes asmaticos con hipersensibilidad a la aspirina; por tanto, parece claro que el TGF-
B1 contribuye a la inflamacién eosinofilica de la poliposis nasal. Todos estos resultados
sugieren la contribucion de este polimorfismo a la susceptibilidad de AIA con rinosinusitis, y
no al fenotipo AIA aislado. Estos autores también encontraron que el alelo T del
polimorfismo -509C>T de TGFB1 se asocié con niveles plasmaticos bajos de TGF-1. Estos
resultados contradicen estudios previos, en los que las concentraciones de TGF-f1 en
plasma fueron de aproximadamente el doble en los pacientes con genotipo mutado TT en
comparacién con los homocigotos CC [450]. Esta discrepancia podria explicarse porque el
estudio de Kim y cols. incluyd pacientes con AlA y el TGF-B1 sélo fue detectado en su forma
activa. En cambio, en el trabajo de Grainger y cols. [450] con mujeres postmenopausicas, se
estudiaron ambas formas para el TGF-B1, la forma activa y la forma latente. Parece claro
qgue el TGF-B1 estd localizado y compartimentalizado en la mucosa nasal de los pacientes
asmaticos con hipersensibilidad a la aspirina y rinosinusitis. Sin embargo, el mecanismo
exacto responsable del descenso en la produccién de TGF-B1 en el suero de los pacientes
con rinosinusitis y/o poliposis nasal necesita ser investigado en profundidad.
Posteriormente, en otro estudio de este mismo grupo [315], se encontré que
polimorfismos en la regién promotora de /L10 contribuyen al desarrollo de AIA con

rinosinusitis, interactuando genéticamente con el TGFB1.

En relacién a otro fenotipo de hipersensibilidad a la aspirina, como es la
urticaria/angioedema inducida por aspirina u otros AINE, hay que comentar el estudio de
Park y cols. [330]. Parece que las células mastocitarias desempefian un papel central en la
patogénesis de la urticaria y que la homeostasis de dichas células podria estar influida por
los niveles de IgE y de varias citocinas, incluyendo el TGF-1 [451, 452]. Los polimorfismos
del TGFB1 podrian influir en la funciéon de las células mastocitarias de pacientes con
urticaria/angioedema inducida por aspirina (AICU) y en la regulacion y expresion del TGF-

B1. Estos autores [330] sugieren que el polimorfismo -509T>C de la regiéon promotora de
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TGFB1, podria afectar a la actividad del gen de TGF81, disminuyendo los niveles en suero de
TGF-B1 en el caso de los portadores del alelo T para este polimorfismo. Como
consecuencia, se incrementaria la liberacion de mediadores por los mastocitos, lo que
permitiria el desarrollo del fenotipo AICU. No obstante, se necesita seguir investigando
como variantes genéticas incrementan la histamina liberada por las células mastocitarias en

pacientes con urticaria/angioedema inducida por aspirina.

En el estudio de haplotipos de los polimorfismos (c10/c25), se encontrd cierta
asociacién del haplotipo CG en el grupo de pacientes con hipersensibilidad a AINE, que
resulté mas frecuente en pacientes que en controles, reforzando el analisis individual. Estos
resultados no concuerdan, en parte, con los obtenidos por otros autores, Mohavedi y cols.
[452] encontraron frecuencias significativamente superiores del haplotipo TG en los

controles respecto a los pacientes con asma.

El analisis de diplotipos en nuestro estudio mostré que el diplotipo TG CG (c10/c25)
fue mas frecuente en los pacientes con presencia de poliposis y en los pacientes con la

triada del AAS.

GEN DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA

El TNF-a es una citocina proinflamatoria que desempeiia un papel central en la
inflamacidn de las vias respiratorias e incrementa la hiperreactividad bronquial [453, 454].
La expresidon deTNF-a esta aumentada en individuos asmaticos, mostrando un incremento
de su secrecién en las vias respiratorias y niveles elevados en el fluido del lavado
broncoalveolar de sujetos sintomdaticos [455]. Por esta razdn, se especula que el gen TNFA,
podria ser uno de los genes candidatos en el asma inducida por aspirina (AIA). Son
numerosos los polimorfismos del gen TNFA que han sido estudiados en relacidn a distintos
fenotipos de asma. En este estudio, hemos analizado los polimorfismos en posicién -308

(G>A) y -238 (G>A).

