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Introduccion

1.1 Concepto y epidemiologia

La esofagitis eosinofilica (EoE) se define como una enfermedad
inflamatoria cronica del esdofago de etiologia inmunoldgica, caracterizada
clinicamente por la existencia de sintomas de disfuncidn esofagica e
histolégicamente por la presencia de un infiltrado inflamatorio en el epitelio del
esofago, con predominio de eosinofilos como células mas caracteristicas (1).
En condiciones normales el esd6fago carece de eosindfilos por lo que su
presencia en el eséfago denota siempre enfermedad. El eséfago es un 6rgano
inmunoloégicamente activo con capacidad para reclutar células inflamatorias en
respuesta a diferentes estimulos. En la EoE, este estimulo es una respuesta
alérgica del es6fago no mediada por IgE, desencadenada en la mayoria de los

casos por alérgenos alimentarios (2,3)

A pesar de su caracterizacion como una entidad clinico-patoldgica propia
desde hace sélo dos décadas, su prevalencia ha crecido exponencialmente
hasta representar en la actualidad el trastorno gastrointestinal eosinofilico mas
frecuente en nuestro medio (4). Es la principal causa de disfagia en nifios y
adultos jovenes y la segunda causa de esofagitis cronica después de la
enfermedad por reflujo gastroesofagico (5,6). La EoE es especialmente
prevalente en los paises occidentales y en las regiones con un mayor nivel de
desarrollo socioeconomico, afectando a individuos de cualquier raza, sexo y
edad (7). La enfermedad es mas frecuente en nifios y adultos jovenes, con una
prevalencia de al menos un caso por cada 2.000 habitantes en Europa y EEUU

(7-9). Una revision sistematica con metaanalisis, publicada en el afio 2016, que



resumia todos los estudios de base poblacional disponibles hasta esa fecha,
mostro una incidencia global de 3,7 nuevos casos por cada 100.000 habitantes,
mientras que la prevalencia media estimada fue de 22,7 casos por 100.000
habitantes. Los autores, ademas, mostraron un aumento progresivo en la
incidencia y prevalencia de la EoE cuando se analizaron los datos obtenidos a
partir de 2008 (4). En el caso particular de nuestro pais, dos estudios recientes
realizados en el periodo de 2007 a 2016 han determinado una incidencia anual
para todas las edades en torno a 10 nuevos casos/100.000 habitantes y afio, y
una prevalencia de 82-112 pacientes/100.000 habitantes, lo que supone que la
enfermedad afecta en la actualidad al menos a uno de cada 1.000 espafoles

(4,10).

1.2. Fisiopatologia de la EoE.

La EoE es un proceso inflamatorio multifactorial de la mucosa esofagica

que ocurre en sujetos con una predisposicidn genética, y que combina:
1.2.1) Una barrera mucosa esofagica deficiente.

1.2.2) Una reaccién inmunitaria anormal a los aeroalérgenos vy

trofoalérgenos mediada por interleucinas Th2; y finalmente

1.2.3) Lesiones esofagicas inmediatas y dismotilidad, asociada con

remodelacion y fibrosis secundarias.



1.2.1. La respuesta inflamatoria epitelial: una barrera mucosa

esofagica deficiente.

En los ultimos anos, el papel potencial de la inmunidad innata en la EoE
es cada vez mas relevante. En contraste con la inmunidad adaptativa que es
altamente especifica, el sistema inmunoldgico innato reconoce y responde a las
agresiones ambientales y patdégenos externos sin la necesidad de una
respuesta antigeno-especifica. Las células epiteliales esofagicas se han
revelado como las principales células efectoras, capaces de iniciar fendbmenos
inflamatorios en la EoE, no sélo a través de la liberacién de quimiocinas como
la eotaxina-3, que participa en el reclutamiento de eosindfilos, sino también al
promover el reclutamiento hacia el eséfago de células T asesinas naturales
(NKT) y mastocitos (11-13). Asi mismo, los cambios en la composicion del
microbioma esofagico descritos tanto en nifios como en adultos con EoE, se
han reconocido como un factor de riesgo para desarrollar esta enfermedad (14-
18). Los receptores tipo Toll (TLR) son receptores transmembrana de tipo |,
que se expresan tanto en células epiteliales como en células de la lamina
propia, y tienen la capacidad de distinguir entre microbios patdégenos y
comensales por el reconocimiento de patrones microbianos (19). En los seres
humanos hay un total de 11 TLR diferentes (nombrados de TLR1 a TLR11),
cada uno con diferentes especificidades que, una vez estimuladas, activan las
vias de transduccion de sefales intracelulares mediadas por MAP (Mitogen-
Activated Protein) quinasas y NFKB (Nuclear Factor-Kappa B), lo que
finalmente desencadena una respuesta inmunitaria inflamatoria (tabla 1). La
mayoria de los TLRs se encuentran ampliamente distribuidos en diferentes

tipos celulares del sistema inmune (20), incluyendo células dendriticas,



macréfagos, NKT, mastocitos, neutrdfilos y linfocitos T y B; aunque también se
encuentran en células que no forman parte directa del sistema inmune, como
fibroblastos, células epiteliales y queratinocitos. Los TLR juegan un papel
central en el inicio y mantenimiento de la actividad inmune innata, pero ademas
los TLRs, actuan como vinculo entre la respuesta inmunitaria innata y
adaptativa, ya que de su sefalizacidn depende la activacion y maduracion de
las células presentadoras de antigenos y las células T reguladoras (Tregs) (21,

22).

Tabla 1. TLRs descritos en humanos, ubicacién celular y ligandos.

Superficie celular Monocitos, macréfagos, Lipopéptidos Bacterias
células dendriticas y
linfocitos B
Superficie celular Monocitos, macréfagos, Glicolipidos, lipopéptidos, Bacterias
células dendriticas y lipoproteinas, acido
mastocitos lipoteicoico y otros
Intracelular Células dendriticas y RNA de doble cadena Virus
linfocitos B
Superficie celular Monocitos, macréfagos, Lipopolisacaridos, Bacterias
células dendriticas, fibrindgeno, acido
mastocitos, linfocitos B y hialurénico, proteinas y
células epiteliales otros
Superficie celular Monocitos, macréfagos, Flagelina Bacterias
células dendriticas y
células epiteliales
Superficie celular Monocitos, macréfagos, Lipopolisacaridos Bacterias
mastocitos y linfocitos B
Intracelular Monocitos, macréfagos, RNA cadena simple y Virus
células dendriticas y otros
linfocitos B
Intracelular Monocitos, macréfagos, RNA cadena simple y Virus
células dendriticas y otros
mastocitos
Intracelular Monocitos, macréfagos, Oligonucleodtidos, DNA y Bacterias
células dendriticas y otros
linfocitos B
- Superficie celular Monocitos Hongos Desconocido
Intracelular Monocitos, macréfagos y Acido hialurénico y otros Bacterias
células epiteliales




Tras una agresidbn a la mucosa esofagica producida por agentes
externos (alérgenos, microbios, etc) se induce en el epitelio esofagico una
respuesta inflamatoria (23). Las células epiteliales del eséfago expresan TLRs
(24,25) y estos receptores inducen la produccién de citoquinas proinflamatorias
en respuesta a los patrones microbianos asociados al patdogeno (24, 26).
Cuando un TLR se une a su ligando, se dispara una cascada inflamatoria
intracelular, que permite activar la expresion de genes de citoquinas, creando
asi un ambiente de inflamacion que ayudara a reclutar otras células del sistema
inmune. Las células epiteliales derivadas de pacientes con EoE pueden
producir citoquinas proinflamatorias como RANTES (CCL5), un factor

quimiotactico para linfocitos T, eosinodfilos y basdfilos (27), CXCL16

(12), que actuan en la migracion y activacion de células NKT, asi como en la

produccion de eotaxina-3, IL33 y TSLP.

En los ultimos afios, multiples estudios han investigado las vias de
sefalizacion mediadas por los TLRs en diferentes enfermedades alérgicas,
reconociéndose un papel predominante de TLR 2, 4 y 9, por ejemplo, en el
asma bronquial (28-30) y en alergia alimentarias IgE mediadas (31, 32). Sin
embargo, pocos estudios han abordado su papel potencial en la EoE. En el afio
2018, Arias et al. (33), estudiaron la expresion de los TLR y sus mediadores en
10 pacientes con EoE activa y después de ser sometidos a tratamiento
dietético. Estos autores observaron un aumento de expresion de TLR1, TLR2,
TLR4 y TLR9 en la mucosa inflamada de pacientes con EoE activa y una
disminucién, cuando los pacientes eran sometidos a un tratamiento dietético

efectivo.



La pérdida de la integridad de la barrera epitelial en la EoOE se atribuye
a la desregulacién de importantes proteinas estructurales en la mucosa
inflamada, incluidas las proteinas de la unidn estrecha (Tight Junctions- TJ)
(34-36). La TJ es una estructura dinamica compuesta por claudinas
transmembrana, ocludina y proteinas citosdlicas (es decir, zénula occludens-1,
z6nula occludens-2 y zo6nula ocludens-3), que conectan la TJ con el
citoesqueleto (37-39). La expresion de ocludina y claudina-1 esta disminuida en
el tejido de biopsias de pacientes con EoE tanto antes como después del
tratamiento con glucocorticoides deglutidos (34, 40). Recientemente, Ruffner et
al (41) han analizado si el epitelio esofagico tiene mecanismos para modular la
expresion de la proteina del complejo TJ mediada por TLR 2 y TLR3. Los
autores observaron una fuerte expresion de TLR2 y TLR3 en células epiteliales
primarias aisladas. Sus datos muestran que la estimulacién de TLR2 es mas
eficaz y precoz que la del TLR3 en aumentar la expresién de las proteinas
asociadas a la TJ, como son la claudina-1 y ZO-1. Sin embargo, la estimulacion
de TLR3 se ha mostrado que activa el NF-kB, dando lugar a la secrecion de IL-

8y TSLP (24,42)

Ademas, las células epiteliales esofagicas también pueden funcionar
como APC no profesionales (43) participando en la activacion de la inmunidad
adquirida. También estan presentes en el epitelio esofagico, las células
linfoides innatas (ILC) (12,44), células inmunes residentes en los tejidos y que
actuan como grandes reservorios para la produccion de citoquinas. Las ILC-
tipo 2 expresan CRHT2 y son inducidas por IL33 y TSLP para producir
citoquinas de tipo Th2 (IL5 e IL13) (12). Al igual que en otros trastornos

alérgicos, es muy probable que el deterioro de la barrera conduzca a la



produccion vy liberacion de alarminas (grupo de moléculas endogenas que son
multifuncionales), que tienen funciones fisioldgicas dentro de la célula, pero
cuando se liberan de células muertas o de células sometidas a estrés
endogeno, funcionan activando la inmunidad innata, favoreciendo la liberacién

de citoquinas (IL33, IL25, TSLP) (45-47).

1.2.2. Una respuesta inmunitaria distinta tipo Th2

La EoE se ha identificado con una respuesta inmunologica de tipo Th2
mediada por linfocitos T CD4+ y llevada a cabo predominantemente por

citoquinas como IL4, IL5, IL13, IL15, TSLP y eotaxina-3.

1. 2. 2.1 Citoquinas asociadas a respuesta Th2 en EoE:

TSLP es una citoquina producida por las células epiteliales esofagicas,
que actua conduciendo/dirigiendo a las células dendriticas hacia una respuesta
de tipo Th2, constituyendo un nexo entre la activacion de las células epiteliales
y la respuesta inmune (respuesta inmune innata/respuesta inmune adquirida)
(48-50). Sherrill et al. (51), en el afio 2010, describieron la expresion de ARNm
de TSLP por las células epiteliales primarias esofagicas tras la activacion de la
via TLRS3. Los basofilos presentes también en el infiltrado eosinofilico expresan
el receptor de TSLP, actuando TSLP como un factor de proliferacion de los
basdfilos con un papel complejo, que induce una respuesta inmune Th2,
aumenta el reclutamiento de basofilos y células presentadoras de antigeno
(CPA) y promueve otras enfermedades alérgicas como la dermatitis atdpica y el

asma (52-57).



En la EoE, la IL4 es expresada por diversas fuentes celulares como
basdfilos (tras su activacion por TSLP), células Th2 y células NKT (26, 58). La
IL4 favorece el viraje de las células T naive a células Th2 y activa el cambio de
clase de las células B para producir IgE, induciendo una respuesta inmune de
tipo Th2 (59). Al mismo tiempo modula la funcion de las células dendriticas

hacia una respuesta de tipo Th2.

La IL5 participa en la proliferacion, diferenciacion, maduracion y
liberacion de eosindfilos y mastocitos y en su eventual migracion al epitelio
esofagico (59-61). La expresién de IL5, se encuentra aumentada en el esoéfago
de los pacientes con EoE (26,54) y en diferentes modelos murinos, se ha
demostrado el papel clave de la IL5 en la EoE. La IL5 participa también en la
activacion de los linfocitos T y los mastocitos en las reacciones alérgicas

cronicas (59).

Sin embargo, la IL13 derivada de células TH2 y eosindfilos activados
parece jugar un papel mucho mas relevante en el desarrollo de la EoE en
humanos (26, 62, 63). Los niveles de IL13, estan significativamente mas
elevados en pacientes con EoE que en los sujetos controles (62,63), y se ha
demostrado en diversos estudios de cultivos celulares su efecto directo en la
produccion de cambios de expresidn genética caracteristicos de EoE. La
sobreexpresion esofagica de IL13 por las células Th2 aumenta el ligando de
quimiocinas 26 (CCL26), la eotaxina-3 y la expresién de periostina (POSTN), el
reclutamiento eosinofilo del conjunto circulante y la expresion de calpaina 14
(CAPN14) responsables de la produccion de STAT6 e IL33 (64,65). También
aumenta la supervivencia de los linfocitos T y disminuye la expresion local de

desmogleina 1 (DSG1), filagrina (FLG) y el complejo de diferenciacion
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epidérmica (CDE), lo que altera la barrera epitelial (59,66,67). Asi mismo,
induce la remodelacién de los tejidos promoviendo el depdsito de colageno, la
angiogénesis y la hiperplasia eosinofilica (569,68). Los ensayos clinicos con
anticuerpos monoclonales anti-IL5 y anti-IL13 han demostrado su capacidad
para disminuir la eosinofilia esofagica (60,69,70). Aunque estos estudios no
apoyaron el uso clinico de estos farmacos ya que no demostraron una

reduccion significativa de los sintomas.

La eotaxina-3 (CCL26) es especialmente relevante en el reclutamiento
de eosinofilos hacia el es6fago en los pacientes con EoE (71). Las eotaxinas
son una subfamilia de quimiocinas (que comprende tres moléculas 1, 2y 3) y
que actuan como potentes quimoatrayentes especificos para los eosinofilos a
través del receptor de quimiocinas CCR3, que se expresa constitutivamente en
estas células (71). En concreto, eotaxina-3 es la que desempefia el papel mas
relevante en EoE en humanos; en estudios de transcriptomas de células
epiteliales del eséfago, el gen de la eotaxina-3 es el mas intensamente
expresado (71). La expresion de eotaxina-3 se correlaciona de manera directa
con la densidad de eosindfilos en el tejido y las interacciones IL13, eotaxina-3 y
CCRS3 han sido sugeridas como la principal via de activacién de la inflamacién

eosinofilica del esofago (11,54).

La IL15 también se encuentra aumentada, hasta seis veces en los
tejidos y dos veces en el suero, en pacientes con EoE en comparacion con
sujetos controles (72). Se produce predominantemente por monocitos,
macrofagos y células dendriticas y actua sobre los linfocitos T para producir
quimiocinas que estimulan los eosindfilos (59). La IL15 es una citoquina con

una similitud estructural con la IL2 que se une y sefiala a través de un complejo
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compuesto por la cadena beta del receptor de la IL2/IL15 (CD122) y la cadena
gamma comun (CD132). La IL15 desempefia un papel importante en la
inmunidad antiviral al favorecer el desarrollo, la supervivencia, la proliferacion y
la activacion de multiples linajes de linfocitos, incluidas las células NKT (72).
Recientemente se ha demostrado que la IL15 apoya las respuestas
inflamatorias alérgicas de tipo Th2, posiblemente promoviendo localmente la

sintesis de IgE frente a alérgenos en pacientes con EoE (11,67,72,73).

1.2.2.2. Células inmunes asociadas a la respuesta Th2.

El infiltrado inflamatorio que caracteriza la EoE esta constituido por

varios tipos celulares que contribuyen a la inmunopatologia de la enfermedad:

Los eosindfilos son células sanguineas originadas en la médula dsea
que participan en la respuesta inmunoldgica frente a parasitos y en las
reacciones de hipersensibilidad alérgicas. La presencia de eosinofilos (y
mastocitos intraepiteliales), que suelen estar ausentes en la lamina propia y la
submucosa esofagica, define a la EoE (59,64). Los eosindfilos ademas de
constituir el componente inflamatorio mayoritario en la EoE, contribuyen de
manera relevante a la fisiopatologia de la enfermedad, actuando como células
efectoras finales ocasionando el dafo epitelial asociado a la enfermedad (74).
Se reclutan desde la reserva de sangre por quimiotaxis local y son las
encargadas de iniciar y mantener la respuesta inflamatoria. Secretan la
peroxidasa eosinofilica (POE), la proteina cationica eosinofilica y la proteina
principal de unién (PPU), un antagonista del receptor muscarinico M2, que
causa dafo celular directo y dismotilidad esofagica, lo que aumenta la

flexibilidad de las células del musculo liso (59,64,74,75).
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Los mastocitos y los productos de su desgranulacion también se
encuentran aumentados en el epitelio esofagico de pacientes con EoE (76-78).
Participan en la activacion eosinofilica, la dismotilidad y la remodelacion
esofagica, con la aparicion de fibrosis. Su patron de secrecion de proteasas y el
aumento de la expresion de carboxipeptidasa A3 y triptasa podrian ser

especificos de EoE (78).

Las células de Langerhans, las CPA de la capa de queratinocitos,
interactuan con los antigenos al comienzo de la cascada patoldgica. Expresan
FceRI, que correlaciona con el nivel de respuesta Th2 en las patologias

atopicas (78-80).

Los basdfilos, al igual que los eosindfilos, se originan en la médula dsea
y se reclutan por quimiotaxis local. Expresan el receptor de TSLP que a su vez
induce, una respuesta inmune Th2, aumenta el reclutamiento de basdfilos y

CPA (53,54,81).

El infiltrado inflamatorio de la EoE presenta ademas una alta densidad
de linfocitos T, (75% son CD8+), siendo significativamente mayor que en los
sujetos sanos y que en los pacientes con reflujo gastroesofagico (44). Ademas,
el epitelio esofagico de los pacientes adultos (82) y nifios (83) con EoE
presenta una pequefa proporcion de linfocitos B (CD20+), qué tras su

maduracion a células plasmaticas, producen y secretan inmunoglobulinas.

Diversos estudios recientes han destacado el papel de las células NKT
en el desarrollo temprano de la EoE (12). Estas células participan en las fases
iniciales de la respuesta inmune, y pueden contribuir de manera relevante a la
generacion de tolerancia inmunitaria o autoinmunidad. Las células NKT son

atraidas a los tejidos por la quimiocina CXCL16, derivada de células
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presentadoras de antigenos y células epiteliales, cuyos niveles se relacionan
de manera directa con la densidad de células NKT (84). Las células NKT han
sido reconocidas ademas como la principal fuente de citoquinas Th2 en la EoE,

al menos en las formas infantiles (12, 27, 54).

1.2.3. Las Lesiones esofagicas

En las biopsias esofagicas, la disminucion de la expresion de DSGH1,
FLG y el ensanchamiento del espacio intercelular hacen que la barrera
esofagica sea mas permeable a los antigenos (66, 85, 86). La PPU y el factor
de crecimiento tisular (TGF-B), proteinas y mediadores que se secretan por
eosindfilos, aumentan la secrecion de triptasa, quimasa y enzimas proteoliticas,
que contribuyen al dafo de la matriz extracelular. La estimulacién de los
fibroblastos por PPU, TGF-B y la fibrosis se correlaciona con la remodelacion

esofagica completa e irreversible (87).

La fibrosis asociada con la EoE es debida a la activacion de eosinofilos,
y la liberacioén del contenido de las enzimas de sus granulos citoplasmaticos,
concretamente la proteina basica mayor (MBP). La MBP aumenta la expresion
del gen del factor de crecimiento de fibroblastos-9 (FGF-9) en biopsias de
pacientes con EoE (88). La FGF-9 participa en la respuesta proliferativa
secundaria al dafo tisular, en la activacion de fibroblastos y en el depdsito de
matriz extracelular. Los pacientes con EoE, presentan un aumento en la
densidad de mastocitos en el epitelio y en la lamina propia del eséfago (44),

que junto con los eosinodfilos constituyen las principales fuentes de factor de
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crecimiento tisular (TGF-B), citoquina mas ampliamente relacionada con la
remodelacion fibrosa y que contribuye al aumento en la contractilidad de las
fibras musculares lisas. Diversos investigadores han demostrado un aumento
de remodelacion fibrosa por depdsito de colageno subepitelial en nifios y
adultos con EoE con sobreexpresion de TGF-B, FGF-9, IL5 y la quimiocina

CCL28 (89,90).

