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Resumen

El cancer de piel es el cancer mas frecuente de la raza humana. Ademas, en
los ultimos afios la incidencia ha aumentado en casi todos los paises, debido
probablemente a la mayor exposicion a la luz solar. Se trata de una enfermedad
compleja que ocurre como resultado de la interaccion de factores ambientales con
factores genéticos: concretamente existe suficiente evidencia de que la luz solar
(radiacion ultravioleta) contribuye al desarrollo del cancer de piel y, sin embargo,
existe también evidencia emergente que relaciona los niveles adecuados de
vitamina D, mediada a través del receptor de vitamina D, con la disminucion del
riesgo de varios tipos de canceres a través de efectos sobre la proliferacion celular,
diferenciacion, muerte celular, angiogénesis, invasion y metastasis de las células

tumorales.

Entonces, la radiacion ultravioleta procedente de la exposicion solar
contribuye al desarrollo del cancer de piel, pero a su vez cataliza la conversion del
7-deshidrocolesterol en 25(OH)D3 e induce la expresion del receptor de vitamina

D, que parece ser protector del dafio al ADN inducido por el sol.

Durante afios muchos estudios han centrado sus objetivos en la identificacion
de marcadores genéticos, asi como en polimorfismos de estos, implicados en la
susceptibilidad al cancer de piel. No tenemos constancia de la existencia de estudios

de investigacion que, como el nuestro, estudien la relacion conjunta entre los
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polimorfismos del receptor de vitamina D, los niveles séricos de vitamina D y el
riesgo de cancer de piel no melanoma en poblacién espafiola, concretamente
extremefia. Hemos encontrado nuevos y muy interesantes resultados en relacion
con los polimorfismos del receptor de vitamina D Bsml 'y Apal, los niveles séricos
de vitamina D y el riesgo de cancer de piel no melanoma, que se desarrollan

extensamente a lo largo del presente trabajo.

De forma muy resumida, cabe destacar que no hemos observado efectos
significativos entre estos polimorfismos y el cancer de piel de forma aislada. No
obstante, aparte de corroborar otras evidencias ya publicadas en la literatura, si
hemos observado diferencias cuando se ajustaba por género y comparado con
controles: hemos encontrado asociacion significativa entre los polimorfismos GG
y AG de Bsml y el aumento de riesgo de carcinoma basocelular en hombres. Con
respecto a Apal, los tres polimorfismos aumentan significativamente el riesgo de

carcinoma basocelular en hombres, pero en diferente “cuantia”.

Al analizar los niveles séricos de vitamina D, objetivamos que todos nuestros
sujetos, tanto casos como controles, tienen unos niveles de vitamina D séricos
normales o bajos. Llama la atencion en nuestros resultados que hay mayor
porcentaje de sujetos en déficit que no presenta tumor que pacientes en déficit con

tumor.

Las implicaciones del conocimiento de las bases genéticas del cancer de piel
son de enorme importancia para la prevencion, diagnostico y pronostico de esta
patologia. Igualmente, poder modificar los factores ambientales es extremadamente
importante para la prevencion de este tipo de cancer. A este respecto nos
preguntamos: ;/debemos cambiar las recomendaciones sobre la ingesta de vitamina

D?, ;tenemos que cambiar las recomendaciones sobre proteccion solar? Todas estas
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cuestiones se desarrollan a lo largo de este trabajo, pero destacamos ya que tanto
para el caso de los factores ambientales como para los factores genéticos es
prematuro decidir cambiar las recomendaciones actuales, por falta de evidencia

cientifica suficiente.
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Abstract

Skin cancer is the most common cancer worldwide. The incidence rate is
increasing, probably due to exposure to ultraviolet radiation from the sun. It is a
complex disease that occurs as a result of the interaction between environmental
and genetic factors. There is enough evidence that sunlight (ultraviolet radiation)
contributes to the development of skin cancer, but there is also growing evidence
that relates adequate levels of vitamin D, mediated through the vitamin D receptor,
with the decreased risk of various types of cancers through effects on cell
proliferation, cell differentiation, cell death, angiogenesis, invasion and tumor cell

metastasis.

So, ultraviolet radiation from sun exposure contributes to the development of
skin cancer, but in turn catalyzes the conversion of 7-dehydrocholesterol in
25(OH)Ds3 and induces the expression of the vitamin D receptor, which appears to
be protective of DNA damage induced by the sun. This is why it is difficult to draw

conclusions from epidemiologic studies.

There are many studies that have focused their targets in identifying genetic
markers, as well as its polymorphisms, in susceptibility to skin cancer. We are not
aware of the existence of research studies that, like ours, analyse the relationship
between vitamin D receptor polymorphisms, serum vitamin D levels and the risk of

non-melanoma skin cancer in a Spanish population. We have found new and very
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interesting results in relation to the vitamin D receptor polymorphisms Bsm/ and
Apal, serum vitamin D levels and skin cancer risk, which we expound on

extensively throughout this text.

It should be noted in this section that we have not observed significant effects
between these polymorphisms and skin cancer when studied in isolation. However,
we have found differences when adjusted for gender and compared with controls.
We have found a significant association between the GG and AG polymorphisms
of Bsml and a increased risk of basal cell carcinoma in men. In relation to Apal, the
three polymorphisms significantly increase the risk of basal cell carcinoma in men,

but in a different “amount”.