El analisis del polimorfismo en posicién -308 en el grupo de individuos con
hipersensibilidad a los AINE mostréd asociaciones estadisticamente muy significativas.
Hemos encontrado una asociacion estadisticamente significativa tanto en la distribucidn
alélica como en la genotipica en el grupo global de pacientes con hipersensibilidad a AINE v,
dentro de este grupo, con distintas variables clinicas: presencia de poliposis, de asma y de

triada del AAS. El alelo A del polimorfismo -308 de TNFA, se encontrdé en mayor proporcion
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en el grupo de pacientes con hipersensibilidad a AINE y en pacientes con las variables
clinicas: presencia de poliposis, de asma y de triada del AAS respecto a los controles. En
relacion al analisis genotipico del polimorfismo -308, encontramos una frecuencia
significativamente superior del genotipo AG en los pacientes del grupo con
hipersensibilidad a AINE, asi como en los pacientes con las variables clinicas: presencia de
poliposis, de asma y de triada del AAS. En relacidn a la variable pruebas cutaneas positivas
con aeroalérgenos, también se encontré una asociacidn estadisticamente significativa con
el polimorfismo -308 TNFA, el alelo A y el genotipo AG se observaron con mayor frecuencia
en los pacientes que en los controles, sin embargo, el poder estadistico no alcanzé el 80%

para esta asociacion.

Son numerosos los estudios que encuentran asociacién entre polimorfismos de TNFA y
la susceptibilidad y gravedad del asma, especialmente del polimorfismo en posicidon -308
[456, 457, 458]. También se ha encontrado asociacion del polimorfismo -308G>A de TNFA
con la poliposis nasal [459, 460]. Lo que resulta mas controvertido es la relacién del
polimorfismo -308 de TNFA con la atopia. De nuevo citaremos el estudio de Padrdn-
Morales y cols. [352], quienes encuentran que el alelo A del polimorfismo -308 de TNFA se
asociaba con el asma atdpica, especialmente en los pacientes con pruebas cutdneas
positivas a dcaros del polvo y pdlenes. Ademads, los autores encontraron una notable
asociaciéon de este SNP con la gravedad del asma: el genotipo AG fue mas frecuente en los
pacientes con asma grave persistente que en los controles. Sin embargo, otros autores
[461], establecen que el polimorfismo -308G>A de TNFA se asocia con un incremento del
riesgo de asma moderada y con hiperreactividad bronquial, pero no con la atopia. Esta
diversidad en los resultados puede tener muchas causas, la mas probable es la mala
replicaciéon que generalmente presentan los estudios de asociacién, debido a las diferencias

entre poblaciones, sin descartar el posible efecto de factores ambientales.

Ademds, la sustitucion de G por A en la posicion -308 en la region promotora de TNFA
también se ha asociado con incrementos en la produccién de TNF-a in vitro [462]. La
presencia del alelo A en posicion -308 ha sido relacionada con los niveles de expresién del

TNF-a [463, 464, 465].

En relacidn a la hipersensibilidad a AINE, se ha comentado previamente que TNFA,
podria considerarse un gen candidato del asma inducida por aspirina u otros AINE, debido a
los niveles incrementados de esta citocina en las vias respiratorias de pacientes asmaticos.

Kim y cols. [318] establecieron que los polimorfismos de la region promotora de TNFA
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incrementaban significativamente la susceptibilidad al asma inducida por aspirina (AlA), por
la interaccidn gen-gen con el marcador genético HLA DPB1*0301. Hay que tener en cuenta
la proximidad de TNFA con este marcador, ya que se localiza dentro de la region de clase llI
del CMH en la regién del cromosoma 6p21.3, lo que facilita su ligamiento. En un estudio
posterior [466], Choi y cols. investigaron el papel de los polimorfismos de la region
promotora del TNFA en el desarrollo de urticaria inducida por aspirina (AlU). El TNF-a es
liberado por los mastocitos de la piel y por otras células inflamatorias en los pacientes con
urticaria. Los autores encontraron que dos polimorfismos de la regién promotora del TNFA
(-1031T>C y -863C>A) contribuian al desarrollo de urticaria inducida por aspirina. Estos
resultados sugieren un posible ligamiento de los SNP de la regién promotora del TNFA con
otros marcadores genéticos cercanos que alteren los niveles de expresién de la citocina,
contribuyendo asi al desarrollo de la hipersensibilidad a la aspirina en asma o en urticaria

cronica.