La remodelacién en los tejidos implica el desarrollo de cambios
morfolégicos y funcionales en el musculo liso (91), como a hipertrofia de la
muscularis mucosae y de las capas longitudinal y circular de la muscular propia
descritas en niflos y adultos con EoE (92,93). También han sido descritas en
pacientes con EoE la infiltracion eosinofilica de la submucosa y del plexo
mientérico neuronal (88), con una remodelacion esofagica profunda con fibrosis

irreversible es la principal complicacion en la EoE.

El tejido esofagico de pacientes con EoE muestra también niveles
aumentados de diversos factores angiogénicos en comparacion con los sujetos
controles sanos, incluyendo CD31, factor de von Willebrand, factor vascular de
crecimiento epitelial (VEGF-A) y molécula de adhesion celular vascular tipo 1
(ICAM-1) (88). Estas proteinas promueven la neo-vascularizacion, la
remodelacion angiogénica y el aumento de la permeabilidad vascular
facilitando la llegada desde la médula 6sea de células inflamatorias hacia el

esofago, que se activan al liberar sus proteinas granulares a nivel local (74).

Por tanto, la fisiopatologia de la EoE es compleja, ya que estan
involucradas diversas vias, con muchas células inmunitarias y citocinas que

contribuyen al desarrollo de esta enfermedad (59).
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Como resumen de la fisiopatologia de la EoE, podriamos decir que una
agresion externa al epitelio esofagico induce la liberacion de TSLP/IL33 por las
células epiteliales esofagicas, o que conduce a la estimulacion de células Th2,
células NK, mastocitos, basofilos e ILC2. La activacion de estas células
produce la liberacién de IL4, qué a su vez, induce la diferenciacion Th2 de las
células y modula la funcién de las células dendriticas hacia una respuesta de
tipo Th2. La IL4 y la IL13 inducidas por las células Th2 inducen la eotaxina-3
(CCL26), principal reclutador de eosindfilos en el eséfago y que estimula a los
eosindfilos para que secreten IL5. La IL5, secretada por las células Th2 y los
mastocitos, participa en la proliferacion, diferenciacion, maduracion y liberaciéon
de eosindfilos y mastocitos. Los mastocitos también inducen TGF-B1 que
estimula los eosinofilos y los fibroblastos. IL13 induce la expresion de periostina
(POSTN), y la expresion de calpaina 14 (CAPN14) responsables de la
produccion de STAT6 e IL33 que es responsable, en definitiva, de las
principales alteraciones de la funcion de la barrera epitelial (disminuye la
expresion local de desmogleina 1 (DSG1), filagrina (FLG) y el complejo de
diferenciacion epidérmica). Asi mismo, induce la remodelacion y fibrosis de los

tejidos.

16



Wheat

ik g N Microbes Eosinophils @. et sl

. ' / EHBIN
—> Periostin —» Remodeling

/, TGF p——1{SMAD ¢

L 4 / yDSG1 _

. ST = ACAPN{4 Loss of barrier
\ 2p23 ¢

AEotaxin-3 —> | Eosinophilic
inflammation

STATS

Esophageal
epithelium ~
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1.3. Componentes genéticos en la esofagitis eosinofilica.
1.3.1 Variaciones genéticas en enfermedades complejas

Las variantes genéticas pueden estar implicadas en la patogénesis de
enfermedades complejas, como la EoE. Las manifestaciones clinicas de la EoE
y la respuesta al tratamiento varian de unos individuos a otros y esta variacion
esta determinada, al menos en parte, por factores genéticos. La secuenciacion
del genoma humano ha permitido la caracterizacion e identificacion de cientos
de miles variantes genéticas. La mayoria de estas variantes genéticas estan
presentes en el 1% de la poblacién y son consideradas variantes polimorficas
(94). Entre los diferentes tipos de polimorfismos genéticos, los mas frecuentes
son cambios de una sola base (SNP, single nucleotide polymorphism). Este
tipo de polimorfismo representa hasta el 90% de todas las variaciones del
genoma, encontrandose un SNP aproximadamente cada 1.300 pb. Los SNPs
que se encuentran proximos en el genoma muestran desequilibrio de
ligamiento, es decir, tienden a heredarse juntos formando los denominados
bloques de ligamiento (95, 96). La combinacién de los SNPs que componen
estos bloques es lo que se conoce como haplotipos. Para la identificacion de
un haplotipo no es necesario el genotipado de todas las variantes que lo
integran, sino de un conjunto informativo de las mismas. A los SNPs
informativos que caracterizan un haplotipo determinado se les denomina tag
SNPs (tSNPs) (97). El Proyecto Internacional HapMap se disefié con el objetivo
de identificar toda la informacion relativa a los bloques de ligamiento existentes
a lo largo del genoma en diferentes poblaciones y estudiar la frecuencia de los
tSNPs, e integrarla en una base de datos de dominio publico (The International

HapMap Consortium, 2005).
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Los SNPs pueden estar localizados en la region codificante, en la region
reguladora del gen o en la regién intergénica y pueden inducir cambios en la
proteina, en el patron de expresion del gen o no tener ningun efecto en el gen.
Asi, variaciones en la region 5°'UTR, pueden alterar los niveles de expresion, ya
que es sitio de union de factores de transcripcion, pueden afectar al “splicing”
del ARNm, mientras que las variantes localizadas en la region 3'UTR pueden
afectar al transporte, estabilidad y vida media del ARNm. Las variaciones que
se localizan en un exén pueden generar un cambio sindnimo, si el nuevo codén
codifica el mismo aminoacido, o no sinénimo, si el nuevo codon codifica un
aminoacido diferente, lo que alteraria la secuencia de la proteina y podria tener
consecuencias en su funcion biolégica. También puede generar la aparicion de
un coddén prematuro de parada de la traduccion y dar lugar a la sintesis de

proteinas truncadas (94).

Existen diferentes estrategias para investigar las asociaciones entre
variantes genéticas y enfermedad. Una de las estrategias mas usadas es el
estudio caso-control que se basan en la comparacion de un grupo de individuos
que presenta una determinada caracteristica (grupo de casos) con otro sin
dicha caracteristica (grupo de controles). Este disefio experimental es uno de
los mas utilizados para evaluar la asociacion entre genes y enfermedades. Hay
diversos tipos de estudios de asociacion genética que se pueden resumir en
dos: los estudios con hipétesis “a priori” y los estudios libres de hipdtesis. En
los estudios con hipdtesis “a priori” se seleccionan genes “candidatos” entre
aquellos que pueden estar directa o indirectamente relacionados con la
patologia; mientras que en los estudios sin hipotesis a priori se realiza un

estudio sistematico de parte o de todo el genoma (94, 98). En los ultimos afos
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el desarrollo tecnolégico nos ha permitido disponer de herramientas para
realizar estudios de genotipado masivo. En el afio 2007 surgen los
denominados “Genome Wide Association Studies” (GWAS) (99), que son
estudios de casos y controles donde se realiza un escrutinio sistematico de los
polimorfismos de todo el genoma, es decir son estudios libres de hipotesis. En
estos estudios se necesita un gran numero de casos y controles para alcanzar
un poder estadistico, ya que el elevado numero de variantes estudiadas
determina que el punto de corte de la significacion estadistica se establezca en
un valor de p=10® para evitar los errores estadisticos tipo | (falsos
positivos)(99). Independientemente del disefio y la estrategia utilizada, la
asociacion de cada polimorfismo con la enfermedad se determina comparando
la distribucion de los alelos en el grupo de casos y controles (modelo alélico).
Aunque hay que tener en cuenta que existen diferentes modelos de herencia,
asi tenemos el modelo dominante segun el cual, una unica copia de la variante
de riesgo es suficiente, es decir, el riego de los portadores de 2 copias es igual
al de los portadores de 1 copia; el modelo recesivo que supone que son
necesarias 2 copias de la variante de riesgo y, por tanto, el riesgo de los
portadores de 1 copia es igual al de los individuos que tienen O copias; el
modelo aditivo, segun el cual cada copia de la variante de riesgo tiene una
influencia sumatoria, es decir, el riego de los individuos con 2 copias es el
doble del riesgo de los individuos que tienen 1 copia, pero estos también tienen

riesgo con respecto a los individuos con 0 copias (94,100)

Otra cuestidbn es la necesidad de replicacion de las asociaciones
encontradas en los estudios genéticos. Los estudios genéticos requieren de

estudios de replicacion en diferentes poblaciones para asegurar su fiabilidad,
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es decir, que se trata de una verdadera asociacién (que no se ha encontrado
por problemas relacionados con el disefio del estudio), y para determinar si la
asociacion se encuentra en distintas poblaciones (99). Paralelamente, son
necesarios estudios funcionales para investigar los mecanismos

fisiopatoldgicos que subyacen a la asociacion con enfermedad.

1.3.2 Genética de la EoE

La asociacion familiar en la EoE ha sido ampliamente estudiada y
descrita en la literatura cientifica, existiendo una asociacion principalmente
entre hermanos, aunque también se ha descrito para otros grados de
parentesco, lo que sin duda apoya una base genética de la enfermedad (101).
En los estudios de asociacion familiar realizados, la frecuencia de EoE se
encuentra elevada entre los familiares de primer grado (102). Los analisis de la
concordancia en gemelos han proporcionado también informacion importante
sobre la base genética de la EoE (103). El riesgo de desarrollar enfermedad en
las familias de los pacientes con EoE es de un 41% en los gemelos
homocigotos, un 22% en los gemelos dicigoticos, y 2,4% en los hermanos
versus el 0,055% obtenido en la poblacion general. El alto riesgo de EoE en
familiares de pacientes afectos sugiere la hipdtesis de la predisposicion
genética, pero la variabilidad en gemelos dicigoticos apoya la existencia de

variables ambientales modificadoras (17,18,104,105).

La epigenética es el proceso por el cual el fenotipo de un sujeto se
altera mediante metilacion e hidroximetilacién, expresion de ARN no
codificantes (ARNnc) y modificaciones postraduccionales (PTM) de proteinas

histonas sin que se realicen cambios en la secuencia de nucleétidos del ADN.
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La epigenética proporciona un vinculo plausible entre la genética y el medio
ambiente, ofreciendo oportunidades para avanzar en el manejo clinico
mediante la comprensidon de los factores de riesgo ambientales modificables
(106). El papel de la epigenética en la EoE, se respalda por un analisis de
cohortes de gemelos que muestra la importancia de los factores ambientales
(81,0%) en comparacion con la heredabilidad (14,5%) en la variabilidad
fenotipica (103). La alta concordancia de EoE en gemelos dicigoticos implica
exposiciones tempranas en la susceptibilidad (104). Curiosamente, el uso de
antibiéticos en la infancia, el parto por cesarea, el parto prematuro, la estacién
del parto, el peso al nacer y la lactancia se han identificado como factores que
afectan el desarrollo de la EoE (105). Aunque no conocemos los mecanismos
especificos por el cual éstas y otras exposiciones tempranas aumentan o
disminuyen el riesgo, todas afectan el microbioma, que influye en el desarrollo

del sistema inmunolégico y en el desarrollo de la atopia (107-109).

En la Tabla 2 se muestran los genes asociados con EoE identificados
mediante estudios GWA hasta la fecha, aunque muchas de estas asociaciones
no se han podido replicar. La mayoria de las variantes genéticas descritas se
encuentran en regiones intergénicas (36,7%) o regiones intronicas (42,4%) y
sblo el 2,2% de las variantes cambian la secuencia de aminoacidos de los
genes. Por lo tanto, la mayoria de las variantes de riesgo asociadas a EoE
estan fuera de las regiones codificantes de los genes. Las variantes no
codificantes se encuentran en promotores de genes, intrones y regiones del
genoma con actividad reguladora (por ejemplo, potenciadores, silenciadores o

aislantes). Se plantea la hipotesis de que estas variantes afecten la expresion
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génica a través de la union diferencial de factores de transcripcion o efectos

basados en la cromatina sobre la regulacién génica (66,110,111).

Tabla 2. Variantes genéticas relacionadas con la EoE

1p13.3 rs2000260 25017104 SLC25A24 7x10—7
1p36.13 rs28530674 25017104 KIF17 0.04 3x10—7  1.83
rs2296225 25017104 0.08 1x10—-7  1.63
1p32.2 rs11206830 25017104 AC119674.2 0.02 8x10—-8 2.16
2p23.1 rs149864795 25407941 CAPN14 0.052 5x10—10 2.22
rs77569859 25017104 0.05 3x10—10 1.98
3926.32 rs6799767 20208534 0.58 4x10-7  1.49
4921.1 rs13106227 20208534 SHROOM3 0.62 4x10—-6  1.52
rs1986734 20208534 0,49 1x10-6  1.54
5q22.1 rs3806932 20208534  WDR36, TSLP  0.54 3x10-9  1.85
rs3806933 25017104 0.56 2x10-8  1.37
rs252716 25407941 0.447 4x10—14 1.52
5q23.1 rs2055376 25017104 SEMA6GA 0.02 7x10—-8  2.30
5q14.2 rs1032757 20208534 0.07 2x10—6  1.96
6p11.2 rs9500256 20208534 AL445250.1 0.58 5x10—6  2.04
8p23.1 rs2898261 25017104 XKR6 0.58 5¢10—-8  1.35
10p12.31 rs11819199 25017104 MIR4675 0.06 3x10—7  1.62
10923.1 rs2224865 20208534 MARK2P15 - 0.31 o9x10—6 144
LINC02650
11913.5 rs61894547 25407941 LRRC32,EMSY, 0.043 4x10—-11 244
rs2155219 25017104 CAPNS 0.51 4ax10-7 1.37
rs77301713 25017104 0.02 1x10-7  2.22
11q14.2 rs118086209 25017104 CCDC81 0.02 2x10-7 219
11921 rs1939875 20208534 NR 0.26 3x10—6  1.54
12913.3 rs167769 20208534 STAT6 0.37 2x10—6  1.36
rs167769 25407941 0.377 ox10-7  1.35
14912 rs8008716 25407941 NOVA1 0.087 7x10-8  1.71
15q13.3 rs8041227 25017104 LOC283710, 0.72 6x10—10 1.52
KLF13
16p13 rs12924112 29904099 CLEC16A 0.301 2x10-9  0.76
16q24.1 rs371915 20208534 MEAK7 0.87 2x10—-8  1.90
17q24.3 rs6501384 20208534 CALM2P1 - 0.33 6x10—6  1.41
AC011990.1
17q25.3 rs3744790 25017104 TIMP2, CEP295NL 0.8 8x10—7  1.54
18q12.1 rs7236477 20208534 DSG1, DCC 0.03 7x10—6  2.22
rs9956738 25017104 0.01 4x10—7 247
19913.11 rs3815700 25407941 ANKRD27 0.14 2x10—-9  1.62
21g22.3 rs17004598 25017104 HSF2BP 0.01 1x10—-7  2.57
22q11.21 rs2075277 25017104 P2RX6 0.09 ox10-7  1.54
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Hasta la fecha, los datos respaldan un modelo en el que las variantes
de riesgo genético afectan la expresion génica y provocan cambios
estructurales y fisiolégicos en la funcion de las células epiteliales e
inmunitarias. Se supone que estos cambios conducen a la EoE en el contexto
de otros cambios moleculares y fisiolégicos mediados por el medio ambiente

(112,113).

1.3.3. De la genética a la fisiopatologia.

Los componentes genéticos de la patogénesis de EoE son complejos y

afectan a multiples niveles de su fisiopatologia

1.3.3.1) Genes implicados en la integridad de la funcidn epitelial

esofagica
1.3.3.2) Genes implicados en las respuestas inmunes mediadas por Th2.
1.3.3.3) Interacciones de genes
1.3.3.1. Primer componente: la funcién de la barrera epitelial.

Rochman et al (85), demostraron que aproximadamente el 40% de los
genes especificos del epitelio esofagicos implicados fundamentalmente en la
queratinizacion y la diferenciacion celular estan desregulados en la EoE. El
complejo de diferenciacion epidérmica (CDE), localizado en el cromosoma
1921, esta formado por un grupo de genes encargados de la diferenciacion
epitelial y se encuentran desregulados en el transcriptoma de la esofagitis en
respuesta a la IL13. Entre los genes EDC se encuentran la FLG e involucrina
(IVL). La expresion de FLG esta regulada negativamente por la IL13 y

disminuida en la mucosa esofagica de pacientes con EoE (11). Se ha
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identificado una variante genética en el gen de la (FLG) (2282del4) que

aumenta el riesgo de EoE (86,114).

La DSG1 es un componente de cadherina desmosomal transmembrana
que facilita las interacciones dependientes de calcio entre las células
adyacentes y dan estructura y resistencia mecanica al epitelio. Los
autoanticuerpos DSG1 se encuentran en el pénfigo foliaceo y el pénfigo vulgar,
enfermedades epiteliales escamosas que presentan una disminuciéon de la
adhesion celular, lo que resulta en ampollas epidérmicas, y algunos pacientes
presentan infiltracion eosinofilica (66). Sherrill et al. (66) demostraron que la
expresion de DSG1 disminuye en la EoE activa y que la deficiencia de DSG1
en el sistema epitelial esofagico in vitro conduce a cambios histologicos que
incluyen acantdlisis y hendidura intraepidérmica, asi como una funcion de
barrera deteriorada. Esta alteraciéon de la funcién de barrera, también se
observa en las biopsias de pacientes con EoE. Dos estudios recientes han
demostrado que las familias con mutaciones recesivas en DSG1 tienen un

fenotipo de alergia grave, incluyendo un paciente con EoE (115,116).

Las rutas de serina peptidasa también se han relacionado
recientemente con EoE. Los inhibidores de la serina proteasa (SERPIN) y los
inhibidores de la serina proteasa tipo Kazal (SPINK) fueron las familias de
peptidasa mas desreguladas en EoE (85). También se ha demostrado que las
serinas peptidasas de calicreina estan alteradas en EoE (117). Las proteasas
juegan un papel clave en la fisiopatologia de la EoE, promoviendo la pérdida de
la integridad estructural de la mucosa, lo que conduce, a su vez, a un deterioro

de la funcién de barrera.
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La integridad de la barrera epitelial esofagica, por tanto, puede estar
alterada por varias vias que la desregulan y que posiblemente tengan un efecto
aditivo (de sumacion) entre ellas, determinando una alteracion en la
permeabilidad tisular y la captacion de alérgenos, que pueden conducir

finalmente a una respuesta Th2 inapropiada y disfuncional.
1.3.3.2. Segundo componente: la respuesta inmune Th2.

En el afio 2006 Blanchard et al. (71), utilizando el enfoque de genes
candidatos, identificaron una variante en la region no traducida de CCL26
(codifica eotaxina-3) asociado con EoE. EI ARNm y la proteina eotaxina-3
estan sobre expresados en células epiteliales del esofago tratadas con IL13 en

pacientes con EoE en comparacion con controles.

En al afo 2010 se realizd el primer estudio de asociacion de todo el
genoma (GWAS)(118), genotipando a 351 pacientes con EoE y 3.104 controles
sanos y evaluando 550.000 polimorfismos. En el cromosoma 5qg22, un soélo
locus que abarca los genes TSLP y el dominio de repeticion WD 36 (WDR36)
mostré una asociacion significativa con EoE (118). Para determinar cual de los
dos genes de la region estaba asociado con la enfermedad, los autores
examinaron los patrones de expresion de ambos genes en biopsias esofagicas
demostrando una regulacion positiva estadisticamente significativa de la
expresion de TSLP en casos de EoE, asi como la correlacidon de la expresion
de TSLP con la variante asociada a EoE (51). Los datos de expresion inicial
sugirieron que el TSLP pudiera ser el gen causal que subyace a la asociacion y
trabajos posteriores se han confirmado esta asociacion (119,120). El hallazgo
de que los individuos homocigotos para el alelo de riesgo (AA) de TSLP tienen

una mayor expresion de TSLP en el epitelio esofagico en comparacién con los
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heterocigotos y los homocigotos (GG) para los alelos protectores se replicd en
una muestra independiente. También se ha demostrado que el genotipo de
TSLP se correlaciona con una mayor respuesta de baséfilos (121) en pacientes
con EoE, asi mismo, la inhibicién de TSLP previene el desarrollo de EoE en
modelos murinos. Por otra parte, Sherrill ef al. han identificado una asociacién
significativa entre un SNP del receptor de TSLP (TSLP-R) y sujetos masculinos

con EoE (51).

En el afio 2014 se publicaron los resultados de otros dos GWAS en
pacientes con EoE (119,120) replicando la asociacién de TSLP con EoE. En
estos estudios, ademas, se identificaron otros genes asociados con un nuevo
locus en chr2p23.1 que incluye el gen CAPN14. También se describieron la
asociacion de tres nuevos loci adicionales, c11orf30-EMSY, STAT6 vy
ANKRD27 (122). Dos de los genes, c110orf30 y STAT6, se han asociado
previamente con enfermedades alérgicas/inflamatorias, mientras que CAPN14
y ANKRD27 parecen especificos de EoE. En la Tabla 3 se resumen los
principales genes que contribuyen al desarrollo de EoE identificados en GWAs:

TSLP, CAPN14, EMSY, LRRC32, STAT6 y ANKRD27 (118-120).