When analysing serum vitamin D levels, we objectify that all our subjects,
both cases and controls, have normal or low serum vitamin D levels. It is striking
in our results that there is a higher percentage of subjects in deficit who do not have

a skin cancer than patients in deficit with this type of tumor.

The genetic basis of skin cancer are of great importance for the prevention,
diagnosis and prognosis of this pathology. Likewise, being able to modify
environmental factors is extremely important for the prevention of this cancer. In
this regard, questions arise: should recommendations for vitamin D intakes be
changed? should recommendations for sun protection of light-skinned populations
be changed?. All these and other questions are answered throughout this work, but
from now on we emphasize that it would be premature to change current

recommendations, as at present, there is insufficient evidence.
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1. INTRODUCCION

La piel esta formada por distintos tipos celulares que, como otras células del
organismo, pueden proliferar de forma descontrolada y dar lugar a un tumor o
neoplasia, de comportamiento benigno o maligno. En caso de tumoracion maligna,
hablamos de cancer de piel. Cuando este crecimiento anormal ocurre en células
que no son melanocitos, hablamos de cancer de piel no melanoma. Entre ellos se

encuentra el carcinoma basocelular y el carcinoma espinocelular.

El cancer de piel no melanoma es el cancer mas frecuente de la raza humana
y ademas en los ltimos afios la incidencia ha aumentado en casi todos los paises

del mundo.

La etiopatogenia de estos tumores es multifactorial. Estan asociados tanto
factores intrinsecos como factores ambientales: existen claras evidencias
epidemioldgicas que apoyan la hipdtesis de que la radiacion ultravioleta (UV)
causa cancer de piel. A su vez existe evidencia cientifica suficiente del efecto
protector sobre algunos canceres de la vitamina D, producida en la piel por accién
de la radiacion ultravioleta B (UVB). Resulta, por tanto, evidente que la relacion
entre cancer de piel, radiacion solar y el sistema endocrino de la vitamina D es

mas complejo que para otros tipos de cancer.

Determinados polimorfismos del gen del receptor de vitamina D (VDR) han
sido ampliamente estudiados y asociados a distintos tipos de cancer. Aunque se
han publicado numerosos estudios sobre los polimorfismos del gen del VDR, los

resultados son contradictorios. El hecho de que exista disparidad en los resultados
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sobre la importancia de este gen sugiere la etiologia poligénica del céancer y

concretamente el cancer de piel.

Es importante investigar si los polimorfismos del gen del VDR podrian
influir en la etiopatogenia del cancer de piel, con el proposito de encontrar un
marcador que indique los pacientes con mas riesgo de desarrollar cancer de piel
no melanoma o de peor pronostico y poder instaurar medidas preventivas mas

precoces o tratamientos mas agresivos en su caso.

Por este motivo nos dispusimos a desarrollar nuestro trabajo. Se trata de un
estudio aleatorizado prospectivo tipo caso control realizado en Extremadura en el
que se pretende estudiar la relacion entre el cancer de piel no melanoma, los

polimorfismos Bsml y Apal del gen del VDR y los niveles séricos de vitamina D.
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2.1 Vitamina D.

Bajo el nombre de vitamina D se engloban una familia de metabolitos

liposolubles interrelacionados que tienen actividad de vitamina D.

Técnicamente, la vitamina D deberia considerarse una hormona y no una
vitamina, ya que las vitaminas son aquellas sustancias orgéanicas presentes en los
alimentos naturales que no pueden ser sintetizadas por el organismo humano en

cantidades adecuadas (Devlin, 2004).

2.1.1 Sintesis, metabolismoy regulacion de niveles de vitamina D. Factores
determinantes de los niveles de 1,25(0OH).D3 y 25(0OH)D3. Mecanismo

de accién y funciones.

El colecalciferol (vitamina Ds3) se produce en el stratum granulosum de la
piel por accion de la radiacion UVB (290-315 nm de longitud de onda) y la
temperatura sobre el 7-deshidrocolesterol (previtamina D3). De modo similar, el
ergocalciferol (vitamina D2) se produce por irradiacion del ergosterol (previtamina
Dz). Mientras el cuerpo esté expuesto a luz solar adecuada, no hay necesidad, o
muy poca, de ingestion dietética de vitamina D. Pocos alimentos contienen

naturalmente vitamina D. Entre los alimentos con mas abundante contenido de
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vitamina D encontramos el salmoén, las sardinas o el higado de bacalao

(Charoenngam, Shirvani, & Holick, 2019).

Independientemente de su origen, ya sea derivado de la bioactivacion en la
piel o de la dieta -natural o en alimentos fortificados-, esta vitamina D es inerte y
necesita ser activada para ejercer su funcion biologica. El colecalciferol y el
ergocalciferol se metabolizan de manera idéntica. Ambos son transportados al
higado, donde se forma el derivado 25-hidroxi. Aunque existen otros tejidos como
la piel, intestino o rifion que pueden realizar esta funcion, su contribucion a los
niveles plasmaticos es incierta. El 25-hidroxicolecalciferol (25(OH)Ds, también
denominado calcifediol o calcidiol) es el principal derivado circulante de la

vitamina D (Holick 2007) (Figura 1).