En nuestro estudio, no hemos encontrado ninguna asociacidon significativa del
polimorfismo -238 (G>A) de TNFA en el grupo de individuos con hipersensibilidad a AINE,
pero en la bibliografia se le ha asociado con enfermedades de componente inflamatorio
variable. El alelo mutado A ha sido asociado con un riesgo incrementado de asma en nifios
de padres no fumadores [467] y con la artritis reumatoide juvenil [468]. En este mismo
estudio, se observod que el alelo G en posicidn -238 formaba parte de una isla de metilacion
CpG, que podria modular la tasa de transcripcion del TNFA [468], de manera que una
mutacion en ese nucledtido tendria como consecuencia una disregulacién de la expresion

de la citocina.

El analisis estadistico de la distribucidon del haplotipo formado por la combinacién de
polimorfismos de las posiciones -308 y -238 mostré resultados altamente significativos,
muy similares a los obtenidos en el andlisis de las frecuencias alélicas y genotipicas.
Detectamos que la presencia del haplotipo AG (-308/-238 del TNFA) resulto ser mas
frecuente, no sdélo a nivel de grupo de pacientes con hipersensibilidad a AINE, sino con las
variables clinicas: poliposis, asma y triada del AAS. Por otro lado, encontramos una
asociaciéon significativa del haplotipo GG, mas representado en los controles que en el
grupo de pacientes con hipersensibilidad a AINE y que en los pacientes con las variables
clinicas: presencia de poliposis, de asma y triada del AAS. Este haplotipo, en el que no se
encuentra ningun alelo mutado, podria conferir a los individuos portadores menor riesgo

de padecer la enfermedad.
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El andlisis de diplotipos concuerda con esta hipdtesis, ya que se encontrd que el
diplotipo GG GG (posiciones -308/-238) fue mas frecuente en los controles que en los
pacientes con hipersensibilidad a AINE y con las variables clinicas: presencia de poliposis, de
asma, de triada del AAS y de pruebas cutdneas positivas. En el grupo de pacientes con
hipersensibilidad a AINE y en el subgrupo de pacientes con la variable clinica asma, el

haplotipo AG GG mostrd una asociacidn estadistica significativa respecto a los controles.

6.3 GRUPO DE PACIENTES CON HIPERSENSIBILIDAD A BL Y
PACIENTES CON HIPERSENSIBILIDAD A AINE

Finalmente, al comparar los pacientes con hipersensibilidad a los BL y los pacientes con
hipersensibilidad a los AINE hemos encontrado una asociacién estadisticamente
significativa con los polimorfismos: 3962 IL1B, -889 IL1A, 11100 /L1RA, -1098 IL4, -590 IL4,-
1082 /L10, -819 IL10y -308 TNFA.

GENES DE LA AGRUPACION (CLUSTER) DE LA INTERLEUCINA 1

Al comparar ambos tipos de hipersensibilidades en relacion a polimorfismos en la
agrupacion de la IL-1 hemos obtenido asociacién con varios polimorfismos, cuyos

resultados se describen a continuacion.

En el analisis del polimorfismo en posicion 3962 del gen de /L1B, encontramos una
mayor proporcion del genotipo TC en los pacientes con hipersensibilidad a AINE en relacion
a los pacientes con reacciones alérgicas a BL. Al analizar el polimorfismo -889 de IL1A, se
detectd una asociacion estadisticamente significativa, encontrando el alelo mutado T con
mayor frecuencia en los pacientes con reacciones alérgicas a los BL que en los pacientes
con hipersensibilidad a los AINE. Ademas, en el analisis del polimorfismo del gen del
antagonista del receptor de la IL-1 (Mspl 11100 /LIRN), se detecté una asociacion
estadisticamente significativa con la hipersensibilidad a los AINE, encontrando el alelo
mutado C y el genotipo heterocigoto con mayor frecuencia en los pacientes con

hipersensibilidad a este grupo de farmacos (AINE).