Tabla 3. Locus de riesgo genéticos de EoE (estadisticamente significativos y replicados)

Gen Localizacion Odds ratio Mecanismo genético Mecanismo patogénico
CAPN14 2p23 1.98 Induce la expresion de Enzima proteolitica especifica
CAPN14, probablemente del eséfago inducida por IL13e
involucrando un involucrada en la homeostasis y
mecanismo epigenético reparacion epitelial
TSLP 5q22 0.74 Multiples alelos de riesgo TSLP induce el desarrollo de
WDR36 asociados a la expresion células Th2 y activa eosindfilos y
de TSLP basofilos
LRRC32 11913 2.49 No descrito LRRC32 es una proteina de
union y sefalizacion de TGF-
EMSY beta
EMSY participa en la regulacién
transcripcional
STAT6 12913 1.5 No descrito
ANKRD27 19913 1.6 No descrito ANKRD27
PDCD5 PDCDS5 involucrada la apoptosis
RGS9BP RGS9BP no expresada en
esoOfago ni por células inmunes
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CAPN14 (2p23) se encuentra en un “hotspot” epigenético modificado por
IL13. La IL13 induce la acetilacion de la histona 3 lisina 27 (H3K27) en el
promotor CAPN14, y el haplotipo de riesgo asociado a la enfermedad
promueve la unidn de proteinas nucleares expresadas por las células
epiteliales del eséfago. CAPN14 produce una disminucion de la expresion de
DSGH1, lo que contribuye junto con otras alteraciones al deterioro de la funcion

de la barrera epitelial esofagica (111,120).

STAT6 (12913) también se ha demostrado que se asocia
independientemente con EoOE, se activa por IL4 e IL13, y codifica un factor de
transcripcion que activa muchos genes identificados dentro de EoE (59,111,
123). El papel de LRCC32 (11913) (proteina de unién y sefalizacion de TGF-B)
en EoE aun se esta investigando, se asocia de forma independiente con EoE y
esta altamente expresado por las células reguladoras T FOXP3 + y juega un
papel en la expresion de éste en la superficie de TGF-B (124). Es de destacar
que c11orf30 (también vinculado a EMSY) y ANKRD27 se asocian
independientemente con EOE; sin embargo, aunque estan vinculados al
crecimiento de tejidos y la cicatrizacion de heridas, respectivamente, su papel

en la patogénesis de EoE aun no se ha establecido (111,124).

Algunos de los genes asociados con EoE contribuyen a la patogénesis
de otras enfermedades atopicas como la dermatitis atopica (c11orf30, FLG)
(125), el asma (TSLP, c110orf30, CCL26)(126), la sensibilizacién alérgica
(TSLP, c110rf30, STATS6) (127), la rinitis alérgica (TSLP, c110rf30) (128) y los

niveles de IgE sérica total (STATG6) (127).
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1.3.3.3 Estudios de interacciones de genes en EoE:

Martin et al. (129) describieron la primera interaccion gen-gen en EoE
al demostrar que la asociacion entre EoE y TSLP se fortalecia cuando estaba
acompafnada por una variante en la IL4, lo que indica que esta interaccidn
puede actuar como un circuito de retroalimentacién positiva para aumentar la
inflamacion alérgica dentro de EoE. Cuando los individuos portaban variantes
de riesgo genético de EoE en los loci TSLP e IL4, el riego de EoE aumentaba a
3,7, en comparacion con 1,3 y 1,6 cuando las variantes de riesgo genético de
EoE en TSLP o IL4 se estudiaban de forma aislada, respectivamente. Cémo el
locus de IL4 se ha asociado, en otros estudios, con un mayor riesgo de
desarrollar multiples enfermedades alérgicas, se especuld que un fenotipo
atopico subyacente podria estar magnificando los efectos del TSLP. Asimismo,
Azouz et al (130) buscaron interacciones entre las variantes de riesgo genético
de EoE en TSLP y aquellas cercanas a otros genes relacionados con la atopia,
identificando una nueva interaccion entre variantes genéticas de TSLP y PLAU.
Tener ambas variantes de riesgo resultaba en una probabilidad de 2,7 para
EoE, en comparacion con 1,6 para las variantes de TSLP en ausencia de
variantes de PLAU, y 1,3 para las variantes de PLAU en ausencia de variantes

de TSLP.

Sin embargo, es importante sefalar que el contexto que puede
modificar la fuerza de la asociacién probablemente no sea estrictamente
genético, ya que es probable que los factores ambientales también sean
criticos para la asociacion de enfermedades de muchos loci de riesgo genético.
El mayor riesgo de desarrollar EOE asociado con algunos loci genéticos podria

cambiar en funcion de factores ambientales especificos. En este sentido,
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Jensen et al. (104), exploraron si los efectos de las variantes genéticas
identificadas por los estudios de GWAs asociadas con EoE estaban
condicionadas por factores existentes en una primera etapa de la vida. Si bien
el tamafo de la muestra en este estudio fue pequeno, se identific6 una
interaccion entre las variantes en CAPN14 y la lactancia materna; el alelo
menor de la variante de riesgo genético CAPN14 aumentd el riesgo de
desarrollar EoE (OR=5,4) cuando el nifio no habia recibido lactancia materna
en comparacion con un menor riesgo asociado con esa variante cuando el nifio

habia realizado lactancia materna (OR=0,43).

1.4. EoE y enfermedades alérgicas

Aunque no es posible identificar un alérgeno especifico en todos los
pacientes, en general se piensa que la exposicion a alérgenos es una
caracteristica central de la patogénesis de la EoE. Los estudios de cohortes de
los principales centros de referencia han revelado que los alimentos mas
comunmente asociados a EoE son la leche, el huevo, la soja y el trigo, qué a su
vez, coinciden con los alimentos mas comunmente implicados en la alergia
alimentaria mediada por IgE (AA-IgE). Al igual que la AA-IgE, el objetivo
principal del tratamiento de la EoE es identificar y evitar el alimento causante,

siempre que sea posible (131,132).

Se han establecido asociaciones epidemioldgicas significativas entre la
EoE y algunas enfermedades alérgicas (133). La dermatitis atopica (DA) (134,
135), la AA-IgE, el asma (134-136), la rinitis alérgica (RA) (134,135,137) y el
sindrome polen-alimentos de origen vegetal (138, 139) son comorbilidades

comunes en los pacientes con EoE. Los pacientes con DA, AA-IgE, asma o RA

30



tienen un mayor riesgo de ser diagnosticados de EoE en el futuro (140). Los
pacientes con AA-IgE desarrollan EoE casi nueve veces mas que la poblacién
general (141). Ademas, la relacion de riesgo entre la EoE y la RA parece ser
bidireccional, ya que cada afeccion supone un riesgo para el posterior
diagnostico de la otra (140). Esta ultima observacion es coherente con los
datos que sugieren que los sintomas de la EoE pueden ser desencadenados

también por alérgenos ambientales especificos (26,142,143).

Un metaanalisis ha demostrado la carga atopica en pacientes con EoE,
mostrando probabilidades significativamente mayores de padecer DA (OR 2,85,
IC del 95%, 1,87-4,34), asma (OR 3,01, IC del 95% 1,96-4,62) y RA (OR 5,09,
IC del 95% 2,91-8,90) en aquellos pacientes con EOE en comparacion con los
individuos sanos (135). También se llevo a cabo un amplio analisis en el que se
evalué a los niflos con y sin EoE en una poblacion de la red de atencion
primaria pediatrica (144). En este estudio, se observdé que las tasas de
enfermedades atOpicas eran significativamente mayores en los sujetos con
EoE en comparacion con los nifios sanos, e incluian RA (60% de EoE frente a
17% sin EoE; OR 7,1, IC 95% 5,8-8,6), asma (60% de EoE frente a 21% sin
EoE; OR 5,2, IC 95% 4,3-6,3) y DA (18% de EoE frente a 7% sin EoE; OR 3,1,
IC 95% 2,4-4,0). Por ultimo, en una evaluacion multicéntrica de pacientes con
EoE del Consorcio para la Investigacion de Alergias Alimentarias, se observo
una enfermedad alérgica concomitante en el 91% de la poblacion del estudio

(145).
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Tabla 4. Resumen de la frecuencia (y odds ratio) de las enfermedades alérgicas en pacientes

con esofagitis eosinofilica entre 2015-2019.

81 Adultos

23 ninos

4.423 Ambos

4.009 Ambos

53.5422 Ambos

1.795 Nifios
428 Nifios
705 Ambos
950 Adultos

62%

57%

OR:
5.09

60%
OR 71

60%

70%

27%

57%

OR: 4.0

OR: 3.95

OR: 3.01

60%

OR: 5.2

45%

36%

6%

30%

OR: 3.0

OR: 2.85

18%
OR: 3.1

46%

14%
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30%

68%

67%,
27%°

24%
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La prevalencia global de enfermedades alérgicas especificas en la EoE

se representa en la figura 2.

Rinitis Alérgica
(57-70%)

Asma
(27-60%)

S 7 Dermatitis
. - Atodpica
(6-46%)

[ alimentaria Ig E ]

mediada
(24-68%)

Figura 2. EoE y comorbilidades alérgicas.

Dadas las asociaciones clinicas entre la EoE y las demas
manifestaciones alérgicas, la EoE podria considerarse por algunos autores
como parte de la marcha alérgica (o atopica) (140,146). La marcha alérgica se
refiere a la historia natural de las manifestaciones de la enfermedad alérgica y
a la progresion temporal de estas enfermedades a lo largo de la infancia y la
vida adulta (147). La edad maxima de diagndstico de la EoE es de
aproximadamente 3 afos después de la aparicion de la DA, la AA-IgE y el
asma (aunque la incidencia real de la EoE puede ser anterior dados los

obstaculos conocidos para el diagnéstico) (146). Posteriormente, en un analisis
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de mas de 130.000 nifios de una gran cohorte de atencion primaria, se observo
que la presencia de DA, AA-IgE, asma y RA se asociaba de forma
independiente y acumulativa con el posterior diagnostico de EoE (140). A pesar
de estas observaciones, hay que tener en cuenta que existen diversos grados
de presentacion de la EoE, y que no siempre se identifica un desencadenante
alérgico. Este hecho habla de la complejidad del proceso de esta enfermedad y
de la posible existencia de multiples endotipos de la enfermedad con distintos

grados de fisiopatologia alérgica (148).
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Hipotesis, Objetivos

y diseno experimental
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Hipotesis de trabajo.

La EoE es una enfermedad inflamatoria cronica que parece deberse a
una alteracion de la regulacién de la respuesta inmune del huésped frente a la
microbiota y a otros antigenos intraluminales (especialmente alergenos
alimentarios) en sujetos susceptibles genéticamente, produciéndose
alteraciones en la funcién y regulacién del sistema inmune innato y adaptativo,
asi como una disfuncion de la barrera epitelial que daria lugar al proceso

inflamatorio y posterior remodelado de este epitelio esofagico.

La hipdtesis de este proyecto de investigacion es que determinadas
variantes de los genes TSLP, TLR3. TLR4, FOXP3 y FLG pueden influir en la
susceptibilidad a padecer EoE y repercutir en los distintos fenotipos (modos de

expresion clinica) de esta enfermedad.

Objetivos:

1. Evaluar la asociacion de variantes en los genes TSLP, TLR3, TLR4,
FOXP3 y FLG con la susceptibilidad a desarrollar EOE en la poblacién
espafola.

2. Evaluar la asociacion de las variantes de los genes TSLP, TLR3, TLR4,

FOXP3 y FLG con las comorbilidades alérgicas asociadas a la EoE.
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Disefio experimental

El presente trabajo es un estudio retrospectivo, observacional-analitico,
con un disefio de casos y controles. Se incluyeron dos cohortes de pacientes
procedentes del Hospital Universitario Virgen del Rocio de Sevilla y el Hospital
General de Tomelloso (Ciudad Real). En el estudio participaron la Unidad de
Gestion Clinica (UGC) de Alergologia, UGC de Enfermedades Digestivas y el
Servicio de Inmunologia (perteneciente a la UGC de Laboratorio) del Hospital
Universitario Virgen del Rocio de Sevilla (HUVR) y el Servicio de

Enfermedades Digestivas del Hospital General de Tomelloso.

Se seleccionaron cinco genes candidatos en base a su funcion en la
inmunidad innata del huésped y que fueron identificados como relevantes para
la fisiopatologia de la EoE por trabajos previamente publicados: TLR3, TLR4,

FOXP3, FLGy TSLP.

Se realiz6 un estudio de casos y controles con las siguientes etapas:
1. Seleccidn de pacientes y controles
2. Clasificacién fenotipica de los pacientes con EoE.
3. Seleccion de los “tags” SNPs (tSNPs) de los genes estudiados
4. Genotipado de pacientes y controles

5. Analisis estadistico de asociacion
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Diagrama de flujo del diseiio experimental
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Material y Métodos
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Material y Métodos

1. Pacientes y controles

Se incluyeron un total de 218 pacientes adultos diagnosticados de EoE,
131 pacientes del area sanitaria del HUVR y 87 del area sanitaria del Hospital

General de Tomelloso.
Los criterios clinicos para el diagnostico de EoE fueron (1,149):

a) Sintomas de disfuncion esofagica (disfagia intermitente, impactacion

alimentaria, dolor toracico, sintomas de reflujo gastroesofagico)

b) Biopsia de mucosa esofagica del tercio proximal y distal con un
infiltrado eosinofilico mayor de 15 eosindfilos por campo de alta

resolucion.

c) Persistencia de infiltrado eosinofilico después de un tratamiento con
inhibidores de la bomba de protones (IBP) a altas dosis al menos

durante 8 semanas.
d) Haber descartado otras causas de eosinofilia esofagica.

Se excluyeron pacientes con edad inferior a 18 afios 0 que padecian
alguna enfermedad autoinmune (como, por ejemplo: enfermedad celiaca,
diabetes mellitus o tiroiditis autoinmune) para evitar el posible factor de

confusién de las asociaciones genéticas investigadas (65).

En cuanto al grupo control, se incluyeron a 376 individuos sanos adultos
no emparentados (50% hombres) procedentes de donantes voluntarios de
meédula 6sea, con compatibilidad étnica con respecto a los casos, conservados

en el Biobanco del Servicio de Inmunologia del HUVR.
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Consideraciones éticas del estudio

El disefio del estudio fue presentado y aprobado por el Comité de Etica
de la Investigacion Clinica del HUVR, el 9 de abril de 2012 con el codigo de
registro 2012P1/079 (anexo ). Todos los individuos seleccionados fueron
informados del caracter del estudio por el médico responsable y dieron su
consentimiento por escrito a la participacion en el mismo (anexo Il). El
protocolo de estudio se ajusta a las pautas de ética de la Declaracion de

Helsinki de 1975 (150).

Recogida y registro de la informacion

La recogida de la informacion se realiz6 de forma estandarizada
utilizando una “hoja de recogida de datos” disefiada especificamente para el
estudio. A cada paciente se le asignd, segun su centro de procedencia, un
cédigo formado por el numero del hospital (2 digitos) seguido de otros 3 digitos

que identificaban al paciente (ej. 01- 001).

Las principales variables recogidas en el estudio fueron las
siguientes:

a) Variables demograficas y clinicas. Edad, sexo, fecha de
nacimiento, antecedentes patoldgicos personales e historia detallada sobre la

existencia de enfermedad alérgica respiratoria (rinitis y/o asma bronquial) y

alergia a alimentos de origen animal o vegetal.
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b) Variables relacionadas con los hallazgos del prick-test a
aeroalérgenos y trofoalérgenos. Se realizaron pruebas de puncidn
intraepidérmica en la superficie flexora del antebrazo colocando una pequefa
cantidad del extracto alergénico (una gota) sobre las que se efectu6 una leve
puncién con una lanceta de punta corta tipo Morrow-Brown. Se utilizé un panel
de 17 aeroalérgenos (acaros del polvo doméstico, epitelios de mamiferos,
hongos y polenes) y 22 alimentos de origen animal y vegetal (leche, huevo,
marisco, frutos secos, leguminosas y harinas de cereales) (anexo lll). Las
pruebas se consideraron positivas si el diametro de la papula fue mayor o igual
a 3 mm del obtenido con el control negativo. Como control negativo se utilizo
suero salino y como control positivo una solucion de 10 mg/ml de hidrocloruro
de histamina. La sensibilizacion a los aeroalérgenos y/o trofoalérgenos se
considero una variable dicotomica y los pacientes con EoE se clasificaron como
“fenotipo atopico” o “fenotipo no atopico” segun el resultado de la prueba

(positividad o negatividad, respectivamente).

c) Variables genéticas (tSNP). Se registr6 el genotipado de cada uno

de los tSNP de los genes estudiados.

2. Métodos

Obtencién del ADN de pacientes y controles

Como material de partida, se utilizé6 sangre periférica obtenida por
venopuncion y recogida directamente en tubos estériles con EDTA, o ACD
como anticoagulante y congelada a -20°C. El ADN fue extraido a partir de

células totales con el kit comercial “QlAamp DNA Mini Kit” (Qiagen®) siguiendo
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las instrucciones del fabricante. La cantidad y calidad del ADN se determind
espectrofotométricamente con un NanoDrop2000 (Thermo Scientific, USA). Se
considero aceptable en calidad, las muestras de ADN con ratio de absorbancia
260/280 préximo a 1,8 y la concentracion se ajustd a 15 ng/ul. EI ADN obtenido

se conservo a -20 °C hasta su utilizacion.

Seleccion de los “Tag SNPs”

Utilizamos la base de datos del proyecto HapMap (relase 28, fase II+lll,
NCBI build 36 assemble, dbSNP b126, http:www.hapmap.org/index.htim.en)
para seleccionar los Tag SNPs (tSNPs) con frecuencia del alelo minoritario
(MAF) igual o superior al 0,05 en poblacion CEU, que nos permitieran capturar
en cada una de las regiones el 100% de los SNPs con r>>0,8. En las siguientes
figuras se muestran los SNPs incluidos en el proyecto HapMap y los SNPs con
una MAF=0,05 El codigo de colores mostrado en estas figuras es el siguiente:
blanco (r?=0), gris (0< r’<1) y negro (r?>=1). Los polimorfismos subrayados son
los que se seleccionaron como tSNPs para el estudio de asociacion, los otros
SNPs estan en desequilibrio de ligamiento (r°>0,8) y por tanto pueden excluirse
(ver tablas). Los haplotipos se construyeron por combinacion de los diferentes

tSNPs de cada uno de los genes en los sujetos controles mediante el programa

Haploview (version 4.1), disponible en: www.broad.mit.edu/mpg/haploview/
download.php. La asignacion de los haplotipos en pacientes y controles se
realizo con el programa FamHamp disponible en http://iweb.meb.uni-

bonn.de/famhap/.
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Gen TSLP

Figura 3. Gen TSLP. En esta figura se muestran todos los SNP incluidos en el proyecto
HapMap en la poblaciéon CEU del gen TSLP. El cédigo de colores es el siguiente: blanco (r2=0),
gris (0< r2<1) y negro (r2=1).
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Figura 4: Gen TSLP: En esta figura se muestran los SNPs con una frecuencia del alelo
minoritario, MAF 20,05 del gen TSLP. Los SNP subrayados son los seleccionados para
el estudio.

Tabla 5. SNPs del gen TSLP en desequilibrio de ligamiento con los tSNPs seleccionados.

rs2289276 rs11466741

rs10062929 rs11466750
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Gen TLR-3
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Figura 5. Gen TLR3: SNPs incluidos en el proyecto HapMap en la poblacion CEU. El cédigo
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Figura 6. Gen TLR3: SNPs con una frecuencia del alelo minoritario

Los SNP subrayados son los seleccionados para el estudio.
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Tabla 6. SNPs de TLR3 en desequilibrio de ligamiento con los tSNPs seleccionados.

tSNPs SNPs conr2 =1
rs5743303 rs5743312, 1s3775296
rs11721827 rs11730143, rs11732384
rs7657186 rs13108688

rs13126816 156552950

Gen TLR4

Figura 7. Gen TLR4. SNPs incluidos en el proyecto HapMap en la poblacion CEU. El cadigo
de colores es el siguiente: blanco (r2=0), gris (0< r2<1) y negro (r2=1).
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Figura 8. Gen TLR4: SNPs con una frecuencia del alelo minoritario, MAF =0,05. Los SNP

subrayados son los seleccionados para el estudio.

Tabla 7. SNPs de TLR4 en desequilibrio de ligamiento con los tSNPs seleccionados.

rs1927914 rs2149356, rs1927911
rs10759932 rs1927907, rs5030717
rs5030728 rs2770146
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Figura 9. Gen FLG: SNPs incluidos en el proyecto HapMap en la poblacién CEU. El cédigo de

colores es el siguiente: blanco (r?=0), gris (0< r><1) y negro (r’=1).
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Figura 10. Gen FLG. SNPs con una frecuencia del alelo minoritario, MAF =0,05.

Los SNP subrayados son los seleccionados para el estudio.
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Tabla 8. SNPs en desequilibrio de ligamiento con los tSNPs seleccionados.

rs2065956 1s7522925, rs12407748

rs11204981 152184953, rs3126066, rs11584340, rs3120659,
rs11204980, rs6587666

rs11586114 rs11204978, 152065955

Gen FOXP3
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Figura 11. Gen FOXP3. SNP incluidos en el proyecto HapMap en la poblacion CEU. El cédigo
de colores es el siguiente: blanco (r?=0), gris (0< r?<1) y negro (r>=1).
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Figura 12. Gen FOXP3: SNP con una frecuencia del alelo minoritario, MAF =0,05. Los SNP
subrayados son los seleccionados para el estudio.