HO""

Figura 1. Molécula de 25-hidroxicolecalciferol (25(0OH)Ds;), también denominado
calcifediol o calcidiol.
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Los niveles de 25(OH)D3 se incrementan en proporcion a los niveles de
produccion o ingesta de vitamina D. Es por esta razon, ademas de su vida media
mas larga (21 dias la 25(OH)D3 versus (VS) 3-5 dias la 1,25(OH)2D3), que los
niveles plasmaticos de 25(OH)D3 son los mas usados como indicador del estatus
de vitamina D. Posteriormente el 25(OH)Ds se convertird, gracias a la la-
hidroxilasa de los tubulos proximales de la nefrona del rifidon, en 1o ,25-
dihidroxicolecalciferol (1,25(OH),D3, también denominado calcitriol), que es el

compuesto bioldgicamente mas activo (Figura 2).

Figura 2. Molécula de 1a,25-dihidroxicolecalciferol (1,25(0OH).Ds3), también denominado

calcitriol.
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Al igual que el rifdn, se ha demostrado que otros muchos tejidos también
poseen accion 1o-hidroxilasa (Hewison, Zehnder, Chakraverty, & Adams, 2004),
entre ellos la piel, contribuyendo estos a los niveles intracelulares de vitamina D.

(Figura 3).

M Dieta
/

T-deshidrocolesterol Pre-vitamina D5 Vitamina D5

Higado
25-hidroxilasa

OH OH
\ Rifion \
| e — |
1a-hidroxilasa
HO™ H 2l
1,25(0H);D, 25(0H)D;

Figura 3. Sintesis y activacién de la vitamina Ds. La vitamina D se produce en la piel por la escision
fotolitica del 7-deshidrocolesterol seguido de una isomerizacion térmica. También puede
obtenerse de la dieta. Luego se transporta al higado unida a su proteina transportadora, donde
se convierte en 25-hidroxicolecalciferol, el principal metabolito circulante. El Ultimo proceso de
activacion, la la-hidroxilacion, ocurre principalmente pero no exclusivamente en el rifidn,
formandose el 1a,25-dihidroxicolecalciferol, la forma activa de la vitamina. Tomado y modificado

de Dusso et al. (Dusso, Brown, & Slatopolsky, 2005).

Carolina Morgado Aguila

44



Tesis Doctoral

Il. FUNDAMENTACION TEORICA

El calcitriol sintetizado en el rifion por la 1a-hidroxilasa es una molécula
muy lipofilica que debe ser transportada en la sangre, lo que ocurre principalmente
gracias a la proteina transportadora de vitamina D (DBP) (85%), aunque también
se une a la albumina (15%) y a lipoproteinas (D. C. Huang, Papavasiliou, Rhim,

Horst, & Kremer, 2002).

Una vez dentro de la célula, puede inactivarse por accion de la 24-
hidroxilasa mitocondrial, transformandose en el inactivo acido calcitroico, o bien
unirse a su receptor, el VDR, que se encuentra libre en el citoplasma celular. La
unién de su ligando activa al VDR y entra en el nticleo donde se va a unir al
receptor del 9-cis retinoide X (RXR) para formar el complejo VDR-RXR. Este
complejo reconoce y se une especificamente al ADN en secuencias promotoras de
diferentes genes, llamadas elementos de respuesta a la vitamina D (VDRE),
ademas de reclutar numerosos factores de transcripcion y otros reguladores que,
en ultimo término, haran que aumente o disminuya la tasa de transcripcion de los

genes diana (Figura 4).
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Corregulador

‘ Transcripcion

VDR - RXR

NUCLEO

VDR*
\
Vitamina D ‘ D DBP

Figura 4. Modelo del mecanismo de accién de la 1,25(0OH)2Ds y su receptor, el VDR. La vitamina

CELULA

D bioactivada, 1,25(0OH)2Ds, circula unida a su proteina transportadora (DBP). Esta 1,25(OH)2D3
entra en la célula diana y se une a su ligando, el VDR, formando el complejo 1,25(0OH).Ds-VDR que
posteriormente pasa al nucleo donde se heterodimeriza con el RXR (VDR-RXR). Determinados
correguladores pueden interaccionar con este complejo y finalmente el heterodimero VDR-RXR
se une especificamente a secuencias promotoras (VDRE) del gen diana para comenzar la

transcripcion.

La 1,25(OH).Ds tiene gran capacidad de elevar el calcio y fosfato séricos y
por ello requiere que sus niveles circulantes estén estrechamente regulados. Es
también por este motivo que la concentracion de 25(OH)D; es considerado el

mejor indicador del estatus de vitamina D.
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Los niveles séricos Optimos de vitamina D se consideran cuando estan entre
30 y 60 ng/ml. Entre 20 y 30 ng/ml se consideran niveles bajos de vitamina D y
entre 60 y 100 ng/ml se consideran niveles altos, pero aun dentro del rango de
normalidad. Si encontramos valores menores de 20 ng/ml consideramos que
estamos en déficit, mientras que si encontramos valores entre 100 y 150 ng/ml
consideramos que tenemos un exceso de vitamina D. Niveles mayores de 150

ng/ml suelen aparecer en casos raros de intoxicacion por vitamina D (Figura 5).