Respecto a los pacientes con hipersensibilidad a los BL, de nuevo el peso en este grupo

parece que se debe a la atopia, en concreto a la sensibilizacién a aeroalérgenos comunes
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como 4caros y podlenes, apoyando lo descrito en la bibliografia [349, 350]. Nuestros
resultados apuntan que son los individuos sensibilizados a un Unico grupo de
aeroalérgenos, es decir los pacientes monosensibilizados, principalmente a los acaros, los
gue se asocian a polimorfismos de la agrupacién de la IL-1 en el grupo de pacientes con
hipersensibilidad a BL. Esto mismo ha sido encontrado por otros autores ya citados
previamente, como Karjalainen y cols [350]. En el analisis de los pacientes con
hipersensibilidad a AINE, el peso de este grupo en relacién a la asociacién con
polimorfismos de la agrupacidon de la IL-1 parece relacionarse mas con el marcado
componente inflamatorio de enfermedades como el asma y la poliposis nasal. En la
bibliografia, como ya se ha citado, en el andlisis individual del grupo, varios de estos
polimorfismos se asociaron, ya fuera con la susceptibilidad o ya fuera con la gravedad de
determinadas enfermedades inflamatorias [374, 375, 376, 377]. Nuestros resultados
también muestran una asociacién de los polimorfismos de la agrupacion de la IL-1 con la
sensibilizacion a varios grupos de aeroalérgenos, volviendo a poner de manifiesto la

importancia de la atopia en la agrupacién de genes de la IL-1.

GEN DE LA INTERLEUCINA 4

En relacién a los polimorfismos del gen /L4, encontramos que el alelo mutado G y el
genotipo heterocigoto del polimorfismo -1098 T>G del gen de /L4 se observaban con mayor
frecuencia en los pacientes con hipersensibilidad a los AINE que en los pacientes con
reacciones alérgicas a los BL. En relacién al polimorfismo en posicion -590 C>T de /L4,
también encontramos una asociacion significativa en la distribucién de las frecuencias
alélicas y genotipicas. El alelo T y el genotipo CT estaban mas representados en los
pacientes con hipersensibilidad a los AINE, aunque en este caso, el poder estadistico resultd
inferior al 80%. En el analisis de haplotipos de las posiciones -1098/-590/-33 del gen /L4,
encontramos una mayor frecuencia del haplotipo TCC en los pacientes con reacciones de
hipersensibilidad a los BL.. También resultd estadisticamente significativo el haplotipo GCC
en los pacientes con hipersensibilidad a los AINE, pero en este caso el poder fue escaso.
Con respecto al estudio de diplotipos, el diplotipo TCC GCC estuvo mas representado en los
pacientes con hipersensibilidad a AINE, sin embargo, el diplotipo TCC TCC fue
significativamente mas frecuente en los pacientes con reacciones de hipersensibilidad a los

BL.
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En relacion a la hipersensibilidad a los BL en el estudio de polimorfismos de /L4, ya se
ha citado el papel fundamental que desempefia esta citocina en el cambio de isotipo de las
células B hacia la produccién de IgE y que la convierten en un candidato ideal en las
reacciones de hipersensibilidad a farmacos en general y en las reacciones alérgicas
inmediatas a BL en particular, asi como en la atopia [268, 273, 289, 359, 360]. Respecto a la
hipersensibilidad a los AINE, los datos de algunos estudios también sugieren el importante
papel de la IL-4 en el asma y los fenotipos asociados al asma vy la influencia de la aspirina en
la expresién de IL-4 de una manera alelo-especifica, lo que conduciria a la hipersensibilidad

a los AINE [388, 389, 390, 319, 395, 398].