Tabla 9. SNPs en desequilibrio de ligamiento con los tSNPs seleccionados.

rs2280883 rs3761548

rs3761549 rs3761547
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En total se seleccionaron 27 tSNPs que nos permitieron capturar 52 SNPs

(Tabla10)

Tabla 10. Tag SNPs incluidos en el estudio. Referencia de los ensayos TagMan utilizados en

cada caso.
Gen CHR Ensayo TagMan tag SNPs SNPs capturados
AB
TLR3 4 C_ 27310258 10 rs5743303 rs5743303, rs5743312, rs3775296
C 393058 10 rs5743305 rs5743305
C_ 32209949 20 rs11721827 rs11721827, rs11730143, rs11732384
C_ 27310255 20 rs7657186 rs7657186, rs13108688
C_ 32209947 10 rs13126816 rs13126816, rs6552950
C_ 29419480 10 rs7668666 rs7668666
C_ 27482764 10 rs3775292 rs3775292
C_ 1731425 10 rs3775291 rs3775291
TLR4 9 C 2704048 10 rs1927914 rs1927914, rs2149356, rs1927911
C_ 31783996 10 rs10759932 rs1927907, rs10759932, rs5030717
C_ 26954831 10 rs5030728 rs5030728, rs2770146
Personalizado rs12377632 rs12377632
C_ 31784034 10 rs11536889 rs11536889
C_ 29292008 10 rs7873784 rs7873784
FLG 1 C 175680137 _10 rs2065956 rs7522925, rs2065956, rs12407748
Personalizado rs2065958 rs2065958
C_ 1792542 10 rs11582620 rs11582620
C 1792560 10 rs11204981 rs2184953, rs11204981, rs3126066,
rs11584340, rs3120659, rs11204980,
rs6587666
C_ 1792562 10 rs11586114 rs11586114, rs11204978, rs2065955
TSLP 5 C_ 3166723 20 rs2289276 rs11466741, rs2289276
C_ 11910826 10 rs1898671 rs1898671
C_ 30152570 10 rs10062929 rs11466750, rs10062929
C_ 15880979 10 rs2289277 rs2289277
C_ 15880989 10 rs2289278 rs2289278
C_ 31152869 10 rs11466749 rs11466749
FOXP3 X C_ 15874601 20 rs2280883 rs3761548, rs2280883
C_ 27058744 10 rs3761549 rs3761549, rs3761547
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Genotipado de los tSNPS mediante ensayos TaqgMan

El genotipado de los tSNPs se realizd utiizando ensayos de
discriminacion alélica TagMan® SNP Genotyping Assays (Applied Biosystem,
Barcelona, Espafia) en un LightCycler 480 (Roche, Barcelona, Espafia). En
cada uno de los ensayos se utilizé una pareja de cebadores y dos sondas
marcadas con los fluorocromos VIC y FAM complementarias a la regién donde
se localiza la variacidon de la secuencia (Figura 13). En la tabla 10 se recoge la
informacion del ensayo empleados de Applied Biosystem. Para los tSNPs
rs12377632 y rs2065958 no se disponia de ensayo comercial y fueron

disefiado por Applied Biosystems para este trabajo.

1. Reaction components
WGB WGP
2 bl PN P Reverse primer
Forward primer V. —?‘0 @_N_ -
G A S

5' 3

S = o) 2
3 (*as] £

2. Annealing of primers and probes 5 3 O603HavyeHusn
S, v VIC dye
GB GB :
VIC probe )&/ FAM probe )&/ Reverse primer
—_— v as o 9 F FAM dye
G A
Forward primer \ /
\ @ Quencher
o (cm e
&B MGB
3. Elongation and cleavage of probe Sl _2 ¥ Tag-polymerase
Reverse primer a8
FAM probe — Probe

F d pri V\ & .__\, Primer
‘orward primer & )&QB

-——L ‘—E—o [— DNA sample

c Elongated primer

Figura 13. Metodologia usada para el genotipado.
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Las condiciones y parametros empleados para la amplificacion y

discriminacion de los alelos fueron las siguientes:

Mezcla de reaccion de PCR (Volumen final 5 pl):

0,5 ul de ADN

(15 ng/pl)

2,5 yl de TagMan™ Genotyping Master Mix (Applied Biosystem)

0,125 ul de primers/sondas 40x (ensayos en tabla10)

1,875 pl de agua bidestilada

Parametros de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)

Los parametros generales de amplificacion utilizados para todos los

tSNPs fueron: 95°C durante 10 minutos y 45 ciclos a 95°C durante 15

segundos y 60°C durante 1 minuto. Después de la amplificacion se midio la

fluorescencia de VIC y FAM a 60 °C durante 1 minuto. El programa utilizado

para la asignacion de genotipos fue el “Endpoint Genotyping Analysis”de Roche

(Figura 14).

Fluerescence

Undpeint Fisorescusce Scatter Plet

Scatter Plet

I

0.200/ .
Loy -

0000 1000 2000 100 40 5300 GO 2000 €000
Flucrescance [413-533)

30 10006 11000 12400 12000

Figura 14. Asignacion de genotipos.

. Muestras homocigotas para el alelo marcado
con VIC

. Muestras homocigotas para el alelo marcado
con FAM

. Muestras heterocigotas
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El genotipado de todos los tSNPs incluidos en el estudio se realizé con
un éxito del 98% de los pacientes y controles. Se comprobd que la poblacién
de estudio se encontraba en Equilibrio de Hardy-Weinberg para todos los
polimorfismos analizados (p>0,05). Para verificar la reproducibilidad y precision

inter-experimental el 5% de las muestras se estudiaron por duplicado.

Analisis estadistico

La distribucion de las frecuencias alélicas, genotipicas y haplotipicas
fueron comparadas mediante el test x? utilizando el programa Haploview y los
valores de p<0,05 se consideraron estadisticamente significativos. Para que el
estudio tuviera mas fiabilidad estadistica se calculd el valor de pcorregido (Pc),
mediante el calculo de 10.000 permutaciones con el programa Haploview, los
valores de p <0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

Los genotipos de cada SNP se evaluaron segun modelos dominantes
(AA vs. AB+BB; A, alelo mayoritario; B, alelo minoritario) o recesivos (AA+AB
vs. BB). Se calcularon los odds ratios (OR) con sus correspondientes intervalos
de confianza del 95% (IC del 95%) y regresion logistica utilizando el software
OpenEpi v3.01 en linea (http: // www. openepi.com). Los valores de p <0,05 se
consideraron estadisticamente significativos.

Las interacciones gen-gen se evaluaron utilizando el método de
reduccion de dimensionalidad multifactorial no paramétrica (MDR) (151,152).
Para interpretar los efectos de combinacion, se utilizé un analisis basado en la
entropia. La entropia de interacciones utiliza la ganancia de informacion para
evaluar si existen interacciones entre dos (0o mas) variables que se

consideraron independientes. La entropia se estima para cada atributo
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individual (es decir, efectos principales) y cada combinacion de atributos por
pares (es decir, efectos de interaccién). Por lo tanto, los efectos principales de
cada factor se pueden comparar con el efecto de interaccion para determinar si
las interacciones son aditivas o no aditivas. Existe evidencia de una interaccidn
sinérgica cuando se obtiene un valor positivo combinando dos (o mas)
variables. A la inversa, hay redundancia o efectos independientes cuando se

obtiene un valor negativo por la pérdida de informacion.
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Resultados

1.- Caracteristicas demograficas y fenotipado clinico de

los pacientes con EoE.

Se incluyeron 218 pacientes con EoE en el estudio, 170 hombres y 48
mujeres, con una edad media en el momento del diagnostico de 35,4 afos. El
41% padecian como comorbilidad atépica principal una rinoconjuntivitis (RC), el
42% RC y asma bronquial y el 1% de los pacientes asociaban otras
comorbilidades (urticaria, dermatitis atdpica, etc).

Ciento ochenta y cinco pacientes (84,86 %) eran atopicos. Cincuenta y
uno tenian test cutaneos positivos sélo frente a aeroalérgenos y 21 pacientes
tenian una sensibilizacién exclusiva a alimentos de origen animal y/o vegetal.
Los 113 pacientes restantes presentaban una sensibilizacion simultanea a

inhalantes y alimentos. Treinta y tres pacientes (15,14 %) fueron no atépicos.

= No atépicos = Atopicos Inhalantes = Alimentos = Inh + Alimentos

Figura 15. Distribucion de los fenotipos clinicos.
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2.- Analisis de asociacion de las variantes genéticas de los Loci

TLR3, TLR4, TSLP, FOXP3, y FLG con EoE.

El genotipado de todos los tSNPs incluidos en el estudio se realizé con
un éxito del 98% en pacientes y controles. Las frecuencias genotipicas de
todos los tSNPs estudiados estaban en Equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,05)
en la poblacion control, lo que indicaba que el tamafio de muestra era

adecuado y no habia habido errores en las técnicas de genotipado.

Gen TSLP

En la tabla 11 se muestran las frecuencias en pacientes y controles del
alelo minoritario de los tSNPs estudiados en el gen TSLP. Con la excepcion del
rs2289278, existen diferencias estadisticamente significativas entre pacientes y
controles (pc<0,05), destacando rs10062929 y rs2289277 con una p<0,0001.
La frecuencia de los alelos minoritarios, excepto rs1898671, es mayor en los
controles que en los pacientes, por lo que serian factores de protecciéon
(OR<1), es decir, los individuos con estos alelos tendrian menos probabilidad
de padecer la enfermedad. Por el contrario, el alelo minoritario del rs1898671

seria un factor de riesgo (OR>1).
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Tabla 11. Frecuencias de los tSNPs estudiados del gen TSLP en pacientes EoE y controles.

0,007 0,68 (0,51-0,90)
T 0,389 0,484 0,002 0,011 1,48 (1,15-1,90)
A 0,123 0,036 6,18x10°  <Ix10* 0,26 (0,14-0,49)
G 0,431 0,298 1,73x105  <I1x10* 0,56 (0,43-0,73)
G 0,046 0,045 ns ns
G 0,135 0,071 0,002 0,009 0,49 (0,31-0,77)

MA: Alelo minoritario; pc: test de 10.000 permutaciones; ns = no significativo p>0,05. OR: odds
ratio. IC: intervalo de confianza

Posteriormente se realizd un analisis de haplotipos con todos los tSNPs
estudiados utilizando el programa Haploview. Los haplotipos con frecuencia
mayor de 0,05 se muestran en la tabla 12. Se puede observar que los
haplotipos 1 y 3 son de riesgo (OR>1), mientras que los haplotipos 2 y 4 son de
proteccion (OR<1). También se puede ver que el rs2289277 es el SNP que
marca la susceptibilidad para EoE, ya que los haplotipos de riesgo presentan el
alelo C, mientras que los haplotipos de proteccion presentan el alelo G. El resto
de SNPs estan asociados por desequilibrio de ligamiento, asi, en el caso del
alelo A del rs10062929 y el alelo G del rs11466749, siempre van asociados al
alelo G del rs2289277. Por tanto, el estudio de rs2289277 nos indicaria si un

individuo presenta susceptibilidad para EoE.
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Tabla 12. Frecuencias de los haplotipos en pacientes EoE y controles sanos construidos con la
combinacion de todos los SNPs estudiados con frecuencia >0,05. OR: odds ratio. IC: intervalo

de conflanza

Haplotipos Controles

2

2 8 0 2 2 1
8 9 0 8 8 4
9 8 6 9 9 6
2 6 2 2 2 6
7 7 9 17 717 7
6 1 2 7 8 4

1 ¢ T C C C A 0,39

2 T C C G C A 0,29

Pacientes

0,48

0,22

0,17

0,06

p-valor

0,0028

0,0113

0,0386

0,0034

OR (IC 95%)

1,47 (1,14-1,89)

0,69 (0,51-0,92)

1,45 (1,03-2,05)

0,50 (0,31-0,81)

Seguidamente, estudiamos el modelo de herencia de los dos SNP con

pc<0,000, rs10062929 y rs2289277, y para ello calculamos las frecuencias

genotipicas (tabla 13). El rs10062929 sigue un modelo de herencia dominante,

basta con tener un unico alelo A para actuar como factor de proteccién. Por el

contrario, el rs2289277 sigue un modelo de herencia recesivo, soélo los

individuos homocigotos para el

alelo G

tienen factor

de proteccion.

Relacionando estos resultados con los de los haplotipos, podriamos concluir

que aquellos individuos que tengan una copia del haplotipo 4 tendrian menor
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riesgo de padecer la enfermedad, mientras que con respecto al haplotipo 2,

seria necesario ser homocigotos para tener menor riesgo.

Tabla 13. Frecuencias genotipicas de los rs10062929 y rs2289277 en pacientes EoE y

controles.
rs10062929 CC 0,771 0,934
CA+AA 0,229 0,066 4,24x10% 0,23 (0,11-0,46)
rs2289277 CC+CG 0,807 0,940
GG 0,193 0,060 3,27x10° 0,26 (0,13-0,51)
Gen TLR3

En la tabla 14 se muestran las frecuencias del alelo minoritario de los
tSNPs estudiados en el gen TLR3. Existen diferencias estadisticamente
significativas entre pacientes y controles (p<0,05), en los polimorfismos
rs5743305 y rs3775292, pero después de calcular la pc, unicamente el
rs3775292 seguia asociado estadisticamente (pc<0,05). La frecuencia de los
alelos minoritarios en ambos era mayor en los controles que en los pacientes,
por lo que serian factores de proteccion (OR<1), es decir, los individuos con

estos alelos tendrian menos probabilidad de padecer la enfermedad.
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Tabla 14. Frecuencias de los SNPs estudiados del gen TLR3 en pacientes EoE y controles.

T 0.192
A 0.415
C 0.082
A 0.251
A 0.246
A 0.276
C 0.271
T 0.309

0.210

0.344

0.077

0.194

0.305

0.273

0.196

0.334

0.5072

0.0172

0.7728

0.0247

0.0298

0.9166

0.0039

0.3732

ns

0.0584

ns

ns

ns

ns

0.0288

ns

0.65 (0.49-0.87)

MA: Alelo minoritario; pc: test de 10.000 permutaciones; ns = no significativo p>0,05
OR: odds ratio. IC: intervalo de confianza

Posteriormente se realizd el analisis de haplotipos y en la tabla 15 se

muestran los haplotipos con frecuencia mayor de 0,05. Se puede observar que

el haplotipo 2 es el unico asociado estadisticamente con la enfermedad, y dado

que la OR obtenida es <1 (OR=0,64 IC 95% = 0,45-0,89) seria un factor de

proteccion de la enfermedad. Este haplotipo es el unico portador del alelo C del

rs3775292, que confirmaria la asociacion de éste tSNP con la enfermedad.
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Tabla 15. Frecuencias de los haplotipos en pacientes EoE y controles sanos construidos con la

combinacién de todos los SNPs estudiados.

rs rs rs rs rs rs rs rs

574 57 11 765 13 766 377 377

330 433 72 718 126 866 529 529
3 6 6 2 1
05 18 816
27

1 A T A G A ¢ & T 0194 0,211
2 A A A A G C C C 018 0,126 0,0095 0,64 (0,45-
0,89)
3 T T A 6 G A & ¢ 0147 0,154
4 A T ¢ 6 6 ¢ & ¢ 0072 0,076
5 A A A G G C & T 0075 0,069
6 A A A G G A & ¢ 0057 0,057
0,052 0,048

Estudiamos el modelo de herencia del rs3775292 y para ello calculamos

las frecuencias genotipicas (tabla 16). El rs3775292 sigue un modelo de

herencia dominante, basta con tener un uUnico alelo C para actuar como factor

de proteccion. Relacionando estos resultados con los de los haplotipos,

podriamos concluir que aquellos individuos que sean heterocigotos para el

haplotipo 2 tendrian menor riesgo de padecer la enfermedad.
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Tabla 16. Frecuencias genotipicas de los rs3775292 en pacientes EoE y controles.

rs3775292 GG 0,529 0,648

CG+CC 0,471 0,352 0,0023 0,609 (0,432-0,859)

Gen TLR4

En la tabla 17 se muestran las frecuencias del alelo minoritario de los
tSNPs estudiados en el gen TLR4. No se encuentran diferencias
estadisticamente significativas, en la distribucion de las frecuencias de alelos

para ninguno de los tSNPs.

Tabla 17 Frecuencias de los SNPs estudiados del gen TLR4 en pacientes EoE y controles.

MA: Alelo minoritario; pc: test de 10.000 permutaciones; ns = no significativo p>0,05. OR: odds
ratio. IC: intervalo de confianza
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Gen FLG

En la tabla 18 se muestran las frecuencias del alelo minoritario de los
tSNPs estudiados en el gen FLG. No se encuentran diferencias
estadisticamente significativas, en la distribucion de las frecuencias de

alelos para ninguno de los tSNPs.

Tabla 18. Frecuencias de los SNPs estudiados del gen FLG en pacientes EoE y controles.

MA: Alelo minoritario; pc: test de 10.000 permutaciones; ns = no significativo p>0,05

Gen FOXP3

En la tabla 19 se muestran las frecuencias del alelo minoritario de los
tSNPs estudiados en el gen FOXP3. No se encuentran diferencias
estadisticamente significativas en la distribucién de las frecuencias de alelos

para ninguno de los tSNPs estudiados.
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Tabla 19. Frecuencias de los SNPs estudiados del gen FOXP3 en pacientes EoE y controles.

0,497 0,517 0,6084

0,105 0,086 0,9323

MA: Alelo minoritario; pc: test de 10.000 permutaciones; ns = no significativo p>0,05

En resumen, no se encuentran diferencias estadisticamente
significativas en las frecuencias alélica y haplotipicas de los tSNPs estudiados
en los genes de TLR4, FLG y FOXP3. Sin embargo, si habia diferencias
estadisticamente significativas en las frecuencias alélicas y haplotipicas en 5
tSNPs localizados en el gen TSLP (rs2289276, rs1898671, rs10062929,

rs2289277 y rs11466749) y un tSNP localizado en el gen TLR3 (rs3775292).
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3.- Analisis de asociacion de las variantes genéticas de los loci

TLSP y TLR3 con EoE estratificado por género.

Debido a que la prevalencia de la EoE es mayor en hombres que en
mujeres, con una proporcion 3:1, para descartar un posible sesgo atribuible al
género de los individuos en los estudios de asociacion de los genes TSLP vy
TLR3, se realizé un analisis estratificado por género en los pacientes con EoE

y en los controles (tabla 20).

Con respecto al TSLP, en el grupo de hombres, las diferencias
significativas se mantienen sin cambios entre los pacientes y los controles, y
solo el polimorfismo rs2289276 no se asocia después de la correccion de p (p =
0,013 y pc = 0,065). Con respecto a TLR3, el polimorfismo rs3775292, sigue

estando asociado a la enfermedad en el grupo de hombres.

En el grupo de mujeres, no se encuentran diferencias significativas en la
distribucion de alelos, unicamente el polimorfismo rs10062929 del gen TSLP
esta asociado antes de la correccion de p (p=0,016, p.=0,08). No obstante, la
tendencia en la distribucion de las frecuencias alélicas de los tSNP de los
genes TSLP y TLR3 en el grupo de mujeres es similar a la observada en el
grupo masculino, sin embargo, debido al pequefio numero de mujeres con
enfermedad incluidas en el estudio, el analisis no tenia poder estadistico para

demostrar la asociacion estadistica entre estos genes y la EoE.
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Tabla 20. Distribucion de las frecuencias alélicas de los SNP estudiados en los genes TSLP y
TLR3 después de la estratificacion por género.

TSLP
rs2289276 T  0.318 0229 001 0.065 0.299 0.244 03079 ns
3 4
rs1898671 T  0.366 0493 000 0006 168 0.397 0.453 03395 ns
13 3 (1.22-
2.31)
rs10062929 A  0.132 0038 766 0000 026 0.113 0.027 00167 008 0.20
E- 3 (0.12- 07  (0.04
05 0.53) -
0.85)
rs2289277 G 0443 0287 613 0000  0.26 0.425 0.333 01219 ns
E- 3 (0.12-
05 0.53)
rs2289278 G  0.042 0054 046 ns 0.053 0.013 0.1287 ns
25
rs11466749 G  0.145 0065 000 0008 026 0.128 0.090 03429 ns
1 4 (0.12-
0.53)

SNP: single-nucleotide polymorphism; MA: alelo minoritario; OR(95%CIl): odds ratio
con 95% de intervalo de confianza; ns: no significativo p>0.05. p.: test de 10.000
permutaciones, p corregida.
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Tabla 20. Distribucion de las frecuencias alélicas de los SNP estudiados en los genes TSLP y
TLR3 después de la estratificacion por género (continuacion).