Reference range
<20 ng/ml 20-100 ng/ml >150 ng/ml

Deficiency Preferred range Intoxication
30-60 ng/m|

Figura 5. Niveles séricos de 25(0OH)Ds y su significacion clinica. Tomado y modificado de Holick

(Holick 2007).

El control estricto de los niveles séricos de 1,25(OH),D3 viene dictado por
las necesidades de calcio y fosforo y se ejerce a través de la accion coordinada del
riion, intestino, hueso y glandula paratiroides. Los principales reguladores de los
niveles de 1,25(OH)2D3 son la hormona paratiroidea (PTH), el calcio, fosforo y
los propios niveles de 1,25(OH);Ds3 a través de un mecanismo de feedback. En las
figuras 6, 7 y 8 se ilustra y explica la respuesta global del metabolismo

fosfocélcico ante distintas situaciones fisioldgicas (Figura 6, Figura 7, Figura 8).
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Hay otra serie de factores que se han relacionado con la sintesis y degradacion de

1,25(OH)2Ds3, pero su importancia fisioldgica es aun incierta.

La principal enzima catabdlica es la D-24-hidroxilasa, presente de forma
ubicua en los tejidos diana de la vitamina D. Esta 24-hidroxilasa se induce por la
propia 1,25(OH)2D3, de forma que aporta un mecanismo para atenuar la respuesta
a la vitamina D y reduce los niveles de 1,25(OH)2D3 cuando son anormalmente
altos. La 1,25(OH)2Ds acttia de forma coordinada con la PTH, la cual también se
produce en respuesta a un nivel bajo de calcio sérico. Niveles elevados de PTH
estimulan la produccion de 1,25(0OH);D; a través de la estimulacion de la la-
hidroxilasa renal, mientras que unos niveles de PTH bajos inducen la formacién

de 24,25(OH).Ds inactivo.

Existe evidencia de una regulacion de los niveles de 1,25(OH):Ds

independiente de la PTH a través del calcio.

O
|
&
A |
@

— Ff o 25(0H)D
: Absorcion .' — — Excrecion
Intestino | —————— | Calcio sérico RIAGN | woeeeeeeegensmmmennens .
® ©_) lo
- PTH—=
1,25(0H):D PTH

1,25(0H):D

Figura 6. Nivel bajo de calcio sérico. La respuesta a los niveles bajos de calcio sérico se caracteriza
por el aumento de la PTH y del 1,25(0OH)2Ds, que acttan potenciando la absorcidn intestinal de
calcioy la resorcion ésea, al tiempo que inhiben la excrecién de calcio por el rifién. “+”, activacién;

“-“ inhibicién. Tomado de Devlin (Devlin, 2004).
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Calcitonina — | | 25(0H)D
v

- Absorcion - - - Excrecion
INtesting | -oooeeemeen. » |Calcio sérico Rifion | ——

2425(0H),p  Calcitaning

Figura 7. Nivel alto de calcio sérico. Niveles elevados de calcio sérico bloquean la produccion de
PTH. Los bajos niveles de PTH permiten que se metabolice el 25(0H)Dz a 24,25(0OH);D3 y no a
1,25(0OH)2Ds. En ausencia de PTH y de 1,25(0OH)2Ds, se inhibe la resorcién del hueso y se potencia
la excrecion del calcio. Los niveles de calcio sérico elevados también estimulan la produccién de
calcitonina, lo que contribuye a la inhibicidn de la resorcidon ésea y al aumento de la excrecidn de
calcio. Finalmente, los niveles elevados tanto de calcio como de fosfato séricos aumentan la

“« u

velocidad de mineralizacidn del hueso. “+”, activacidn; “-“, inhibicion. Tomado de Devlin (Devlin,

2004).
Hueso
4
&
+— PTH
: Absorcian .' — — Excrecion
Intesting | - » |Calcio sérico | —————+ [Rifign | «omeoemmmns 4
e
PTH

Figura 8. Nivel bajo de vitamina D. El hueso actia como un depdsito muy importante del calcio y
fosfato necesarios para mantener la homeostasis de los niveles séricos. Cuando la vitamina D y el

calcio de la dieta son adecuados, no se produce pérdida neta de calcio dseo. Sin embargo, cuando
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el calcio de la dieta es bajo, laPTH y el 1,25(0OH)2D dan lugar a la desmineralizacién neta del hueso

para mantener los niveles normales de calcio sérico. La deficiencia de vitamina D también

" u

produce la desmineralizacién neta de los huesos, debido al aumento de PTH. “+”, activacidn; “-“,

inhibicion. Tomado de Devlin (Devlin, 2004).

Otro regulador importante en la sintesis de la vitamina D es el fosforo
ingerido en la dieta, de forma que la restriccion de fosfatos y la hipofosfatemia, en
combinacion con la PTH, producen un aumento en la 1,25(OH)2Ds. Por otra parte,
la acidosis y la insulina o el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) también

parecen contribuir a la regulacion del metabolismo de la vitamina D.