GEN DE LA INTERLEUCINA 10

El analisis de los polimorfismos en la regién promotora de /L10 mostré una asociacion
estadisticamente significativa en la distribucién genotipica de los polimorfismos en posicidn
-1082 y -819. En relacién al SNP -1082 de /L10, el genotipo AG se encontré mads
representado en los pacientes con hipersensibilidad a los AINE respecto a los pacientes con
reacciones alérgicas a los BL. El genotipo TC del polimorfismo en posicidon -819 también
presenté una mayor frecuencia en los pacientes con hipersensibilidad a AINE respecto a los
pacientes con hipersensibilidad a BL. Sin embargo, en ambos SNP el poder fue inferior al
80%. En el estudio de diplotipos encontramos una asociacidn estadisticamente significativa
entre el diplotipo (posiciones -1082/-819/-592) ACC GCC vy los pacientes con
hipersensibilidad a los AINE, siendo mas frecuente en estos pacientes respecto a los
pacientes alérgicos a BL. Sin embargo, el diplotipo GCC GCC se encontré en mayor
proporcién en pacientes con hipersensibilidad a BL, y en este caso el poder no alcanzé el

80%.

Estudios recientes de asociacion han tratado de relacionar polimorfismos de la regién
promotora de /L10 con el riesgo de desarrollar hipersensibilidad a BL. Ya se ha citado, en el
analisis individual de este grupo, que algunos autores [269, 270] han sugerido que la IL-10
es una citocina que tiene una estrecha relacion con la produccién de anticuerpos
especificos en la alergia a las penicilinas. En relacion a la hipersensibilidad a los AINE, como
se ha detallado previamente, en muchos estudios consideran al gen /L10 como un gen
candidato en su asociacidn con las reacciones de hipersensibilidad a los AINE, sobre todo en

los pacientes con asma vy rinitis y en los pacientes con urticaria crénica. Los estudios [315,
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333] han identificado polimorfismos en la regién promotora de /L10 como factores de

riesgo de la hipersensibilidad a AINE.

GEN DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA

El andlisis del polimorfismo en posicion -308 de TNFA, mostré una asociacion
estadisticamente muy significativa del alelo mutado A y del genotipo AG con la
hipersensibilidad a los AINE. Tanto el alelo A como el genotipo AG para este polimorfismo
se encontré con una mayor frecuencia en pacientes con hipersensibilidad a los AINE
respecto a pacientes con hipersensibilidad a los BL. El analisis estadistico del haplotipo
formado por la combinacién de polimorfismos de las posiciones -308 y -238 mostrd
resultados muy significativos. Asi, detectamos que la presencia del haplotipo AG (-308/-238
del TNFA) resultd ser mas frecuente en los pacientes con hipersensibilidad a los AINE, sin
embargo, el haplotipo GG se observéd con mas frecuencia en los pacientes con
hipersensibilidad a los BL. En el andlisis de diplotipos, encontramos que el diplotipo AG GG
(posiciones -308/-238) resultd mas frecuente en los pacientes con hipersensibilidad a los
AINE vy el diplotipo GG GG, estuvo mas representado en los pacientes con reacciones

alérgicas a los BL .

En la bibliografia, el grupo de Gueant—Rodriguez y cols. [274] ha sugerido una
influencia ambivalente del polimorfismo -308G>A de TNFA con el riesgo de alergia a los BLy
con la produccion de IgE especifica frente a BL. Pero hay que resaltar que no se han
encontrado mas estudios que asocien polimorfismos del TNFA con la hipersensibilidad a los
BL revisando la bibliografia y que en nuestra poblacién de pacientes alérgicos a los BL no
hemos encontrado ninguna asociacion. Por tanto, se necesita seguir investigando mediante
estudios experimentales el papel del TNFA en las reacciones alérgicas a farmacos en
general y a BL en particular y en la produccion de IgE. En relacidn a la hipersensibilidad a los
AINE, ya hemos especificado previamente que TNFA podria considerarse un gen candidato
del asma inducida por aspirina u otros AINE, debido a los niveles incrementados de esta
citocina en las vias respiratorias de los pacientes asmaticos. Algunos autores han
establecido que los polimorfismos de la regiéon promotora del TNFA incrementaban
significativamente la susceptibilidad al asma inducida por los AINE por la interaccién con
otros marcadores genéticos cercanos [318] y el desarrollo de urticaria inducida por los AINE