TLR3
rs5743303 T 0.200 0.216 0.63 ns 0.175 0.188 0.7914 ns
72
rs5743305 A 0.426 0.348 0.03 ns 0.410 0.330 0.1562 ns
53
rs11721827 C 0.066 0.078 0.51 ns 0.084 0.073 05176 ns
52
rs7657186 A 0.253 0.189 0.04 ns 0.250 0.208 0.3951 ns
5
rs13126816 A 0.233 0.291 0.09 ns 0.264 0.356 0.0870 ns
0
rs7668666 A 0.280 0.288 0.82 ns 0.263 0.219 0.3700 ns
0
rs3775292 C 0.284 0.190 0.00 0.028 0.59 0.258 0.218 0.4277 ns
3 2 (0.41-
0.84)
rs3775291 T 0.286 0.323 0.28 ns 0.333 0.375 0.4429 ns
9

SNP: single-nucleotide polymorphism; MA: alelo minoritario; OR (95% CI): odds ratio
con 95% de intervalo de confianza; ns: no significativo p>0.05. p.: test de 10.000
permutaciones, p corregida.

75



4.- Estudio de interaccion entre los genes de TSLP y TLR3

Para descartar si la asociacion de los genes TSLP y TLR3 con la
susceptibilidad a la EoE detectada en el analisis individual de cada gen, fuese
debido a un posible sesgo atribuible al genotipo del otro gen, y estimar la fuerza
de asociacion de cada gen de una manera independiente, es decir eliminando
la posibilidad de que un gen confunda el efecto del otro, se realiz6 una prueba
de regresion logistica entre los dos polimorfismos con la mayor significacion
estadistica (rs10062929 del TSLP y rs3775292 del TLR3). En ambos
polimorfismos, como hemos comentado con anterioridad, se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes y los controles en
un modelo dominante (tablas 13 y 16 respectivamente). Por lo tanto, los
pacientes y los controles portadores del alelo C (CG o CC) en rs3775292 se
clasificaron como TLR3+. Del mismo modo, los individuos portadores del alelo
A (AA o AC) en rs10062929 se clasificaron como TSLP+. Los individuos con 0
copias de ambos alelos SNPs (TLR3-/TSLP-) se utilizaron como grupo de
referencia. En el estudio de regresion logistica se observa una susceptibilidad
menor a EOE estadisticamente significativa en individuos portadores de
genotipo TLR3+/TSLP- y TLR3-/TSLP + en comparacion con individuos
portadores del genotipo TLR3-/TSLP- con OR=0,66 (p=0,036) y 0,23
(p=0,00014), respectivamente. Ademas, la susceptibilidad a la EoE se reduce
sustancialmente entre individuos que portaban TLR3+ / TSLP + con un OR=
0,16 (p=0,0001) (Tabla 21). Estos resultados demuestran una asociacion
individual de cada gen la enfermedad.

Para complementar los analisis de regresion logistica, se utilizo el

programa MDR para evaluar las interacciones gen-gen y analizar si la
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interaccion observada entre ambos genes, tenia un efecto epistatico al
encontrarse en la misma ruta biolégica. En el analisis encontramos un valor de
ganancia de interaccion negativa (1IG=—4.52%) (Tabla 22). Este valor negativo
ocurrié porque el porcentaje de entropia eliminada por la interaccién de TLR3 y
TSLP fue 3.36% menos que la suma del porcentaje de entropia eliminada por
cada gen (0.78% y 7.09%, respectivamente). Este resultado sugiere que la
interaccidn de ambos genes tenia redundancia, es decir, que ambos genes se

asociaban independientes con la EoE.

Tabla 21 Frecuencias de combinaciones de rs3775292 (TLR3) y rs10062929 (TSLP) en

pacientes con EoE y controles

127 (58.25%)

77 (35.33%) 9 (4.13%) 5 (2.29%)

145 (40.27%) 132 (36.65%) 46 (12.77%) 37 (10.27%)
- 1 0.66 (0.44-0.96) 0.23 (0.10-0.53) 0.16 (0.05-0.47)
<0.0001 0.036 0.00014 0.00010

OR, 95% IC y valor de p fueron calculados usando un test de regresion logistica
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Tabla 22. La ganancia de informacién estimada para cada locus individual y la combinacion de

ambos loci.

H(A) H(AIC) H((B) H@BIC) I(AC) I(B:C) H(AB) H(AB|C) I(AB;C)
1.2493 1.2414 0.0078
(0.78%)
0.9629 0.892 0.0709

(7.09%)
0.9987 09651  0.0336
(3.36%)

IG(A;B;C)

-0.0452 (-
4.52%)

H(A), H(B), H(AB): Entropy attributed to TLR3 and TSLP individually and the combination of
both loci

H(A|C), H(B|C), H(AB|C): Conditional entropy attributed to TLR3 and TSLP individually and the
combination of both loci

I(A;C)=H(A)-H(A|C): Information gain (percentage of entropy removed) by TLR3 attribute (main
effect)

I(B;C)=H(B)-H(B|C): Information gain (percentage of entropy removed) by TSLP attribute (main
effect)

I(AB;C)=H(AB)-H(AB|C): Information gain (percentage of entropy removed) by the combination
of both attributes (interaction effect)

IG(A;B;C)=I(A;C)+I(B;C)-I(AB;C): Interaction gain by the combination of both attributes

5.- Estudio de asociacion entre los genes TSLP y TLR3 y el fenotipo

atopico

Finalmente, se investigaron las posibles asociaciones entre los genes
TSLP y TLR3 y el fenotipo alérgico de los pacientes con EoE. En la tabla 24 se
muestran las frecuencias alélicas de los tSNPs. No se encuentran diferencias
estadisticamente significativas entre TSLP y la sensibilizacién a los alérgenos

alimentarios o inhalantes. Sin embargo, se encontré6 que 2 tSNP en el gen
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TRL3, rs11721827 y rs5743303, estaban asociados a sensibilizacion a los
aeroalergenos y los alimentos, respectivamente. La frecuencia del alelo
rs11721827C fue significativamente mayor entre los pacientes con EoE
sensibilizados a aeroalergenos (9,4% vs. 1,1% en pacientes no sensibilizados,
pc.=0,025, OR=9,67). En contraste, la frecuencia del alelo rs5743303T fue mas
baja entre los pacientes con EoE que estaban sensibilizados a los alimentos

(17,5 vs. 28,5%; p.=0,048; OR=0,53) (Tabla 23).

Tabla 23. Frecuencias alélicas menores de los SNP estudiados en el gen TLR3 en pacientes

con EoE

0.014 0.048 0.53(0.32-
0.88)

A 0362 0351 0.8575 ns 0.331 0.367 0.4906 ns

C 0.011 0.094 0.0071 0.0255 9.67 (1.29- 0.038 0.092 0.0603 ns
72.28)

bl

= A 0196 0.204 0.8569 ns 0.190 0.208 0.6861 ns
- A 0315 0303 0.8297 ns 0294 0.314  0.698 ns
- A 0277 0.268 0.873 ns 0.308 0.250 0.2329 ns
- C 0234 0.19  0.4262 ns 0223 0.196 0.5358 ns
-

T 039 0326 0.2337 ns 0.346 0.342 0.9308 ns

SNP: single-nucleotide polymorphism; MA: alelo minoritario; OR (95%CIl): odds ratio con 95%

de intervalo de confianza; ns: no significativo p>0.05. pc:test de 10.000 permutaciones
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Discusién

En este estudio, hemos analizado la asociacion de 5 genes relacionados
con la inmunidad innata o la integridad de la mucosa esofagica con la
susceptibilidad de desarrollar EoE. Hemos descrito por primera vez una
asociacion del gen TLR3 con susceptibilidad a padecer EoE y replicamos,
también por primera vez, la asociacion del gen TSLP con susceptibilidad a EoE

en una poblacion europea (153).

La fisiopatologia de la EoE se ha definido por una respuesta inmune Th2
inducida por ciertos trofoalérgenos, que en contacto con la mucosa esofagica,
conducen a eosinofilia tisular y sistémica, inflamacion de las mucosas,
disfuncion epitelial y fibrosis subepitelial a largo plazo (1). La disfuncidn de la
barrera epitelial juega un papel fundamental en este proceso porque promueve
la exposicién continua a los alérgenos y a la microbiota en la luz esofagica, lo
que estimula, a su vez, a las células epiteliales y leucocitos para liberar
quimiocinas y citocinas (63,154,155). Asi, la fisiopatologia de la EoE no se
define unicamente por la inflamacién predominante de eosindfilos, sino también
por una morfologia y funciones anormales de la barrera epitelial (85). Como
consecuencia del aumento de la permeabilidad del epitelio esofagico se
perpetua la enfermedad, al permitir que los alérgenos y microbios penetren a

través de la barrera mucosa (59).

El sistema inmune innato desempefia un importante papel en la
regulacion de las interacciones entre microbiota y la inmunidad del huésped.
Cada vez son mas los estudios que han demostrado que la EoE podria
asociarse a cambios en la composicion cuantitativa y cualitativa de la

microbiota esofagica (14,108,156,157). Los TLRs representan uno de los
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mecanismos de reconocimiento de la microbiota mejor estudiados y su papel
en multiples enfermedades inmunoldgicas y alérgicas es motivo de constante
investigacion (30,33,158). Los TLRs son wuna familia de receptores
transmembrana y/o intracelulares responsables, entre otras funciones, del
reconocimiento de patdogenos implicados en la respuesta inflamatoria, y
constituyen un nexo de union entre el sistema inmune innato y el sistema
inmune adaptativo. Las células de sistema inmunitario innato procesan ademas
los antigenos y los presentan a los linfocitos. La activacion y maduracion de
estas células presentadoras de antigenos y de las células T reguladoras
dependen, en parte, de las vias de sefalizacion mediadas por TLRs. Una de
las vias de activacion de los mastocitos depende también de la sefializacion
mediada por TLRs. De esta forma, los TLRs podrian influir decisivamente en la
homeostasis inmune de la mucosa esofagica y en la pérdida de la tolerancia
que se produce en la EoE. Por lo tanto, las interacciones de la microbiota
esofagica con los componentes del sistema inmune innato a través de los TLRs
y sus vias de sefalizacion y conexion con el sistema inmune adaptativo

podrian desempeiar un papel relevante en la fisiopatologia de la EoE.

Son varios los estudios que han puesto de manifiesto una expresion
elevada de TLR2 y TLRS3 en las células epiteliales esofagicas comparando
individuos con y sin EoE (25). Otros autores han demostrado que los pacientes
con EoE activa tienen una sobreexpresion de TLR1, TLR2, TLR4 y TLR9 en las
biopsias de la mucosa esofagica en comparacion con los controles sanos, que
vuelve a la normalidad después de la remision inducida tras la retirada empirica
de 6 alimentos (33). Este estudio, sin embargo, no muestra cambios en la

expresion de TLR3 y TLRG.
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La estimulacion de TLR2 aumenta la expresion de proteinas
implicadas en la integridad de la barrera epitelial (TJ, Claudina-1y Zo- 1), TRL3
no se implica en esta via, pero sin embargo, la estimulacion de TLR3 se ha
demostrado que activa el NF-kB, dando lugar a la secrecién de IL8 y TSLP
(24). Por lo tanto, aunque la estimulacion de la via TLR3 no afecte a la funcion
de barrera en este estudio, esto no excluye la que la via de TLR3 pueda activar
otros mecanismos efectores innatos epiteliales adicionales que no hayan sido

analizados.

En este trabajo, hemos investigado la asociacion de TLR3 y TLR4 con
susceptibilidad a padecer EoE. Hemos demostrado que TLR3 esta asociado
con la susceptibilidad a EoE. Dos SNPs, rs5743305 y rs3775292, estan
asociado a EoE antes de corregir la “p”, sin embargo, después de la correccidn
el rs5743305 pierde la significacion estadistica, p.=0,058, aunque posiblemente
aumentado el tamafio muestral (numero de pacientes y controles) pueda llegar
a la significacion. Los alelos minoritarios del rs5743305(A) y rs3775292(C), son
alelos de proteccion, es decir, los individuos con estos alelos tendrian menos
probabilidad de sufrir la enfermedad. En el estudio de haplotipos se observa
que solo uno de los haplotipos mayoritarios es portador del alelo rs3775292(C),
y el estudio de asociacion nos muestra que la susceptibilidad esta fuertemente
influenciada por este haplotipo, lo que confirmaria la asociacién del alelo
rs3775292(C) con la enfermedad. El alelo rs3775292(C) sigue un modelo de
herencia dominante, es decir basta con tener un unico alelo C para actuar
como factor de proteccion, por tanto, podriamos concluir que aquellos

individuos que sean heterocigotos para este haplotipo tendrian menor riesgo de

padecer la enfermedad. El rs3775292 esta localizado en una region intronica,
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tratandose, por tanto, de un polimorfismo que no produce cambios de
aminoacido en la proteina. Esto indicaria que la asociacion de este
polimorfismo con la enfermedad no seria debido a alteraciones funcionales en
la proteina sino a los niveles de expresion. Esto podria explicar, al menos en
parte, que en estudios de expresion genética realizado en biopsias de
pacientes con EoE, el TLR3 se encuentre sobre expresado (41), aunque serian
necesarios nuevos estudios de expresidbn génica con mayor numero

poblacional para comprobar estos resultados.

TLR3 se expresa en las células epiteliales del es6fago humano (159).
Es un TLR que detecta nucledtidos y es activado por ARN bicatenario
procedente de virus. Actua a través del adaptador TRIF/TICAM1, provocando la
activacion de NFK-B, la translocacion nuclear de IRF3, la secrecion de
citocinas y la respuesta inflamatoria (24). Ademas de la activacién por ARN
viral, TLR-3 puede ser activado por ARNm endégeno liberado por células
necroéticas. Es decir, las células epiteliales del esdfago humano pueden
detectar sefales de peligro enddgenas, en parte debido a la sefializacién de
TLR3. Diversos estudios demuestran que TLR3 es un sensor endogeno de
necrosis y dafo tisular, en ausencia de activacion viral (160). Esto apoyaria el
concepto de que la lesidn epitelial juega un papel inductor en la patogénesis de
la esofagitis y una explicacidon de por qué las células epiteliales tienen la
capacidad de detectar el estrés y la lesion celular, funcionando como células
efectoras inmunes innatas en el inicio de la inflamacion esofagica (59). El
hecho de que ciertos polimorfismos del gen TLR3 esté asociado con EoE,
apoyaria el hecho de que las células epiteliales esofagicas en estos individuos

genéticamente predispuestos pueden inducir, por si mismas, el inicio de la
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respuesta inflamatoria ante determinadas agresiones, como el propio acido

gastrico, cualquier alteracion en la microbiota, y/o ciertos trofoalérgenos.

En nuestro estudio, examinamos también la posible asociacion de
susceptibilidad para el desarrollo de EoE con el gen TLR4, pero no
encontramos asociaciones estadisticamente significativas. TLR4 se ha
relacionado en multiples estudios experimentales en animales y en humanos
con una susceptibilidad a padecer alergia alimentaria y asma bronquial (161,
162), pero no se ha descrito ninguna asociacién con EoE. La sefalizacion de la
flora bacteriana a través de TLR4 juega un papel en la inhibicion de la
hiperreactividad alérgica a alérgenos alimentarios que no se pueden sustituir
mediante la sefalizacién a través de otros receptores que reconocen otros
patrones de “reconocimiento de patogenos” (TLR2, TLRS5, y TLR9). TLR4 es
estimulado por los lipopolisacaridos presentes en las bacterias gran negativas,
aunque puede ser activado por algunos alérgenos que muestran homologia
estructural mediante un mecanismo de mimetismo molecular (163,164). La
activacion de TLR4 aumenta la actividad de FCeRI y promueve la expresion de
citoquinas tipo Th2 implicadas en las respuestas eosinofilicas (165). Sin
embargo, a pesar de que la fisiopatologia de la EoE se haya relacionado con
alergias alimentarias no hemos encontrado asociaciones entre los SNPs de

TLR-4 estudiados y la susceptibilidad de desarrollar EoE.

Otro de los hallazgos mas relevantes de este estudio es que se
establece una relacién entre el gen TSLP y susceptibilidad a EoE en la
poblacidn espafola, ya que constituye el primer estudio de replicabilidad de
estos resultados realizado en Europa, confirmando la implicacion de este gen

en la patogenia de la enfermedad. Las células epiteliales esofagicas producen
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TSLP en respuesta a la activacion de estas células por receptores TLR3 (51).
TSLP ha sido identificado en multiples estudios de genes candidatos, asi como
en los tres GWAS realizados hasta la fecha, como el principal gen candidato
implicado en la patogénesis de la EoE (118-120). Hemos identificado diferentes
SNPs del gen TSLP relacionados con la susceptibilidad a EoE. Los alelos
minoritarios del rs10062929(A) y rs2289277(G), son alelos de proteccién, con
una asociacion estadistica muy significativa (p.<10-°). Estos resultados son
concordantes con los publicados previamente en poblacion norteamericana, en
los que se identificaron a estos alelos asociados con una menor susceptibilidad
a la enfermedad (51). En cuanto a los haplotipos, el estudio de asociacion
realizado nos muestra que la susceptibilidad esta fuertemente influenciada por
el rs2289277, ya que todos los haplotipos que portaban el alelo rs2289277(G)
eran haplotipo de proteccion en pacientes con EoOE. El rs2289277 esta
localizado en el intrén 2 por lo que se trata de un polimorfismo que no produce
cambio de aminoacido en la proteina. Esto indica que la asociacion de este
polimorfismo con la enfermedad no es debido a alteraciones funcionales en la
proteina TSLP. Sin embargo, el rs2289277 esta en desequilibrio de ligamiento
(r?=1) con el rs3806933, el cual se encuentra en la region promotora. Este SNP
parece crear un sitio de union para el factor de transcripcién AP-1 (proteina de
activacion 1) (166,167). En estudios funcionales, se ha observado que los
individuos homocigotos para el alelo minoritario rs3806933(G), en desequilibrio
de ligamiento con rs2289277(G), tienen menor expresion de ARN mensajero
del gen TSLP que los individuos CC o CG (167). Esto se correlaciona con los

resultados obtenido en nuestro trabajo, los individuos homocigotos para el alelo
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rs2289277(G) tendrian menor expresion de TSLP y por lo tanto menor

activacion de la respuesta Th2.

El estudio del papel del gen TSLP en enfermedades inflamatorias
alérgicas constituye un area de intensa investigacion. Los avances obtenidos
acerca de la funcion de TSLP demuestran que puede ser una buena diana
terapéutica para el tratamiento de las enfermedades alérgicas y, mas
concretamente, en la EoE. Los datos publicados recientemente demuestran la
eficacia del anti-TSLP, “Tezepelumab”, un farmaco biolégico que actua sobre la
inflamacion Th2 previa, en pacientes con asma grave no controlada (168).
TSLP actua sobre numerosas células inmunitarias induciendo la produccion de
citocinas Th2, lo que en ultima instancia provoca eosinofilia en las vias
respiratorias, hiperreactividad bronquial y remodelacién de las vias respiratoria
(169,170). En un ensayo clinico en fase 3, los pacientes que recibieron
Tezepelumab, tuvieron un numero significativamente menor de exacerbaciones
y una mejor funcion pulmonar, control del asma y calidad de vida relacionada
con la salud, independientemente del numero de eosinofilos basales, aunque
los beneficios fueron mayores en los pacientes con eosinéfilos basales > 300
células/uL (168). Se ha demostrado que tezepelumab bloquea el desarrollo de
eosinofilia esofagica y las impactaciones alimentarias en modelos murinos de
EoE (121), sin embargo, el tezepelumab no ha sido estudiado aun en pacientes

con EoE (121).

Dado que la barrera epitelial forma parte importante de la fisiopatologia
de la EoE, estudiamos también la asociacidn de genes relacionados con la
integridad de la mucosa esofagica con EoE, como la filagrina. El gen de la

filagrina se localiza en la regién cromosomica 1921 dentro del complejo de
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diferenciacion epidérmica, una region que también alberga genes que codifican
para otras proteinas importantes de la funcion de barrera normal de la
epidermis (112). En una revision sistematica y metaanalisis publicado en el aio
2009, se describié que los defectos del gen de la filagrina aumentan el riesgo
de desarrollar sensibilizacion, eccema atopico o dermatitis atdpica y rinitis
alérgica (86). Este trabajo subraya la importancia de los defectos del gen de la
filagrina para aumentar el riesgo de sensibilizacion y el desarrollo de una
variedad de fenotipos clinicos alérgicos, muy probablemente a través de la
exposicidon a alérgenos a través de la piel. En un analisis de transcriptoma en
pacientes con EoE, se ha observado que el ARNm de la filagrina se encuentra
notablemente reducido en el eséfago de pacientes EoE en comparacion con las

biopsias de pacientes sanos (171).

En este trabajo no hemos encontrado asociacion entre el gen de la
filagrina y EoE. Otros trabajos si han encontrado asociacion, y se ha descrito
un polimorfismo, 2282del4 relacionado con la pérdida de funcion de la proteina
filagrina en pacientes con EoE (172), sin embargo, las respuestas epiteliales en
EoE no son intrinsecas al epitelio, sino mas bien secundarias a los efectos de
IL13, que regula la expresion de genes EDC (filagrina e involucrina), apoyando
un modelo de interaccidn coordinada entre IL13 y los genes del grupo del

complejo de diferenciacion epitelial en la esofagitis eosinofilica (172).