En la figura 9 se ilustra a modo de resumen la sintesis y metabolismo de la
vitamina D y el papel del sistema endocrino de la vitamina D en la homeostasis

fosfocélcica (Figura 9).
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Reference range
<20 ng/ml 20-100 ng/ml >150 ng/ml
s
Deficiency Preferred range Intoxication

Figura 9. Sintesis y metabolismo de la vitamina D y el papel del sistema endocrino de la vitamina
D en la homeostasis fosfocdlcica. Las respuestas a aumentos y disminuciones del calcio y fosfato

séricos implican acciones coordinadas de las glandulas paratiroides, rifién, intestino y hueso.

Tomado de Holick (Holick 2007).
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Los mecanismos de accion de la vitamina D en los diferentes 6rganos diana
dependeran de diferentes factores, tales como los niveles de metabolitos (calcidiol
y calcitriol), la presencia de comoduladores (coactivadores y correpresores) y los

aspectos cuantitativos y cualitativos del gen del VDR.

Asi mismo, si los niveles de 25(0OH)D3 se incrementan en proporcion a los
niveles de produccion o ingesta de vitamina D, se entiende que habra factores

determinantes de los niveles de 1,25(0OH)2D3 y 25(OH)D3, como son, entre otros:

Exposicion solar: La radiacion UVB es la mayor fuente de vitamina D para
la mayoria de las personas.

Pigmentacion cutdnea: La melanina es un filtro contra la radiaciéon UVB.
Ingesta de alimentos que contentan vitamina D naturalmente o fortificados.
Indice de masa corporal (IMC): La hipovitaminosis D asociada a obesidad
es debida probablemente a una disminuciéon de la biodisponibilidad de
25(OH)D3 que se depositaria en compartimentos grasos corporales
(Wortsman, Matsuoka, Chen, Lu, & Holick, 2000). Este es probablemente
el motivo por el cual las personas obesas tienen generalmente una
deficiencia de vitamina D.

Edad: La edad disminuye los niveles de 7-deshidrocolesterol producidos en
la piel hasta un 75% (Holick, Matsuoka, & Wortsman, 1989; MacLaughlin
& Holick, 1985).

Retinol o vitamina A: Como ambas vitaminas -A y D- requieren de proteinas
RXR para ejercer sus acciones, altas dosis de retinol pueden antagonizar las
acciones de la vitamina D al competir con el RXR para su
heterodimerizacién (Johansson & Melhus, 2001; Rohde, Manatt, Clagett-
Dame, & DeLuca, 1999).
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Tanto las acciones gendmicas (ocurren segun el modelo de transactivacion
de genes de las hormonas esteroideas al unirse la 1,25(OH),D3 con el VDR) como
las no gendmicas' (mediadas por receptores de superficie distintos al VDR, atn
no claramente establecidos (Brown, Dusso, & Slatopolsky, 1999)) de la vitamina
D, se combinan para producir multitud de respuestas en una serie de células diana

que a dia de hoy sigue creciendo.

Ademas de las acciones clésicas de regulacion del metabolismo mineral, la
vitamina D realiza otras funciones no clasicas como la regulacion de la
proliferacion y diferenciacion celular, la regulacion de la secrecion hormonal y la
modulacién de la funciéon inmune. La evidencia sugiere que la vitamina D
desempefia importantes actividades que podrian tener implicaciones fisiologicas y
patologicas significativas en enfermedades inmunes (Arnson, Amital, &

Shoenfeld, 2007; Cantorna, 2000; Deluca & Cantorna, 2001). También tiene

! Existen acciones de la 1,25(0H)2Ds que precisan respuestas tan rapidas que no pueden suponer
cambios en la expresion génica. Estan mediadas por otros receptores de superficie distintos del
VDR. La naturaleza de este receptor es desconocida, pero ya se han identificado al menos dos
receptores distintos. La significacién clinica de estas acciones rdpidas aun no esta bien
establecida. La 1,25(0OH):Ds3 puede, entre otros, alterar los niveles de guanosin monofosfato
ciclico (cGMP) (Guillemant & Guillemant, 1980; Vesely & Juan, 1984), proteina quinasa C (PKC)
(Sylvia et al., 1996) o (Mitogen-Activated Protein) MAP quinasas (Beno, Brady, Bissonnette, &
Davis, 1995; Norman, Song, Zanello, Bula, & Okamura, 1999) o abrir los canales rapidos de cloro
(zanello & Norman, 1996). Llama la atencidn que varios estudios han indicado que estas acciones
rapidas no genémicas de 1,25(0OH).Ds requieren también de la presencia del VDR, ya que estas
acciones estan ausentes en células aisladas de ratones transgénicos donde se bloquea el gen del
VDR (Erben et al., 2002; Zanello & Norman, 2004). El papel exacto del VDR en estas acciones es
desconocido. Se ha postulado que estos eventos no genémicos modulan las acciones gendémicas
de la 1,25(0H)2Ds (Baran, 1994; Baran et al., 1992; Farach-Carson & Davis, 2003), pero es una
afirmacién controvertida.
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relacion con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (Giovannucci, 2005;
Holick 2007; Mathieu & Badenhoop, 2005; Mathieu, Gysemans, Giulietti, &
Bouillon, 2005). La vitamina D parece asimismo estimular la proliferacion celular
de otro tipo de células, como condrocitos (Krohn et al., 2003) y células del
endometrio (Delissalde et al., 1998). Ademas, existe evidencia que demuestra la
relacion entre la vitamina D y el riesgo de cancer (Giovannucci, 2005). Por otra
parte, no solo se ha asociado la vitamina D con el riesgo de desarrollar cancer, sino
que también se ha relacionado una mayor mortalidad asociada al céncer en los
grupos con mayor deficiencia de vitamina D. Los grupos étnicos (como los
afroamericanos) con menores niveles de vitamina D presentan una mayor
mortalidad debida a canceres tanto en hombres como en mujeres (Giovannucci,
2005). Ademas, parece que existe también una relacion entre la expresion del gen

del VDR y el riesgo y pronostico de cancer.
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2.1.2 Accién anticancerosa de la vitamina D.
Luz solar Dieta /
(uvB) Suplementos