[466].
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En este grupo, en el que comparamos pacientes con reacciones alérgicas o
inmunolégicas a BL y pacientes con hipersensibilidad a AINE, queremos resaltar el
mecanismo diferencial de ambos grupos de farmacos en la patogenia de las reacciones de
hipersensibilidad a medicamentos. Es probable que en estas diferencias, relacionadas con
los mecanismos que conducen a la hipersensibilidad a los BL y a la hipersensibilidad a los
AINE, se justifique el diferente comportamiento de los polimorfismos de los genes
analizados. Asi, en el estudio de Romano y cols. [469] acerca de la reactividad cruzada entre
farmacos se pone de manifiesto el mecanismo diferencial que conduce a Ila
hipersensibilidad a BL mediante la sensibilizacién preexistente a un componente
relacionado estructuralmente o a la hipersensibilidad a AINE por las caracteristicas

farmacoldgicas comunes, es decir, por el mecanismo inherente de actuacidn del farmaco.

Gueant y cols. [251] determinan que la alergia a fadrmacos se refiere a una reaccién de
hipersensibilidad en la que se demuestra que es un mecanismo mediado por anticuerpos
IgE o por células T. En el grupo de farmacos que desencadenan estas reacciones mediadas
por un mecanismo inmunolégico se encuentran los antibidticos BL entre otros,
principalmente a través de un mecanismo mediado por IgE. Estos autores [251] han
identificado multiples factores genéticos en los ultimos ainos en relacién a las reacciones de
hipersensibilidad inmediata a los antibidticos BL. Respecto a los genes de citocinas, ya se ha
citado previamente que destacan aquellas involucradas en el cambio de isotipo a IgE por
células B, como IL-4, IL-13 y IL4-RA. Pero, sin duda, revisando la bibliografia destacan los
niveles elevados de IgE total e IgE especifica frente a alérgenos comunes encontrados en
diferentes poblaciones [268, 273, 289]. Para estos autores la influencia de la atopia podria
ser la clave que contribuya a explicar los mecanismos de hipersensibilidad a BL, aunque se
necesita seguir investigando la influencia de la sensibilizacién a alérgenos ambientales

frecuentes en las reacciones alérgicas inmediatas a BL.

En el caso de las reacciones de hipersensibilidad a aspirina y otros antiinflamatorios no
esteroideos (AINE), estas son producidas, en su mayor parte, por mecanismos no
inmunolégicos relacionados con el metabolismo del acido araquiddnico y la liberacion de
leucotrienos. Por ello, la mayoria de predictores genéticos de hipersensibilidad a aspirina y
otros AINE han sido relacionados con la sobreproduccién de los productos finales de la via
del acido araquiddnico. En la bibliografia se han identificado genes de citocinas, como IL-4
[319, 398], IL-10 [315, 333], TGF-B1 [314, 330] y TNF-a [318, 466], como se ha visto
previamente en muchos estudios de genes candidato en su asociacién con las reacciones de

hipersensibilidad a los AINE, sobre todo en pacientes con asma vy rinitis o en pacientes con
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urticaria crdénica exacerbada por AINE. Probablemente el marcado componente
inflamatorio subyacente en todas estas patologias podria facilitar su asociacién con
polimorfismos que codifican citocinas moduladoras de procesos inflamatorios (IL-4, IL-10,
TGF-B1 y TNF-a) y que contribuyen a la patogénesis de la hipersensibilidad a los AINE.
Aunque los mecanismos no alérgicos de hipersensibilidad a los AINE no estan
completamente esclarecidos, hay evidencias que suponen que existe también un
mecanismo patogénico alérgico mediado por IgE [470], en el caso de pacientes con una

hipersensibilidad selectiva a un AINE especifico y buena tolerancia a otros AINE.