Otro de los campos explorados en este estudio fue la asociacion del gen
FOXP3 con EoE. FOXP3 interviene en la regulacion de la respuesta inmune
mediada por células T reguladoras en pacientes atopicos y alérgicos (173).
FOXP3, es el marcador molecular principal de las células T reguladoras, un

factor regulador de la transcripcion, que participa directamente en la funcion y

90



desarrollo de las células reguladoras T CD4+ humanas y murinas (174). Se ha
descrito un aumento en el numero de linfocitos T esofagicos y células T
reguladoras en pacientes con EoE en comparacidon con pacientes con
enfermedad por reflujo gastroesofagico y controles sanos (175). Los eosinofilos
periféricos de los pacientes con EoE tienen capacidad supresora de células T y
expresan FOXP3. Sin embargo, estos eosinofilos parecen tener una capacidad
supresora de células T deteriorada en comparacion con los eosindfilos
circulantes en controles sanos (173). Debida a esta funcion del gen FOXP3,
hemos estudiado la posible relacion de este gen con EoE. No hemos
encontrado ninguna evidencia de asociacion entre el gen FOXP3 y la EoE. Un
analisis reciente de todo el genoma identific6 que FOXP3 regula la
transcripcion de mas de 5.000 genes en células T reguladoras (176), lo que
ilustra la extrema complejidad de dilucidar las posibles funciones de este factor

de transcripcion en la salud y la enfermedad humanas.

En la mayoria de los estudios poblacionales de EoE existe una mayor
frecuencia de la enfermedad en los hombres con respecto a las mujeres, que
viene a suponer que entre los primeros se produce el doble de casos, con un
OR: 2,01 (IC95%: 1,63-2,48) (4). Por este motivo, hemos estudiado la
asociacion de los genes TLR3 y TSLP con la EoE estratificado por sexo. La
asociacion entre TLR3 y TSLP y la susceptibilidad con EoE fue
estadisticamente significativa sélo para pacientes masculinos, hecho que muy
probablemente se debe al bajo numero de mujeres con EoOE incluidas en
nuestro estudio. Aunque no exista una significacion estadisticamente con el

sexo femenino, no podemos descartar un rol equivalente para TLR3 y TSLP en

ambos sexos, ya que la tendencia de las frecuencias se comporta por igual en
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todos los SNPs en ambos géneros. Es decir, que la direccion del riesgo de
enfermedad (OR) era similar en pacientes masculinos y femeninos.
Probablemente aumentando el tamafo de Ila poblacion en estudio,

obtendriamos un resultado estadisticamente significativo.

Como hallazgos mas relevantes del estudio, hemos descrito un nuevo
locus de susceptibilidad de EoE en el gen TLR3 y confirmamos los previamente
descritos en el gen de TSLP. Para descartar si la asociaciéon de los genes
TSLP y TLR3 con la susceptibilidad a la EoOE detectada en analisis individuales
de cada gen, fuese debido a un posible sesgo atribuible al otro gen, y estimar la
fuerza de asociacién de cada gen de una manera independiente, realizamos
una prueba de regresion logistica. Nuestros resultados apoyan la asociacion de
forma independiente de TSLP y TLR3 con EoE. Hemos demostrado que
cuando el modelo dominante de ambos polimorfismos de TRL3 y TSLP
(lamados en nuestro estudio TLR3+ y TSLP+) estan presentes, actuan de
manera independiente como factor de proteccion frente a la enfermedad
(OR=0,66 y 0,23 respectivamente). Por otra parte, observamos que cuando
ambos polimorfismos estan presentes en un individuo (TLR3+/TSLP+), el nivel
de proteccion que confieren frente a la enfermedad aumenta de forma

significativa. (OR=0,16).

La interaccion de varios genes con EOE ha sido previamente
demostrada. Un estudio reciente investigo la relacion entre atopia, EoE y riesgo
genético [66]. En este estudio, se evaluaron 63 genes asociados con atopia y
EoE, tanto en individuos atopicos como no atopicos. Los resultados sugirieron
una interaccion mecanicista gen-gen mediante la cual los genes relacionados

con la atopia y los genes especificos de EoE (en particular los de IL4 y TSLP)
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cooperan sinérgicamente para aumentar el riesgo de EoE. Es decir, la
susceptibilidad genética del desarrollo de EoE estd mediada por genes
asociados con atopia comun y genes especificos de EoE que, cuando estan
presentes juntos, actuan sinérgicamente para aumentar la susceptibilidad al

desarrollo de enfermedades alérgicas.

TSLP y TLR3 se encuentran en la misma linea biolégica, TLR3 se ha
reconocido como un regulador clave de expresion y funcion de TSLP (51).
TLR3 reconoce ARN bicatenario, que se encuentra en algunos virus. La
estimulacién de las células epiteliales primarias del eséfago con poli I: C (un
mimético de dsRNA) induce la expresion de ARNm de TSLP. En esta linea
estudiamos la posible interaccion epistatica entre los genes de TLR3 y TLSP
utilizando el método MDR (Reduccion de la Dimensionalidad Multifactorial)
(151). Epistasis es una circunstancia en la que la expresion de un gen se ve
afectada por la expresion de uno o mas genes heredados de forma
independiente. La epistasis se presenta entre genes que se encuentran en la
misma ruta bioquimica o reguladora, como es el caso de TLR3 y TSLP. En este
caso, hemos estudiados si la accién de TLR3, que se encuentra al inicio de la

ruta, modifica la accion de TSLP.

En nuestro estudio, el analisis de entropia de interaccion no reveld
epistasis estadistica entre los genes TLR3 y TSLP (1G=—4,52%). Si bien la
ausencia de epistasis estadistica no implica necesariamente ausencia de
epistasis bioldgica (genética), nuestros resultados sugieren un efecto no
epistatico entre ambos loci (TLSP y TLR3). Es decir, aunque ambos genes se
encuentran en la misma ruta, las interacciones de ambos genes tienen

redundancia o efectos independientes.
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Las asociaciones clinicas y epidemiologicas entre la EoE y otras
comorbilidades alérgicas estan bien establecidas (133). Del 68 a 70% de los
pacientes con EOE tienen asociadas comorbilidades atdpicas, como la
dermatitis atopica, alergia alimentaria mediada por IgE, asma vy rinitis alérgica,
cada una de estas manifestaciones alérgicas implica un riesgo individual y
acumulativo para el diagnéstico posterior de EoE (135,140). La exposicion a
alérgenos es una caracteristica central de la patogénesis de la EoE, aunque no
se identifique un alérgeno especifico en cada paciente. Este hecho viene
apoyado por la remision de la enfermedad tras realizacion de dietas
elementales, por el empeoramiento estacional que se ha visto en algunos
pacientes con EOE, y cuando no es posible identificar un alérgeno como
responsable, la respuesta adecuada a los corticoides de forma topica, al igual
que en otras enfermedades alérgicas como la rinitis alérgica, el asma y la

dermatitis atopica.

La relacién entre estas afecciones es probablemente el resultado de
caracteristicas genéticas, ambientales e inmunolégicas compartidas, que
pueden dar lugar a la existencia de distintos endotipos de esofagitis, aun por
definir (figura 16). Por ejemplo, es probable que haya un subconjunto de
pacientes con EoE que estén significativamente predispuestos a desarrollar
EoE como resultado solamente de su genética. Sin embargo, otros pueden
requerir de factores ambientales y/o inflamacién de tipo Th2 concurrente en un
lugar distintos al eséfago para potenciar el desarrollo de la EoE. Los estudios
futuros deben centrarse en establecer las contribuciones relativas de estos

"determinantes alérgicos" al desarrollo de la EoE, con especial atencion a los
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mecanismos inmunolégicos que vinculan una manifestacion alérgica con el

desarrollo de otra (133).

A
GeNBtiCA ..o EoE
B
Factores ambientales
\\
\\
Genética ........ A EoE
C Factores ambientales Inflamacion T2
\ \
. \\ \\
Genética ........... A > _FoE

Figura 16. Endotipos en EoE.

Con el objetivo de estudiar la relacion entre los genes de TSLP y TLR3
con el fenotipo atdpico, examinamos la asociacion de ambos genes con la
sensibilizacion a aeroalergenos y alimentos en los pacientes con EoE. Con
respecto al gen TSLP, no encontramos diferencias estadisticamente

significativas entre TSLP y la sensibilizacion a los alérgenos alimentarios o
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inhalantes en pacientes con EoE. En nuestro estudio, el gen TSLP se asocia
con EoE de forma independiente al fenotipo atdpico de estos pacientes. Sin
embargo, hemos encontrado dos SNPs en el gen TRL3, rs11721827 vy
rs5743303, estadisticamente asociados con sensibilizacion a los aeroalergenos
y a los alimentos, respectivamente, lo que sugiere la posibilidad de que las dos
variantes puedan actuar como marcadores de variantes endotipicas en la EoE.
Al igual que sucedia con el SNP rs3775292, estos SNPs estan localizados en
regiones intrénicas, tratandose, por tanto, de polimorfismos que no producen
cambios de aminoacido en la proteina y la influencia de estas variantes podria
estar relacionadas con los niveles de expresion del ARNm o formas alternativas

de la proteina traducida.

Nuestros resultados demuestran una asociacion del gen TLR3 con la
patogenia de la EoE, tanto con la susceptibilidad como con las distintas
variantes fenotipicas. Esto parece indicar que determinados alelos de TLR3
estén implicados en la sensibilizacion tanto a aeroalérgenos como alimentos en
pacientes genéticamente predispuestos. En base a todo esto, proponemos que
la activacion del sistema inmunolégico innato en el epitelio esofagico que
involucra la sefalizacion TLR3 y la expresion de ARNm de TSLP, interactua

con respuestas alérgicas adaptativas desencadenadas por alérgenos.

Con los resultados de nuestro estudio, proponemos un modelo
fisiopatoldgico, que por primera vez en la literatura explicaria la activacion
desde la barrera epitelial, y como un dafio en ésta es capaz de activar en
primera instancia a la respuesta inmune innata y posteriormente la activacion
de una respuesta de tipo Th2, ampliamente descrita con anterioridad en la EoE

y que dara paso en definitiva a todas esas alteraciones y disfunciones en la
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barrera epitelial que darian lugar a la EoE. Proponemos que diversos factores
medioambientales (como alteraciones en la microbiota, existencia de reflujo
gastrico, infecciones, alergenos alimentarios y aeroalergenos) inducirian en
individuos predispuestos genéticamente, por agresion directa a la células
epiteliales esofagicas la activacion de los receptores TLR3 en las células
epiteliales esofagicas. La activacion de TLR3 como sefal de dafio endogeno de
las células esofagicas, induciria la liberacion de diversas sefales de alarma
(TSLP, IL15, IL33), que conduciria a través de ILC2 y basdfilos, a una
respuesta inmune Th2 orquestada por Ila liberacion de citocinas
(fundamentalmente IL4, IL5, IL9 y IL13). TSLP juega un papel importante en la
promocion de la diferenciacion de células Th2 al inducir la capacidad de
polarizacion Th2 de las células dendriticas (45,46). Variantes del gen TSLP
aumentan la respuesta Th2 (45), se asocian a un mayor riesgo de EoE y
ademas los niveles de TSLP son significativamente mas altos en pacientes con

EoE (118).

Las células Th2 activadas producen citocinas como IL4, IL5 e IL13. IL4
promueve la diferenciacion de células T en células Th2 y B, que eventualmente
conduce a la secrecion de IgE. IL5 e IL13 inducen la secrecion de eotaxina-3
por las células epiteliales. El gen de la eotaxina-3, induce el reclutamiento de
eosinofilos en el esdéfago. IL13 reduce los niveles de expresidn de genes del
complejo de diferenciacion epidérmica (EDC), DSG-1, filagrina e involucrina, lo
que debilita la funcion de barrera del epitelio esofagico. IL13 induce también la
produccion de CAPN-14 (enzima proteolitica especifica del eséfago), que a su
vez inhibe la expresion de DSG-1 contribuyendo a la pérdida de la integridad

de la barrera epitelial. Asi mismo la IL13 induce la remodelacién esofagica,
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depodsitos de colageno y angiogénesis. Al mismo tiempo, los eosindfilos y
mastocitos activados localmente producen TGF-1, que desencadena cambios
en la pared esofagica, que a su vez esta mediada por fibroblastos y periostina,
lo que conduce a disfuncion del musculo liso. Es decir, originandose los efectos
posteriores de las citoquinas afectando a la remodelacion y disfuncién del
epitelio, la lamina propia, la submucosa y el musculo liso (hiperplasia,
alteracion de la barrera; fibrosis en la lamina propia y submucosa; vy
dismotilidad del mdusculo liso dentro de la muscularis interna y externa)

caracteristicos de la EoE.

Microbial dysbiosis

hrmdpnt. prdﬂm G-mﬂnn mﬂﬂn‘ﬂu PPI

ey

—_—— -—--'-'—-'—-F-——-'—_-_ — e

Epithelial Barrier Dysfunction

E#Aﬁ DBI'I-I.:|I'|"|;|.i: cell
Th

2-mediated immunity

Figura 17. Modelo fisiopatoldgico de la EoE. La alteracion de la integridad de la funcién de
barrera epitelial parece ser fundamental para la fisiopatologia de la EoE. FLG (filagrina), DSG1
(desmogleina-1), CAPN14(calpaicina14), SPINK7 (inhibidores de la serina proteasa tipo Kazal),
CCL26 (eotaxina3), TSLP (linfopoetina timica estromal) , POSTN (periostina), TLR3 (receptor
tipo Toll 3), TGFB (factor de crecimiento tisular), IL13 (interleucina-13).
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Conclusiones

* En este estudio se describe por primera vez en la literatura una
asociacion del gen TLR3 con la susceptibilidad a padecer EoE. Este
hallazgo supone un hecho de relevancia cientifica ya que proporciona un
paso clave inicial en la fisiopatologia de la EoE, a través la activacion de
la respuesta inmune innata en las células epiteliales esofagicas, que
desencadenara posteriormente una respuesta inflamatoria tipo Th2

propia de la EoE.

+ Demostramos, también por primera vez la replicacion de la asociacion

del gen TSLP con susceptibilidad a la EOE, en una poblacion europea.

* Asumimos un rol equivalente para TLR3 y TSLP en ambos sexos. En el
analisis estratificado por sexos de ambos genes soOlo es
estadisticamente significativo en los hombres, aunque la tendencia de
frecuencias es las misma en el grupo de las mujeres que en los

hombres.

« Aunque ambos genes relacionados con EoE (TLR3 y TSLP) se
encuentran en la misma linea bioldgica, en el estudio de interaccién de
ambos genes demostramos un efecto independiente de ambos genes en

la susceptibilidad de desarrollar EoE.

* Hemos examinado la asociacion de ambos genes (TLR3 y TSLP) con la
sensibilizacion a aeroalergenos y alimentos en los pacientes con EoE

concluyendo que:

« ElI gen TSLP se asocia con EoE de forma independiente al

fenotipo atdpico de estos pacientes.
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» Describimos por primera vez en la literatura, que variantes en el
gen TLR3 estan estadisticamente asociadas con sensibilizacion a
los aeroalérgenos y a los alimentos, sugiriendo la posibilidad de
que estas variantes puedan actuar como marcadores de los

diferentes endotipos de la EoE.

« Por ultimo, proponemos un nuevo modelo fisiopatologico de la EoE, a

través de la activacion de los TLR3 en las células epiteliales esofagicas.

102



Resumen

103



104



Resumen

1. Introduccioén:

La EoE es una enfermedad inflamatoria cronica, en cuyo origen existe
una alteracion de la regulacién de la respuesta inmune del huésped frente a la
microbiota y a otros antigenos intraluminales (especialmente alergenos
alimentarios) en sujetos susceptibles genéticamente, produciéndose
alteraciones en la funcidn y regulacién del sistema inmune innato y adaptativo,
asi como una disfuncion de la barrera epitelial que daria lugar al proceso

inflamatorio y posterior remodelado de este epitelio esofagico.

2. Hipoétesis y Objetivos:

La hipdtesis de este proyecto de investigacion es que determinadas
variantes de los genes TSLP, TLR3. TLR4, FOXP3 y FLG pueden influir en la
susceptibilidad a padecer EoE y repercutir en los distintos fenotipos (modos de

expresion clinica) de esta enfermedad.

3. Objetivos:

1. Evaluar la asociacién de variantes en los genes TSLP, TLR3, TLR4,
FOXP3 y FLG con la susceptibilidad a desarrollar EOE en la poblacién
espafola.

2. Evaluar la asociacion de las variantes de los genes TSLP, TLR3, TLR4,

FOXP3 y FLG con las comorbilidades alérgicas asociadas a la EoE.
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4. Material y Métodos:
Pacientes y controles:

Se incluyeron un total de 218 pacientes adultos de raza caucasica
diagnosticados de EoE, 131 pacientes del area sanitaria del HUVR (Sevilla) y
87 del area sanitaria del Hospital General de Tomelloso (Ciudad Real) y 376
donantes de médula ésea sanos de raza caucasica. Para evitar los efectos de
confusién de las asociaciones genéticas investigadas con otras afecciones, se
excluyeron pacientes EoE que tenian otras afecciones autoinmunes (es decir,

enfermedad celiaca, diabetes mellitus y trastornos tiroideos).
Fenotipado de los pacientes:

A todos los pacientes se les realiz6 una entrevista con el objetivo de
detectar comorbilidades atopicas (rinitis, asma, dermatitis atopica) y un estudio
alergologico, pruebas de puncién cutanea (SPT) con un panel de 17
aeroalérgenos y 22 alimentos de origen animal y vegetal, con el objetivo de
detectar comorbilidades atopicas (rinitis, asma, dermatitis atdpica) y clasificar a

los pacientes en dos fenotipos principales (atdpicos y no atopicos).

Estudio genético:

Se seleccionaron 27 polimorfismos de un solo nucleotido (SNP) en cinco
genes candidatos previamente identificados como relevantes para la
fisiopatologia EoE en base a su funcion en la respuesta inmune innata (TLR3,
TLR4, FOXP3, FLG y TSLP). Se utilizo la base de datos del proyecto HapMap
para seleccionar los Tag SNPs (tSNPs) con frecuencia del alelo minoritario

(MAF) igual o superior al 0,05 en poblacion CEU, que nos permitieran capturar
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en cada una de las regiones el 100% de los SNPs con r?>0,8. De acuerdo con
las reglas anteriores, se seleccionaron 27 tSNP que nos permitieron capturar

52 SNP.

El genotipado se realizo utilizando TagMan® SNP Genotyping Assays en
un LightCycler. Para verificar la reproducibilidad y precision inter-experimental,
el 8% de las muestras se duplicaron. Se impuso en el analisis una tasa de
control de calidad de muestra del 90% y una tasa de éxito de genotipado de

SNP del 90%.

5. Resultados:

Se encontraron diferencias significativas en las frecuencias alélicas y
haplotipicas en 5 tSNP ubicados en el locus TSLP y un tSNP ubicado en el
locus TLR3, demostrandose una asociacion estadistica positiva con EoE. Se
analizaron las interacciones entre los loci TLR3 y TSLP. Los individuos
TLR3+/TSLP- vy TLR3-/TSLP+ mostraron una susceptibilidad
significativamente reducida a EoE en comparacion con los individuos TLR3—
/TSLP- (OR=0,66, p=0,036 y OR=0,23, p=0,00014, respectivamente).
Asimismo, los individuos TLR3+/TSLP+ mostraron una menor susceptibilidad
de desarrollar EoE (OR=0.16, p=0.0001). Sin embargo, la ganancia de
interaccion atribuida a la combinacion de ambos genes fue negativa (IG= —
4,52%), lo que indica redundancia o efecto independiente. Ademas, se

encontr6 que el locus TLR3 estaba asociado con la sensibilizaciéon a
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aeroalérgenos y alimentos en pacientes con EoE (OR=9,67, pc=0,025 y

OR=0,53, pc=0,048, respectivamente).

No se encontraron diferencias significativas en el resto de los genes

estudiados (TLR4, FOXP3 y filagrina).

6. Conclusiones:

- Se describe por primera vez en la literatura una asociacion del gen TLR3

con la susceptibilidad a padecer EoE.

- Demostramos, también por primera vez la replicacion de la asociacion

del gen TSLP con susceptibilidad a la EOE, en una poblacion europea.

- En el estudio de interaccion de ambos genes (TLR3y TLSP)
demostramos que las interacciones de ambos genes tienen redundancia

o efectos independientes en la susceptibilidad de desarrollar EoE.

- Describimos por primera vez en la literatura, que variantes en el gen
TLR3 estan estadisticamente asociadas con sensibilizacion a los
aeroalérgenos y a los alimentos, sugiriendo la posibilidad de que estas
variantes puedan actuar como marcadores de los diferentes endotipos

de la EoE.
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Anexo |. Informe Comité de Etica de la Investigacién Clinica del HUVR, el 9 de

abril de 2012 con el codigo de registro 2012P1/079.

Servicio Andaluz de Salud
CONSEJERIA DE SALUD

INFORME DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION DE CENTRO H.U.
VIRGEN DEL ROCIO

El Comité de Etica de la Investigacién de centro H.U. Virgen del Rocio de Sevilla,
reunido en la Sesién celebrada el dia veintiocho de marzo de dos mil doce y segun
consta en el acta 03/12, ha valorado el estudio presentado por el Dr. D. Joaquin

Quiralte Enriquez, titulado:

2012P1/079 “La alergia a alimentos en la esofagitis eosinofilica:
diseflando un tratamiento eficaz a través del estudio de
biomarcadores de actividad clinica, inflamatorios y

genéticos”.