Melanina de la piel —X%—»

Edad A Vitamina D

Higado

25(0OH)Ds <4—x%—— Obesidad

T ot fiul Préstata, mama,
i ras células 4
¢ Ca* ——» | PTH———» Rifién Lohidroxil colon, células
hi . a-hidroxilasa . .
la-hidroxilasa inmunes, piel...

1,25(0H);Ds3 1,25(0OH).D3
Homeostasis fosfocdlcica T Diferenciacién ‘Proliferacién
(Circulacion) (Intracelular)
Acciones endocrinas Acciones autocrinas/paracrinas
Transporte intestinal de calcio. Inhibicion de la proliferaciéon celular.
Metabolismo 6seo. Promocién de la diferenciacion celular.
Reabsorcién renal de calcio. Regulacion inmune.

Figura 10. Mecanismo propuesto para la vitamina D y cancer. La 1,25(0OH):Ds renal y extrarrenal
tiene funciones endocrinas, autocrinas y paracrinas. De forma muy simplificada, se puede
observar cdmo la vitamina D en sus funciones cldsicas actua sobre la homeostasis fosfocalcica
fundamentalmente y cdmo en otras células con funcion a-hidroxilasa actia potenciando la
diferenciacion e inhibiendo la proliferacion celular. En general, las acciones “no calcémicas” de la
vitamina D parecen depender de la sintesis extrarrenal de 1,25(0OH):Ds via la-hidroxilasa
(Hewison et al., 2004). Tomado de Giovannucci (Giovannucci, 2005) y modificado de Dusso et al.

(Dusso et al., 2005).
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Muchos tipos celulares distintos contienen receptores de vitamina D (Wang,
Zhu, & DeLuca, 2012). Cuando estos receptores son activados por la
1,25(0OH)2Ds3, se induce la diferenciacion y se inhibe la proliferacion, invasividad,
angiogénesis y potencial metastasico de la célula en cuestion. Ademas, la
25(OH)Ds circulante también ha demostrado un beneficio potencial, ya que
muchos tipos celulares, incluyendo células cancerosas, expresan la 1a-hidroxilasa
(Hewison et al., 2004) y son, por tanto, capaces de convertir la 25(OH)D3; en
1,25(0OH)2D:s.

A través de la circulacion, multiples células pueden resultar expuestas tanto
ala 1,25(OH)2D3; como a la 25(OH)Ds. La 1,25(OH)2Ds es cientos de veces mas
activa que la 25(OH)Ds, que estd mil veces mas concentrada en la circulacion. Asi,
ambas formas de vitamina D circulante pueden contribuir a la actividad de la
vitamina D: la primera por su mayor actividad; la segunda por su mayor
concentracion. De hecho, las dos, 1,25(OH)2D3; y 25(OH)D3, son determinantes
en la carcinogénesis. De este modo, entonces también cabe pensar que los factores
que influencien sus niveles, que se enumeran en el apartado anterior, tales como

edad, color de piel o IMC, también podrian ser predicadores de cancer.

Una de las mas importantes e intrigantes funciones de la 1,25(OH),D3 es su
habilidad para frenar el crecimiento celular. Tanto células normales como
cancerigenas que tienen VDR responden a la 1,25(OH);D3 disminuyendo su
proliferacion y promoviendo su maduracion. Este fue el motivo de usar la
1,25(0OH)2Ds y sus analogos para tratar algunas enfermedades hiperproliferativas

comunes como la psoriasis.
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Concretamente existen dos acciones principales de la 1,25(OH).D3; que
parecen ser las responsables de la accion anticancerosa de la vitamina D: la

supresion del crecimiento celular y la regulacion de la apoptosis.

1. Supresion del crecimiento celular:

Ya en 1981, las observaciones realizadas por Abe y colaboradores (Abe
etal., 1981) de que la 1,25(OH)2Ds3 inhibia la proliferacion clonal de una gran
variedad de lineas celulares y que promovia la diferenciacion de precursores
mieloides normales en la leucemia humana hacia unos fenotipos mas maduros
y menos agresivos, aportaron un uso potencial de la 1,25(OH),Ds para el

tratamiento de esta patologia y otros desérdenes mieloproliferativos.

Posteriormente, el papel protector de la vitamina D para el cancer se ha
seguido sugiriendo al encontrar una fuerte asociacion epidemiologica entre el
cancer de colon, de mama y de prostata, entre otros, y la deficiencia de

vitamina D (Zittermann, 2003).