Sin embargo, en estos momentos, debido a los diferentes resultados demostrados en
diversas poblaciones, existe una necesidad de realizar estudios mds amplios en la
identificaciéon de predictores genéticos de hipersensibilidad a los farmacos, tanto en las
reacciones mediadas por mecanismos inmunoldgicos (ya sea humoral o celular) como en
las reacciones mediadas por mecanismos no inmunoldgicos. La investigacion
farmacogendmica también podria revelar nuevos marcadores genéticos para definir los
factores de riesgo para la hipersensibilidad a farmacos. Se espera que en los préximos afos,
se obtengan mas datos con respecto a la epidemiologia y a los mecanismos de
hipersensibilidad a los farmacos a partir de los resultados de estudios multicéntricos
iniciados por la Red Europea de Alergia de Medicamentos (ENDA) [471]. Serd necesario
llevar a cabo mas estudios de investigacion basica, estudios observacionales y clinicos para
llegar a tener una mejor comprensién de los mecanismos implicados en la hipersensibilidad
a medicamentos, lo que podria permitirnos identificar a los pacientes que estan en riesgo
antes de la prescripcion de los farmacos y el desarrollo de estrategias terapéuticas para la

hipersensibilidad grave y potencialmente mortal de algunos farmacos.
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7. CONCLVSiONES

1. En este estudio se han caracterizado multiples polimorfismos de genes que codifican
citocinas. Las principales asociaciones génicas detectadas entre los polimorfismos
analizados y los diferentes grupos de hipersensibilidad a farmacos han sido las
correspondientes a polimorfismos ubicados en los genes de la agrupacién cluster de la

IL-1, /L2, IL4, IL10, IFNG y TNFA.

2. Seidentifica un claro perfil diferencial de asociacion génica entre la hipersensibilidad a

beta-lactdmicos y a antiinflamatorios no esteroideos.

3. En relacién al grupo de pacientes con reacciones de hipersensibilidad a los BL, las
asociaciones génicas son escasas y los resultados sugieren una importante influencia

de la atopia en las reacciones de hipersensibilidad inmediata a beta-lactdmicos.

4. En relacién al grupo de pacientes con reacciones de hipersensibilidad a los AINE, se
identifican un mayor nimero de asociaciones génicas con SNP de diversas citocinas. El
marcado componente inflamatorio subyacente en la enfermedad respiratoria
exacerbada por los AINE (EREA), podria facilitar su asociacion con genes que codifican
citocinas moduladoras de procesos inflamatorios que contribuyen a la patogénesis de

esta enfermedad.

5. Aunque en ambos casos se observa una asociacion con la sensibilizacién a
aeroalérgenos, en el caso de las reacciones de hipersensibilidad a los BL, la asociacién
génica se identifica entre el cluster de la IL-1 y la monosensibilizacién y en el caso de la
hipersensibilizacion a los AINE, es entre el polimorfismo 166 /L2 y los pacientes

polisensibilizados.

6. En este estudio hemos encontrado intensas asociaciones con los polimorfismos del
gen /L4, sugiriendo su asociacion con la hipersensibilidad a los AINE. La aspirina y otros
AINE pueden regular su expresion de una forma especifica de alelo modificando la
capacidad de unién de los factores de transcripcién lo que podria subyacer en la

patogenésis de la hipersensibilidad a la aspirina u otros AINE.
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7. Se han identificado intensas asociaciones con los polimorfismos de IL10 y TNFA, por lo
que estos genes podrian considerarse genes candidato en su asociacién con la
hipersensibilidad a los AINE y podrian constituirse en marcadores prondstico del riesgo

de desarrollo de hipersensibilidad a este tipo de farmacos.

8. Se observa un perfil de asociacidn diferencial en los pacientes con hipersensibilidad a
los AINE atendiendo a la presencia o no de rinosinusitis asociada a asma, en especial,
para los genes IL10 y TGFB1. Esta asociacién, podria contribuir al papel inflamatorio en

la mucosa nasal y del tejido polipoideo.

9. En los polimorfismos -1098 /L4, -590 L4, -819 IL10 y -592 IL10 detectamos cierta

asociacién con el sexo, que debe ser tenida en cuenta en este tipo de estudios.

10. El estudio de los haplotipos y diplotipos, proporciona una informaciéon mas completa

en relacion a los estudios de genotipos aislados, en especial, para el gen TNFA.
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