Céd 010470

Se emite INFORME FAVORABLE

En Sevilla, a nueve de abril de dos mil doce

Fdo.: Javier Baut|sta Paloma
Presidente

Hospital Universitano VIRGEN DEL-ROCIO
AVOA MANUEL SIUROT SUN - 41013 - SEVILLA
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Anexo Ill. Consentimiento comité biobanco

A Junta de Andalucia
Conseperia de Salud y Famdias

IORA ) L 35 1T LA M) U X O
. Ao A

Consentimiento informado para la donacién de muestras biolégicas y/o autorizacién de
acceso a datos para un proyecto especifico gestionado por el Biobanco del Sistema
Sanitario Pablico de Andalucia y uso posterior del sobrante de muestras en otros
proyectos.

DATOS DEL/DE LA DONANTE Y DE SU REPRESENTANTE (éste Gltimo sdlo en caso de incapacidad delde la
donante):

Apellidos y nombre del/de la Donante:
DNEINIE: oo,
Apellidos y nombre del/de la representante legal (cuando proceda):

DNITNIE: ...........ccoocinincsasianannannnns
PROFESIONALES QUE INTERVIENEN EN EL PROCESO DE INFORMACION Y/O CONSENTIMIENTO:

Los siguientes profesionales declaran que se ha explicado la informacion relativa a la donacidn de muestras biologicas:
Apellidos y nombre

DNI/NIE: ...,

CONSENTIMIENTO:

Y0, DUDRA. oottt ettt e et b e intts et neeebteennneeaes declaro que he leido y
comprendido el documento informativo, que acompania a este consentimiento y del que se me ha entregado un
ejemplar.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio

(Titulo del proyecto)
y sobre el Biobanco del Sistema Sanitario Piblico de Andalucia que podra entregar las muestras y datos para ofros
proyectos relacionados con la misma linea o area de investigacion garantizando siempre el cumplimiento de la
legislacion vigente.

(Indicar Linea/Area Investigacion segun capitulos CIE-10):

I |

Usted autoriza a que las muestras y datos sobrantes puedan ser cedidas también a proyectos de las siguientes areas o
lineas de investigacion:

[C] Ciertas enfermedades infecciosas y parasitarias (A00-B99)

[ Neoplasias (C00-D49)

["] Enfermedades de la sangre y organos hematopoyéticos y ciertos frastomos que afectan al mecanismo

inmunolagico (D50-D89)

["] Enfermedades endocrinas, nutricionales y metabdlicas (E00-E89)

[C] Trastomos mentales, del comportamiento y de! desarrolio neurolégico (FO1-F99)

Ejemplar para Bicbanco

Consentimiento informado para ls donacidn de muestras biclogicas yo aulorizaciia de soceso 8 dalos pars un proyedlo espect fico gestionado por & Biobanco del
Sistema Sanitario Publics de Andaluct 8 y uso posterior del sobeante de musskas en olros proyecies. Veerside 1.0- 25 febrero - 2020
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A Junta de Andalucia
Comseperia de Salud y Famdias

IR ) DL 35 1WA LA adn) U O
" AN A

[] Enfermedades del sistema nervioso (G00-G99)

[ enfermedades de! 0jo y sus anexos (H00-H59)

["] Enfermedades del oido y de la apofisis mastoides (H60-H95)

[] Enfermedades de! aparato circulatorio (100-199)

[] Enfermedades del aparato respiratorio (J00-J39)

[ Enfermedades del aparato digestivo (K00-K95)

[] Enfermedades de la piel y del tejido subcutaneo (LOO-L99)

("] Enfermedades de! aparato musculoesquelético y del tefido conectivo (MO0-M39)
(] Enfermedades del aparato genitourinario (N0O-NS9)

["] Embarazo, parto y puerperio (000-09A)

[T] Ciertas afecciones originadas en el periodo perinatal (P00-P96)

[] Malformaciones congénitas, deformidades y anomalias cromosomicas (Q00-Q39)
[ILesiones traumaticas, envenenamientos y otras consecuencias de causas externas (S00-T88)

Asi mismo, consiente que las muestras puedan ser utilizadas para ofros fines:
[] Docencia
[] Control de calidad

He podido hacer preguntas sobre la informacion recibida y hablar con el profesional indicado, quien me ha resuelto
todas las dudas que le he planteado.

Deseo que dichas muesiras y los datos clinicos asociados se incorporen en el Biobanco de forma:

L1 Codificada (seran idenfificadas con un codigo que protege mi identidad, siendo posible volver a ligarlas
conmigo) o

L1 Anonimizada (no se podran asociar las muestras conmigo, por haberse eiminado de forma irreversible la
vinculacion entre las mismas y mi idenfidad).

Autorizo que se pueda contactar conmigo posteriormente (siompre que no se trate de muestras anonimizadas):
L8l

LINO

En caso afirmativo, por favor, indique los medios para hacerlo:

Teléfono: (INAICAr MUMEID)............eeeeieeiiie ettt eaa e
Correo electronico: (indicar direCCion)...........couveeueoiiiieicaeeie et et eeeeaeane
OAros: (IAENEAICAT)......cceeevieeeeiiei ittt st

Ejemplar para Bicbanco

Consenlimiento informado para s donacicn de muesiras biclogicas ylo aulorizaciin de scceso a dalos pars un proyedo espect fico gestionado por o Biobhenco ded
Sistema Sanitario Publico de Andaluc! 8 y uso posterior del sobeanie de mussias en olros proyecios. Veerside 1.0- 25 febrero - 2020
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A Junta de Andalucia
Conseperia de Salud y Famdias

IR ) R 35 A AN ) U X O
- A

Autorizo a recibir informacion sobre datos genéticos ylo datos relevantes para mi salud (si solicita que las muestras
sean anonimizadas, no podra recibir esta informacion)
Marque lo que proceda:

L8l

[INO

Comprendo que puedo retirarme del estudio o retirar las muestras del Biobanco del SSPA:
- Cuando quiera
- Sin tener que dar explicaciones

- Sin que repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad a participar en el proyecto informado y al fratamiento de mis muestras y datos en los
términos informados.

En ,a de de
EL/LADONANTE EL/LA REPRESENTANTE LEGAL
(sblo en caso de incapacidad
del/de la donante)
Fdo.: Fdo.:

PROFESIONAL QUE INFORMA

Fdo.:

Ejemplar para Biobanco

Consenlimiento nformado para ls donacicn de muestras biclogicas yo aulorizaciin de soceso 8 dalos pars un proyedo egpect fico gesticnado por o Biohanco del
Sistema Sanitario Publios de Andakuc! 8 y uso posterior del sobeanie de mussias en olros proyecios. Versida 1.0- 25 febrero - 2020
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Anexo lll. Panel de 17 aeroalérgenos y 22 alimentos de origen

animal y vegetal.

1. Panel de alergenos inhalantes:

Acaros: Pélenes:
- D. Pteronyssinus - Olea europea
- Glyciphagus - Phleum
- Cupressaceas
Hongos: - Platanus acerifolia
- Alternaria alternata - Artemisia
- Aspergillus - Salsola Kali
- Parietaria juadaica
Epitelio de animales: - Prup p 3 (melocotén)
- Perro
- Gato
- Caballo
Anisakis Latex

2. Panel de alimentos de origen animal y vegetal:

Leche Meldn Avena
Huevo clara Nuez Centeno
Huevo yema Cacahuete Trigo
Gamba Lentejas Maiz
Almeja Tomate Arroz
Calamar Kiwi Cebada
Bacalao Melocotdn piel Soja
Merluza
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Anexo IV. Produccion cientifica del doctorando en relacion con el

tema de investigacion.

Articulos publicados:
1. Avila-Castellano R, Garcia-Lozano JR, Cimbollek S, Lucendo AJ,

Bozada JM, Quiralte J. Genetic variations in the TLR3 locus are

associated with eosinophilic esophagitis. United European
Gastroenterol J. 2018;6(3):349-357. doi:10.1177/2050640617732643

2. Avila_Castellano Robledo, Stefan Cimbollek, Joaquin Quiralte.

Defining the role of food allergy in a populations of adults patients
with Eosinophilic Esophagitis. Inflammations & Allergy- Drug
Targets, 2010; vol9: n° 3.

3. Elisa Gomez Torrijo, Charo Goénzalez Mendoliola, Manuela Alvarado,

Robledo Avila, Alicia Prieto Garcia, Teresa Balbuena et al. Eosinophilic

esophagitis:review and Update. Frontiers in medicine. October 2018. Vol 5

Article 247.

Comunicaciones a congresos internacionales:

1. Genetics variants in the TLR3 locus are associated with eosinophilic
esophagitis in Spanish population. EAACI Congress 1-5 Junio 2019.
Lisboa. (Portugal). Sociedad Europea de Alergologia e Inmunologia
clinica.

2. Genetics variants in the TLSP locus here associated with eosinophilic
esophagitis in Spanish population. EAACI Congress 1-5 Junio 2019.
Lisboa. (Portugal). Sociedad Europea de Alergologia e Inmunologia
clinica.

3. Clinical food allergy phenotypes in a population patients with
eosinophilic esophagitis. XXIX Congress of the European Academy of
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Allergy and clinical Inmunology. Londres. Reino Unido, 5-9 Junio
2010.

Comunicaciones a congresos nacionales:

1. Estudio De Polimorfismos Genéticos Asociados a la Esofagitis
Eosinofilica. Simposium internacional avences y perspectivas en
alergia cutanea. SEAIC. Maspalomas 23-26 Octubre de 2019.

2. Tratamiento dietético en Esofagitis eosinofilica: estudio
observacional retrospectivo. XXX| Congreso de la Sociedad
Espafola de Alergologia e Inmunologia Clinica. Valencia, 24 al 27
de octubre de 2018

3. Fenotipos clinica de alergia alimentaria en una poblacion de
pacientes adultos con esofagitis eosinofilica. XVIlI Congreso de la
Sociedad Espafiola de Alergologia e Inmunologia clinica. Madrid
10-13 de Noviembre, 2010.

Comunicaciones a congresos regionales:

1. Patron de sensibilizacion a alimentos en 14 pacientes con
Esofagitis Eosinofilica. XXXVIII Reunién Alergosur. 21,22 y 23 de
Mayo de 2009.
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Ponencias en congresos nacionales:

1. De ambito nacional: (3)

Esofagitis eosindfilica: diagnostico, tratamiento y seguimiento. Simposio
Internacional de Alergia Alimentaria. 100 afios de Inmunoterapia.
Barcelona 10-12 Noviembre 2011. 1 hora.

Enteropatias eosinofilicas: punto de vista alergoldgico. XXIX Congreso
Nacional de la Sociedad Espariola de Alergologia e Inmunologia Clinica.
Salamanca. 22 a 25 de Octubre de 2014. 1 hora.

Dietas en Esofagitis Esosinofilica. Jornadas de la Cloenda de la Societat
Catalana dAl-lérgia i Inmunologia Clinica. Barcelona 29 de Mayo de
2015. 1 hora.

2. De ambito regional: (1)

Ponencia Alergia Alimentaria. Manejo del paciente con esofagitis
eosinofilica. Experiencia de diferentes protocolos de tratamiento.
Reunion XLVIII Alergosur. Jaén 20-22 de Junio 2019. Sevilla.

Premios y becas recibidos por el doctorando en relacién al

tema de investigacion:

Premio de la Convocatoria de Becas de la Fundacion Alergosur 2015,
otorgado durante la celebracion de la XLIV Reunion Alergosur. 28-30 de
Mayo 2015. Granada.

Titulo del proyecto: Estudio de expresion de marcadores inflamatorios en
biopsias de pacientes con EoE dependiente de alimentos pre y post
intervencion dietética.

Premio de la Convocatoria de Becas de la Fundacion Alergosur 2013,

otorgado durante la celebracion de la XLII Reunién Alergosur, 31-1 Junio
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de 2013. Zahara de los Atunes. Titulo del proyecto: La alergia a
alimentos en la Esofagitis Eosinofilica: disefiando un tratamiento eficaz a
través de biomarcadores de actividad clinica, inflamatorios y genéticos.

Premio a la mejor comunicacion oral: Patron de sensibilizaciéon a
alimentos en 14 pacientes con Esofagitis Eosinofilica. XXXVIII Reunién

Alergosur. Jaén 21,22 y 23 de Mayo de 2009.
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Abstract

Background: Eosinophilic esophagitis (EoE) is an antigen-driven disease mediated by an abnormal immune Th2 response.
Objective: The objective of this article is to investigate genes associated with regulating immune responses leading to
disease susceptibility.

Methods: Twenty-seven tag single nucleotide polymorphisms (1SNPs) selected in five candidate genes (TLR3, TLR4, FOXP3,
FLG and TSLP) were genotyped in 218 EoE patients and 376 controls. Skin prick tests were carried out in EoE patients with a
panel of 17 aeroallergens and 22 plant- and animal-derived foods.

Results: Five t1SNPs located in the TSLP locus and one 1SNP located in the TLR3 locus were significantly associated with EoE.
The interactions between TLR3 and TSLP loci were analyzed. TLR3+/TSLP- and TLR3-/TSLP+ individuals showed a signifi-
cantly reduced susceptibility to EoE compared to TLR3-/TSLP- individuals (OR =0.66, p=0.036 and OR =0.23, p=0.00014,
respectively). Likewise, TLR34-/TSLP+ individuals showed the most decreased susceptibility of developing EoE (OR =0.16,
p=0.0001). However, the interaction gain attributed to the combination of both genes was negative (IG = -4.52%), which
indicated redundancy or independent effect. Additionally, TLR3 locus was found to be associated with aeroallergen and food
sensitization in EoE patients (OR=9.67, p.=0.025 and OR=0.53, p. = 0.048, respectively).

Conclusion: TLR3 constitutes a novel genetic susceptibility locus for developing EoE, and the effects would be independent
of TSLP.

Keywords

Eosinophilic esophagitis, genetic susceptibility, thymic stromal lymphopoietin, Toll-like receptor, single nucleotide
polymorphism

Recewed: 15 June 2017; accepled: 23 August 2017

Key summary
Summary of established knowledge on this subject
1. Eosinophilic esophagitis (EoE) results from an abnormal immune response to food and airborne
allergens, which are characterized by a predominantly Th2-type inflammatory response.
2. Thymic stromal lymphopoietin (T'SLP) has been identified as a major candidate gene involved in the
pathogenesis of the disease.
3. Primary esophageal epithelial cells express TSLP in response to Toll-like receptor 3 (TLR3) signaling.
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What are the significant and/or new findings of this study?

1. We have replicated the association of the TSLP gene with EoE.
2. This study describes the TLR3 gene as a novel genetic susceptibility locus for developing EoE for the first

time.

3. The TLR3 gene was found to be associated with aeroallergen and food sensitization in EoE patients.

4. Our results suggest that there is a non-synergic effect

between TSLP and TLR3 genes, which suggests that

the interaction of both genes have redundancy or independent effects.

Introduction

Eosinophilic esophagitis (EoE) is a chronic inflamma-
tory condition that is clinically characterized by symp-
toms of esophageal dysfunction and histologically
characterized by cosinophil-predominant inflamma-
tion.' The current annual incidence of EoE is estimated
to be 7.2 new cases per 100,000 people, and the preva-
lence in males is approximately 2.5-fold higher than in
females.” EoE results from an abnormal immune
response to food and airborne allergens, and most
patients with EoE also exhibit several atopic diatheses,
including allergic rhinitis, bronchial asthma and
eczema, which are the most common.® EoE patients
also have a high rate of immunoglobulin (Ig)E-
mediated food allergy, which is estimated to be 10
times higher compared to the general population,
which suggests that the palhogcncsis of EoE and
atopy involve common processes ™ characterized by a
predominantly T helper 2 (Th2)-type inflammatory
mmnsc.° EoE today represents one of the most rele-
vant topics in gastroenterology and allergology, but
after 20 years of research on the causes of this disorder,
a full explanation of the pathophysiology of EoE has
yet to be determined. The familiar associations of cases
reveal common genetic predispositions that underlie the
increased concordance of EoE in monozygotic (58%)
and dizygotic twins (36%) compared to siblings
(2.4%).” Research on candidate-gene identification
and genome-wide association studies (GWAS) have
identified multiple genes that are likely contributing
to the development of EoE.*'" among which thymic
stromal lymphopoietin (7SLP) has a predominant pos-
ition."" TSLP is a cytokine produced by esophageal
epithelial cells, which acts by driving dendritic cells
(DCs) toward a Th2 response and constitutes an essen-
tial link between epithelial cell activation and allergic
inflammation.'> The cosinophilic infiltration of EoE
can therefore be considered the consequence of Th2-
type inflammation driven by TSLP secreted by esopha-
geal epithelial cells, which appears under the influence
of a genetic predisposition. “I" In addition to TSLP,
calpain 14 (CAPNI4), EMSY, LRRC32, STATS,
ANKRD27 and CCL26 are known to play relevant
roles in the origin of EoE."

However, the same studies of a familiar association
and others assessing the effects of early life exposures

on the risk of EoE also demonstrate the substantial
influence that the environment (including exposure to
dust mites and microorganisms, foods consumed, anti-
biotic use and even the esophageal microbiota)'® has
through epigenetic mechanisms. Changes in the esopha-
geal microbiota linked to EoE are arising as a novel but
potentially essential causative factor in triggering and
maintaining EoE"® with Toll-like receptors (TLRs) as
the interaction point between bacteria and mucosal
immunity. In fact, the activation and maturation of
antigen-presenting cells (APCs) and regulatory T cells
(Tregs) depend on TLR-mediated signaling. TLRs are
transmembrane pattern recognition receptors located in
intestinal epithelial cells and basal lamina that respond
to microbial signals and distinguish different types of
pathogens from commensal bacteria.'® Increasing evi-
dence points toward a relevant role for genetic poly-
morphisms affecting TLR function in inappropriate
inflammatory l’t:spomn:s.'6 TLR2, 4, 6, 7, 8 and 9 are
significantly associated with allergic asthma and
alopy.”"s and TLR4-dependent signals provided by
the intestinal commensal flora inhibit the development
of allergic responses to food antigens;'®'” TLR3 can
signal inflammatory responses in human epithelial
cells. ™" Preliminary results have documented changes
in the expression levels of several TLRs that reverse
after effective dietary therapy.”

An impairment of immune homeostasis maintained
by CD4+CD25+FOXP3+4Tregs, which is a subtype of
T cell that expresses the interleukin (IL)-2 receptor
alpha chain (CD25) and the transcriptional regulator
forkhead box P3 (FOXP3) protein, also arises as poten-
tially involved in EoE. Tregs are important components
in the immunoregulatory suppression of T cell prolifer-
ation and function, which directly or indirectly sup-
presses effector cells in  allergic inflammation,
including eosinophils.”™** Tregs cells are significantly
increased in the esophageal tissue of EoE patients,
which suggests that a negative feedback mechanism
exists to regulate an inflammatory response triggered
by external stimuli or allergen c.v&posun:.25 In this
sense, TLR4 is associated with the amplification of
the suppressive function of Tregs and may influence
allergic responses to food umigx:ns.'8

On the other hand, polymorphisms in epithelium-
specific genes have also been associated with EoE
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susceptibility. A loss of function caused by a single
nucleotide polymorphism (SNP) in the filaggrin gene
(FLG) (2282del14) is associated with EoE independent
of the atopic status of the patient.”® IL-13, which is a
Th2-type cytokine that is over-expressed in esophageal
epithelial cells from EoE patients, strongly decreases
FLG cxprc:ssion.26 !

With this background, our research aims to analyze
the role of genes associated in regulating immune
responses of patients with EoE. First, we will evaluate
whether the TLSP loci are associated with a risk for
developing EoE in a Spanish Caucasian population.
Second, possible associations between TLR3, TLR4,
FOXP3, and FLG and susceptibility of presenting
EoE will be studied.

Patients and methods
Patients

A total of 218 adult patients with EoE (170 males;
mean age at diagnosis 35.4 years) and 376 healthy eth-
nically matched bone marrow donors were selected for
this study. To avoid the confounding effects of the gen-
etic associations investigated with other conditions,
EoE patients who had other autoimmune conditions
(i.e. celiac disease, diabetes mellitus and thyroid dis-
orders) were excluded. All patients and controls were
unrelated Spanish Caucasian individuals who were
recruited at two Spanish hospitals:  Hospital
Universitario Virgen del Rocio (Sevilla) and Hospital
General de Tomelloso (Ciudad Real). This study was
approved by the Comité de Etica de la Investigacion del
Hospital Universitario Virgen del Rocio, Sevilla, on
April 9, 2012 (Code 2012P1/079). The study protocol
conforms to the ethical guidelines of the 1975
Declaration of Helsinki as reflected in a prior approval
by the institutions’ human research committee.
Informed consent for the procedures was obtained
from all patients included in the study.

Participants were diagnosed as having EoE if they
met the following accepted criteria:™ (i) symptoms
related to esophageal dysfunction, (ii) one or more
mucosal biopsies that demonstrated at least 15 eosino-
phils per high-powered field (hpf), (ii1) persistence of
cosinophilic mnfiltration after an eight-week trial with
a proton-pump inhibitor drug at double doses, and
(iv) exclusion of other potential causes of esophageal
cosinophilia.