El sistema 1,25(OH)>D3-VDR frena el ciclo celular cancerigeno en la

transicion G1-GO a través de multiples mecanismos:

1.- La 1,25(OH)>Ds3 induce la transcripcion génica del inhibidor p21 (Liu,
Lee, Cohen, Bommakanti, & Freedman, 1996), que frena el crecimiento y

promueve la diferenciacion de células de la linea monocito-macréfago.

2.- La 1,25(0OH)2Ds induce la sintesis y/o estabilizacion del inhibidor p27
(P. Li et al., 2004).
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3.-En tumores en los que el crecimiento estd dirigido por la
sobreexpresion del transforming growth factor alpha / epidermal growth
factor receptor (TGF-a/EGFR), el 1,25(0OH):D3 induce la reclusion del
EGFR-ligando activado en endosomas, reduciendo asi la sefal de crecimiento
en la membrana celular y la transactivacion del EGFR del gen de la ciclina
DI en el nucleo (Cordero et al., 2002). Esta inhibicion del TGF-o/EGFR
podria contribuir a la eficacia del 1,25(OH)2D3; en el tratamiento de los
queratinocitos hiperplasicos de la psoriasis, ya que los queratinocitos

psoridsicos sobreexpresan TGF-a.

4.- En una linea monocitica (Ji & Studzinski, 2004) y en osteoblastos
(Gutierrez et al., 2002), la 1,25(OH);D3 induce la expresion de Ccaat-
enhancer-binding protein  (C/EBP), una proteina que se ha identificado
como un potente supresor de la oncogénica ciclina D1 en tumores epiteliales

humanos (Lamb et al., 2003).

5.- La 1,25(OH)2Ds reduce los niveles de HRPAP202, una nueva

fosfoproteina que incrementa la supervivencia del linfoma (Karp et al., 2004).

2 También conocida como NDUFAF4, la HRPAP20 es una proteina de ensamblaje mitocondrial que
parece estar relacionada con distintos tipos de cadnceres, como el linfoma y el cdncer de mama.
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2. Regulacion de la apoptosis.

La apoptosis inducida por la 1,25(OH)2Ds es un contribuyente importante
a la supresion tumoral en los desérdenes hiperproliferativos. Por ejemplo, en
el cancer de mama, la 1,25(OH);Ds induce la apoptosis a través de la
modulacién del contenido de Bcl2® y Bax* (Wagner et al., 2003). También
incrementa el calcio intracelular (Schwartz, Whitlatch, Chen, Lokeshwar, &
Holick, 1998), lo que activa las proteasas proapoptdticas dependientes del

calcio (Mathiasen et al., 2002).

Asi mismo tiene funciones proapoptoticas en el glioma (Elias et al.,
2003), en el melanoma y en el cancer de mama (Valrance & Welsh, 2004),
aunque no parece ejercer su funcion proapoptotica en astrocitos o melanocitos
normales (Sauer, Ruwisch, & Kleuser, 2003). Sin embargo, es importante
resefiar que en otros tejidos normales las propiedades proapoptoticas de la
1,25(0OH)>D3 son criticas para controlar el crecimiento hiperplésico. Por
ejemplo, en tejido mamario normal, el control de la apoptosis por el
1,25(0OH)>D3-VDR se necesita durante el embarazo, lactancia e involucion

postlactancia (Zinser & Welsh, 2004).

3 Bcl-2 es una familia de proteinas formada por alrededor de 25 miembros que regulan procesos
de permeabilizacién mitocondrial y constituyen un punto clave en la via intrinseca de apoptosis
celular.

4 El regulador de apoptosis BAX es miembro de la familia de genes Bcl-2.

Carolina Morgado Aguila

59



Tesis Doctoral

Il. FUNDAMENTACION TEORICA

Teniendo en cuenta estos datos, estos hallazgos demuestran que los
efectos proapoptoticos de la vitamina D son importantes en el desarrollo del
tejido normal y en su funcién, al igual que la induccion del freno del
crecimiento en desérdenes hiperproliferativos cancerosos o no cancerosos

(Dusso et al., 2005).

Al menos algunas de las acciones antiproliferativas de la 1,25(OH),D3
podrian ser autocrinas mas que endocrinas. Cuando la 25(OH)D3 estd a
concentraciones demasiado bajas como para activar el VDR, se frena de todos
modos el crecimiento celular en las células que expresan 1a-hidroxilasa (Barreto,
Schwartz, Woodruff, & Cramer, 2000; Schwartz et al., 1998), mientras que la
delecion de la-hidroxilasa en queratinocitos abole las propiedades

antiproliferativas de la 25(OH)D3 (D. C. Huang et al., 2002).

2.1.3 Vitamina D y su receptor: Funcion en la piel.

Los queratinocitos de la piel son unicos, no solo porque son la fuente
primaria de vitamina D para el organismo, sino porque ademas poseen la
maquinaria enzimatica necesaria para metabolizar esta vitamina D hacia sus
metabolitos activos (en particular el 1,25(0OH),D3, gracias a la l1a-hidroxilasa) y
también el VDR que permite a los queratinocitos responder ante esta 1,25(OH)2D3

generada por ellos mismos.
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La capa basal de la epidermis se asienta sobre la lamina basal, que separa la
dermis de la epidermis. En esta capa estan las células germinales que proliferaran
para formar las capas superiores mas diferenciadas. El 1,25(OH).D3 producido
endogenamente, a través del VDR, regula la proliferacion en esta capa basal de la
epidermis y promueve la diferenciacion secuencial de queratinocitos a medida que
forman las capas superiores de la epidermis. La pérdida del VDR o la pérdida de
la capacidad de producir 1,25(OH).D3 deriva en una hiperproliferacion de las
capas basales con alteracion de la funcion de las capas mas diferenciadas y con

alteracion de la inmunidad innata.