Allergic sensitization tests

To evaluate allergic comorbidities, skin prick tests
(SPTs) were carried out in every EoE patient by using
standard methods®™ with a panel of 17 commonly

distributed acroallergens (including mites, molds,
pollen and animal dander) and 22 plant- and animal-
derived food antigens (milk, egg, shrimp, squid, clam,
cod fish, chicken meat, walnut, peanut, pepper, tomato,
potato, onion, soy, lentil, carrot, peach, kiwi, melon,
banana, wheat and rice). SPTs were performed at the
flexor surface of the forearm with reactions read out
after 15 to 20 minutes. SPTs were positive if the mean
wheal diameter was >3 mm over the negative control.
Saline solution and histamine solution were respectively
used as negative and positive controls. Sensitization to
airborne or food allergens was considered as a dichot-
omous variable and was exclusively based on the posi-
tivity or negativity of skin allergy testing.

SNP selection and genotyping

Genomic DNA was extracted from blood leukocytes
using the QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) according to the manufacturer's recommen-
dations and stored at -20°C.

Five candidate genes previously identified as relevant
for EoE pathophysiology were selected based on their
function in innate host defense: TLR3, TLR4, FOXP3,
FLG and TSLP. Tag single nucleotide polymorphisms
(ISNPs) were selected across each locus from the desig-
nated set of common SNPs genotyped in the Central
European-like Utahns (CEU) population (HapMap
Project, Release 28, Phase 114111, National Center for
Biotechnology Information (NCBI) build 36 assembly,
dbSNP bi126; http://www. hapmap.org). The (SNPs
selection was performed with pairwise r°>0.80 and
minor alkle frequency (MAF)>=0.05 using the
Haploview v4.0 software (http://www.broad.mit.edu/
mpg/haploview/download.php).”” According to the
above rules, 27 tISNPs that permitted us to capture 52
SNPs were selected (Table 1). Genotyping was per-
formed using TagMan® SNP Genotyping Assays
(Applied Biosystems, Barcelona, Spain) in a
LightCycler 480 (Roche, Barcelona, Spain). To verify
inter-experimental reproducibility and accuracy, 8% of
the samples were duplicated. A 90% sample quality
control rate and 90% SNP genotyping success rate
was imposed on the analysis.

Statistical analyses

Allele frequency distributions were compared using the
12 test, and a corrected p value (p.) was calculated from
10,000 permutations (Haploview program). Genotypes
of each SNP were assessed according to dominant (AA
vs. AB+BB (A, major allele; B, minor alleke)) or reces-
sive (AA+AB vs. BB) models. The odds ratios (ORs)
with their corresponding 95% confidence intervals
(95% Cls) and logistic regression were calculated
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Table 1. Tag SNPs included in this study.

Gene CHR Tag SNPs SNPs captured
TLR3 & rs5743303 rs5743303, rs5743312,
15377529
rs5743305 rs5743305
rs11721827 rs11721827, rs11730143,
rs11732384
rs7657186 rs7657186, rs13108688
rs13126816 rs13126816, rs6552950
rs7668666 rs7668666
153775292 153775292
153775291 153775291
TLR& 9 rs19279164 rs1927914, rs2149356,
rs1927911
rs10759932 rs1927907, rs10759932,
155030717
rs5030728 rs5030728, rs2770146
rs12377632 rs12377632
rs11536889 rs11536889
rs7873784 rs7873784
FLG 1 rs2065956 157522925, rs2065956,
rs12607748
rs2065958 rs2065958
rs11582620 rs11582620
rs11204981 rs2184953, rs11204981,
rs3126066, rs11584340,
rs3120659, rs11204980,
rs6587666
rs11586114& rs11586114, rs11206978,
152065955
FOXP3 X rs2280883 rs3761548, rs2280883
rs3761549 rs3761549, rs3761547
TSLP 5 152289276 rs11666741, rs2289276
rs1898671 rs1898671
rs10062929 rs11466750, rs10062929
152289277 152289277
152289278 152289278
rs11466749 rs11466749

CHR: chromosome; SNP: single-nucleotide polymorphism; TIR: Toll-like
receplor; FLG: filaggrin gene; FOXPX: forkhead box P3; TSLP. thymic stromal
lymphopoietin.

using OpenEpi v3.01 software online (http://www.
openepi.com). P values < 0.05 were considered statistic-
ally significant.

Gene-gene interactions were evaluated using the
non-parametric multifactor dimensionality reduction
(MDR) method.”" To interpret combination effects,
an entropy-based analysis was used. Interaction entropy
uses information gain to gauge whether interactions
between two (or more) variables that were con-
sidered independent exist.™ Entropy is estimated for

cach individual attribute (i.e. main effects) and each
pair-wise combination of attributes (i.e. interaction
effects). Therefore, the main effects of each factor can
be compared to the interaction effect to determine
whether interactions are additive or non-additive.
There is evidence for a synergistic interaction when a
positive value is obtained combining two (or more) vari-
ables. Conversely, there are redundancy or independent
effects when a negative value is obtained by loss of
information.™

Results

Acroallergen and food sensitization, as estimated by a
positive SPT result, were found in 72.22% and 61.46%
of the whole series of 218 patients with EoE, respect-
ively. The successful rate of genotyping was =98% for
all SNPs included, and genotypes were unequivocally
assigned for all the cases except in 11 controls. The
study population was found to be in the Hardy-
Woeinberg equilibrium for all the polymorphisms that
were analyzed (p = 0.05).

No statistically significant differences were found
between EoE patients and control individuals in the
distribution of the allelic frequencies of any of the
SNPs of TLR4, FOXP3 and FLG loci (data not
shown). However, five tSNPs located in the TSLP
locus and one tSNP located in the TLR3 locus were
significantly associated with EoE (Table 2). Since the
prevalence of EoE in males is higher than in females, a
gender-stratified analysis of EoE patients and controls
was carried out to determine whether TSLP and TLR3
variants contribute to this gender bias (Table 3).
Significant differences remained unchanged between
patients and controls in the male group, and only the
rs2289276 polymorphism in the TSLP gene was not
associated after p correction (p=0.013 and p.=0.065).
Regarding female patients, no significant differences in
the distribution of alleles were found, and the trend
in the distribution was similar to the one observed in
the male group. The TSLP gene polymorphism
rs10062929 was found to be associated before p correc-
tion (p=0.016).

To further clarify whether the contribution of TSLP
and TLR3 loci to EoE susceptibility detected in univari-
ate analyses might have synergistic effects, a logistic
regression test was performed to analyze interactions
between the two polymorphisms with the highest stat-
istical significance (rs3775292 of the TLR3 locus and
rs10062929 of the TSLP gene). In both polymorphisms,
statistically  significant  differences  were  observed
between patients and controls in a dominant model
(Table 4). Therefore, patients and controls carrying a
C allele (CG or CC) in rs3775292 were classified as
TLR3+4. Similarly, individuals carrying the A allele
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Table 2. Minor allele frequendies of the SNPs studied in the TSLP and TLR3 genes in EoE patients and healthy

controls.
Gene Controls Patients
SNP MA {n=1365) (n=218) p P. OR [95% Cl)
TSLP
152289276 T 0.309 0.233 0.0078 0.04629 0.68 {0.51-0.90)
rs1898671 T 0.389 0.484& 0.0023 0.0162 1.47 {1.16-1.89)
rs10062929 A 0.123 0.036 6,18E-06 1.0E-05 0.68 {0.51-0.90)
152289277 G 0.632 0.298 1,71E-05 1.0E-06 0.67 {0.51-0.90)
152289278 G 0.046 0.045 0.941 NS
rs11466749 G 0.135 0.071 0.0018 0.0106 0.68 {0.51-0.90)
TR3
1s5743303 T 0.192 0.210 0.5072 NS
155743305 A 0.615 0364 0.0172 0.0584
rs11721827 C 0.082 0.077 0.7728 NS
157657186 A 0.251 0.19& 0.02647 NS
rs13126816 A 0.246 0.305 0.0298 NS
157668666 A 0.276 0.273 0.9166 NS
153775292 C 0.271 0.196 0.0039 0.0288 0.65 {0.649-0.87)
153775291 T 0.309 0.334 0.3732 NS

SNP: single-nuclectide polymorphism; MA: minor allele; EoE: eosinophilic esophagitis; TSLP: thymic stromal lymphopoietin;
TR Toll-like receptor 3; OR (95% C1): odds ratio with 95% confidence interval; NS: mot significant p > 0.05. p.: corrected p
value, 10,000-fold permutation testing.

Table 3. Distribution of allelic frequencies of the SNPs studied in the TSLP and TLR3 genes after stratification by gender.

Males Females
Gene Controls  Patients Controls  Patients
SNP MA [n=174) [n=170) p P OR (95% ) (n=191} (n=48) p P OR (95% Cl)
TSLP
rs2289276 T 0318 0.229 0.013 0.0654 0.299 0.264 03079 NS
rs1898671 T 0.366 0.493 0.0013 0.0063 1.68 (1.22-2.31}) 0.397 0.453 03395 NS
rs10062929 A 0.132 0.038 7.66E-05 0.0003 0.26 (0.12-0.53) 0.113 0.027 0.0167 0.0807 0.20 (0.04-0.85)
152289277 G 0.443 0.287 6.13E-05 0.0003 0.26 (0.12-0.53) 0.425 0.333 01219 NS
152289278 G 0.042 0.056 0.6625 NS 0.053 0.013 0.1287 NS
rs11466749 G 0.1645 0.065 0.0016 0.0084 0.26 (0.12-0.53) 0.128 0.090 036429 NS
TR3
rs5763303 T 0.200 0.216 0.6372 NS 0.175 0.188 0.791& NS
rs5743305 A 0.426 0.348 0.0353 NS 0.410 0.330 0.1562 NS
rs11721827 C 0.066 0.078 05152 NS 0.08& 0.073 05176 NS
rs7657186 A 0.253 0.189 0.0456 NS 0.250 0.208 03951 NS
rs13126816 A 0.233 0.291 0.0908 NS 0.264 0.356 0.0870 NS
rs7668666 A 0.280 0.288 0.8200 NS 0.263 0.219 03700 NS
rs3775292 0.284 0.190 0.0036 0.0282 0.59 (0.61-0.84) 0.258 0.218 0.6277 NS
rs3775291 T 0.286 0323 0.2899 NS 0.333 0.375 0.6629 NS

SNP: single-nuclectide polymorphism; MA: mimor allele; TSLP: thymic stromal lymphopoietin; TIRE: Toll-like receptor 3; OR (95% CI): odds ratio with 95%

confidence interval; NS: not significant p > 0.05.

p.: corrected p value, 10,000-f0ld permutation testing.
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Table &. Distribution of genotypes of the SNP rs3775292 {TLR3) and rs10062929 {TSLP) and dominant and

recessive models.

Dominant model Recessive model
EoE
Controls patients p OR (95% Cl) P OR (95% Cl)

TLR3 rs3775292

o« 28 9 0.0062 0.60 {0.62-0.85) 0.09 0.52 {0.22-1.10)

((<] 164 67

GG 193 162
TSLP rs10062929

AA 6 2 1.1E-6 0.23 {0.11-0.64) 0.36 0.36 {0.01-2.46)

AC 78 13

« 276 203

Model dominant: CC+CG vs GG (TLRY and AA+AC vs CC (TSLA.

Model recessive: CC vs (G+GG TRLI) and AA vs AC+CC (TSLA).

SNP: single-nucleotide polymorphism; EoE: eosinophilic esophagitis; TIR2: Toll-like receptor 3; TSLP: thymic stromal ym-
phopoietin; OR (35% Cl): odds ratio with 95% confidence interval.

Table 5. Frequendies of combinations of rs3775292 (TLR3) and rs10062929 (TSLP) in EoE patients and controls.

TLR3-/TSLP- TLR3+/TSLP- TLR3-/TSLP+ TLR3+/TSLP+
Patients (n=218) 127 (58.25%) 77 (35.33%) 9 (4.13%) 5 (2.29%)
Controls  (n=1360) 145 (40.27%) 132 (36.65%) 46 (12.77%) 37 (1027%)
OR (95% CI) 1 0.66 (0.64-0.96) 0.23 (0.10-0.53) 0.16 {0.05-0.47)
p <0.0001 0.036 0.00014 0.00010

OR (95% CI) and p values were calculated using logistic regression.
EoE: eosinophilic esophagitis; TLRE: Toll-like receptor 3; TSLP: thymic stromal lymphopoieting OR (35% Cl}: odds ratio with

95% confidence interval.

(AA or AC) in rs10062929 were classified as TSLP+.
Individuals with 0 copies of both SNPs alleles (TLR3-/
TSLP-) were used as a reference group. A statistically
significant lower susceptibility to EoE was found in
individuals carrying TLR34/TSLP- and TLR3-/
TSLP +compared to individuals carrying the TLR3-/
TSLP- genotype with OR =0.66 (p=0.036) and 0.23
(p=0.00014), respectively. Furthermore, the suscepti-
bility to EoE was reduced substantially among individ-
uals carrying TLR3+/TSLP+with an OR=0.16
(p=0.0001) (Table 5). To complement logistic regres-
sion analyses, MDR software was used to further
evaluate gene-gene interactions. For analyzing whether
the observed interaction between both attributes, TLR3
and TSLP, had or did not have a synergistic effect, we
found a negative interaction gain value (I1G =-4.52%)
(Table 6). This negative value occurred because the per-
centage of entropy removed by the interaction of both
TLR3 and TSLP was 3.36% less than the sum of the
percentage of entropy removed by each attribute
(0.78% and 7.09%, respectively). This result suggests
that the interaction of both genes had redundancy or
independent effects.

Finally, the possible associations between TSLP and
TLR3 gene polymorphisms and the allergic phenotype
of EoE patients was investigated. Case-only pheno-
type analyses of patients with EoE revealed no associ-
ation between TSLP and sensitization to food or
inhalant allergens. In contrast, two SNPs in the TRL3
locus, rs11721827 and rs5743303, were found to
be associated with sensitization to aeroallergens and
food, respectively. The frequency of the rs11721827C
allele was significantly higher among EoE patients
sensitized to aeroallergens (9.4% vs. 1.1% in non-sen-
sitized patients, p.=0.025, OR=9.67). In contrast,
the frequency of the rs5743303T allele was lower
among patients with EoE who were sensitized to
food (17.5 vs. 28.5%; p.=0.048) with an OR of 0.53
(Table 7).

Discussion

This study describes the TLR3 gene as a novel genetic
susceptibility locus for developing EoE for the first
time. Additionally, we have replicated the association
of the TSLP gene with EoE described in an American
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Table 6. Information gain estimated for each individual locus and combination of both loci.
Interaction
Information gain by each locus Information gain by combination of both loci gain
Attributes H{A H{AQ H(B) H(BCO I1(AQ 1(B:C) H(AB) H (ABC) | [AB:C) 16 (A;B; Q)
TLR3 12693 12616 0.0078
(0.78%)
TSLP 0.9629 0.892 0.0709
{7.09%)
TLR3/TSLP 0.9987 0.9651 0.0336 ~0.06452
(3.36%) (~4.52%)
H (A}, H B}, H [AB): entropy attributed to TLRY and TSLP individually and the combination of both leci.
H {AC), H BC), H [ABC): conditional entropy attributed to TLR3 and TSIP individually and the combination of both lodi.
1{A; C) = H A} = H |AC): information gain |percentage of entropy remaoved) by TLRS attribute (main efedt).
1{B; Q)= H [B) = H [BC): information gain (percentage of entropy removed) by TSLP attribute (main effect).
1 {AB; C) = H |AB] = H (ABC): information gain (percentage of py d} by the ba of both attributes (interaction effect).
1G (A; B; Q) =1 |A; O)+1(B; Q-I |AB; C): interaction gain by the combination of both attributes.
TLRE: Toll-like receptor 3; TSLP: thymic stromal lymphopoietin.
Table 7. Minor allele frequencies of the SNPs studied in the TLR3 gene in EoE patients.
Aeroallergens Food allergy
TR3 Negatives  Positives O0R Negatives  Positives OR
SNP MA  (n=54) (=164} p [ (95% CI) {n=84) (n=134) p P (95% Cl)
rs5763303 T 0.255 0.199 02521 NS 0.285 0.175 0.014 0048 053
(0.32-0.88)
rs5743305 A 0.362 0.351 0.8575 NS 0331 0.367 0.4906 NS
rs11721827 0.011 0.09& 0.0071 0.0255 9.67 0.038 0.092 0.0603 NS
(1.29-72.28)
157657186 A 0.196 0.20& 0.8569 NS 0.190 0.208 0.6861 NS
rs13126816 A 0.315 0.303 0.8297 NS 0.294 0314 0.698 NS
157668666 A 0.277 0.268 0.873 NS 0.308 0.250 0.2329 NS
rs3775292 C 0.234 0.196 04262 NS 0.223 0.196 0.5358 NS
153775291 T 0.394 0.326 0.2337 NS 0.346 0.362 0.9308 NS

SNPs: singlesnuclectide polymorphisms; TLR3: Toll-like receptor 3; EoE: eosimophilic esophagitis; MA: minor allele; OR (3%%C1): odds ratio with 95%

confidence interval; NS: not significant p > 0.05.
pe: corrected p value, 10,000-40ld permutation testing.

cohort of European origin in a Spanish population.” "'

This result confirms the role played by SNPs in the
TSLP gene in the pathogenesis of EoE. However, the
association between TSLP and EoE susceptibility was
statistically significant for male patients only, which
probably occurred because of the low number of
female patients with EoE included in our study. Thus,
an equivalent role for TSLP in both genders cannot
be ruled out since a non-significant trend in SNP fre-
quencies was present in the female group. It is notable
that the direction of the disease risk (OR) was similar in
this study and previous studies. Therefore, rs2289276,
rs10062929, rs2289277 and rs11466749 had an OR < |
and, in contrast, rs1898671 had an OR = 1.

Since the TSLP gene has been identified as a well-
established genetic marker that confers risk for develop-
ing EoE.>'" we analyzed the contribution of TLR3 in
relation to TLSP using a logistic regression method.
This model suggests that certain alleles of the TLR3
gene contribute to EoE susceptibility when associated
alleles of the TSLP gene are absent, whereas TLR3
could also act as an additional susceptibility factor in
individuals with associated TSLP alleles. In addition,
we used the MDR method™' " to better study the inter-
action between TLR3 and TSLP genes. MDR is a non-
parametric and model-free method alternative to logistic
regression that is effective for relatively small sample
sizes. The interaction entropy analysis revealed no
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statistical epistasis between TLR3 and TSLP genes
(1G =-4.52%). Biological epistasis is the result of phys-
ical interactions among biomolecules within gene regu-
latory networks and biochemical pathways.”™ In this
manner, TLR3 has been revealed as a key regulator of
TSLP expression and function.”™" TLR3 recognizes
double-stranded RNA (dsRNA), which is found in
some viruses, and the stimulation of primary esophageal
epithelial cells with poly I:C (a dsRNA mimetic) induces
the expression of TSLP messenger RNA (mRNA)."
Although the absence of statistical epistasis does not
necessarily imply absence of biological epistasis, our
results suggest a non-synergic effect between both loci,
which suggests that the interactions of both genes have
redundancy or independent effects.

The present study also examined the effects of TLR3
SNP polymorphisms when EoE patients expressed aero-
allergen or food sensitization because TLR3 has been
shown to be involved in the development of these allergic
conditions.'™'? We found that different tSNPs were
independently associated with aeroallergen and food
sensitization (rs11721827 and rs5743303, respectively),
which suggests that the two variants could act as markers
of the etiological variants. The influence of the hypothet-
ical etiological variants could be related to differences in
the 3'UTR region, the post-transcriptional control,
mRNA expression levels or alternative forms of the
transduced protein, which would affect its function.

Taken together, we highlight a critical role for the
TLR3 locus in the pathogenesis of EoE. We propose
that activation of the innate immune system in the
esophageal epithelium involving TLR3 signaling and
expression of TLSP mRNA is likely to interact with
adaptive allergic responses ultimately triggered by aller-
gens. This finding presents TSLP and TLR3 as new
potential molecular targets for therapeutic intervention
in EoE, which highlights a key role for innate immunity
in the development of specific allergic diseases.

The strengths of our research included the analysis of
a large series of patients with EoE collected at two refer-
ral centers in Spain as well as the selection of a higher
number of control individuals, the development of
molecular studies to evaluate SNP of the major genetic
markers identified as conferring risk to EoE and key
factors involved in regulating mucosal immune
responses in allergies. The selection of the control
group from healthy bone marrow donors is recognized
as the most convenient strategy, but it has led to some
controversy in the literature since the donors could
not completely represent the whole population of the
place that they come from. Volunteers who act as
donors for organs and tissues are usually healthy
people in whom several illnesses have been excluded.
For this reason, donors could easily present a better
health status than standard populations. Despite those

issues, our control group represents the same popula-
tions from where the patients with EoE came from, so
we are confident that it does not constitute a drawback
for our study.

Finally, since no replication cohort was considered
in our study, further studies to reproduce our findings
in broader populations and to validate the findings of
TLR3 as a novel genetic susceptibility locus for EoE are
warranted.

In conclusion, our research reinforces the role played
by TSLP polymorphisms in conferring susceptibility to
EoE and identifies for the first time that TLR3 acts as a
novel genetic susceptibility locus for developing EoE.
This effect would be independent of the previously
established association of EoE with TSLP.
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