La especificidad de la accion del VDR en la piel para las diferentes funciones
que regula se atribuye en parte a los diferentes correguladores que modulan sus
acciones genomicas. Entre ellos se incluyen el complejo Vitamin D Receptor
Interacting Protein (DRIP), el Steroid Receptor Coactivator (SRC, de los cuales
SRC 2 y 3 estan presentes en los queratinocitos), el Hairless inhibitor (Hr), y la -

catenina, cuyo impacto en la funcion del VDR es compleja (Bikle, 2012).

Diferentes correguladores parecen tener relacion con diferentes funciones
del VDR. Por ejemplo, en la proliferacion de queratinocitos de la epidermis y del
foliculo piloso, el complejo DRIP es el corregulador dominante. Para los
queratinocitos mas diferenciados de la epidermis, son los complejos SRC 2 y 3 los

que dominan la funcién del VDR. El papel de Hr estd menos claro. (Figura 11).
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COACTIVADORES FUNCION DEL VDR

Estrato corneo .,
Formacion de barrera

Inmunidad innata

Diferenciacion epidérmica

Diferenciacion del pelo

""'4‘...3.‘;':,"
Ylj
l'

Proliferacion
Figura 11. Diferentes capas de la epidermis y las funciones en cada una de las capas reguladas

Membrana basal || Il“l

por el VDR y sus coactivadores. La capa basal de la epidermis contiene las células madre que

proliferaran y proveeran de células las capas superiores. Modificado de Bikle (Bikle, 2012).

Existen numerosas funciones de la piel reguladas por la vitamina D y/o su

receptor. Entre ellas se incluyen:

Inhibicion de la proliferacion. La vitamina D se ha usado desde los afios 30
para tratar multiples enfermedades de la piel, incluyendo la psoriasis. Sin
embargo, hasta mediados de los 80 no reemergio el interés por este potencial
terapéutico de la vitamina D, cuando se publicé el caso de un paciente con
psoriasis que mejord drasticamente al recibir vitamina D para el tratamiento

de su osteoporosis (Morimoto & Kumahara, 1985). Desde entonces no ha
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dejado de observarse la vitamina D como posible tratamiento para
enfermedades hiperproliferativas. Como se expone anteriormente en el
trabajo, en los queratinocitos psoriasicos, que sobreexpresan TGF-a, la
1,25(0OH)2D3 contribuye a la eficacia del tratamiento al inhibir el TGF-
o/EGFR (Cordero et al., 2002).

Promocion de la inmunidad innata e inmunosupresion. Las propiedades
inmunosupresoras de la 1,25(OH)>Ds sobre las células de Langerhans, las
células presentadoras de antigenos de la epidermis, podrian mediar en la

eficacia de la vitamina sobre la psoriasis o el melanoma. (Dusso et al., 2005)

Regulacion del ciclo folicular. Los queratinocitos que rodean al foliculo
piloso también poseen VDR. El complejo 1,25(OH).D3-VDR es esencial
para el desarrollo normal de la piel y del pelo. El papel del VDR queda
demostrado al observarse el desarrollo de alopecia en pacientes con
raquitismo hereditario resistente a la vitamina D y en ratones en los que se
bloquea el VDR, mientras que la alopecia no ocurre cuando lo que se
bloquea es la la-hidroxilasa (Bikle, Elalieh, Chang, Xie, & Sundberg, 2006;
Hochberg et al., 1985; Marx, Bliziotes, & Nanes, 1986). Ademas, al
corregirse el calcio sérico no se corrige la alopecia o la dilatacion de los
foliculos pilosos (Y. C. Li et al., 1998). Estudios realizados posteriormente
sobre el papel del VDR en el ciclo celular nos han permitido identificar el
Hr como un potente represor de la transcripcion mediada por VDR (Hsieh

et al., 2003).

Supresion de la formacion de tumores. E1 VDR también es un supresor de

tumores. Los ratones que pierden el VDR son mas susceptibles a la
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formacion de tumores en la piel inducidos por medios quimicos o radiacion

ultravioleta (Bikle, 2011).

Estimulo de la diferenciacion. Los queratinocitos normales producen
1,25(OH)2D3 que induce a la formacién de proteinas directamente
relacionadas con la diferenciacion. Ademas, entre los efectos autocrinos de
la 1,25(0OH)2D3 se incluye el incremento de la expresion génica de
fosfolipasa C, que se requiere para la modulacién del queratinocito por el
calcio (Bikle, Oda, & Xie, 2004). Se ha demostrado que la 1,25(OH)2Ds es
necesaria para el mantenimiento del exacto gradiente del calcio en la
epidermis, que afecta a la funcidon del queratinocito, a la integridad de la
permeabilidad de la barrera cutdnea y a la recuperacion cuando la barrera se

interrumpe.

2.1.4 Vitamina D, luz solar y enfermedad.

La vitamina D es la vitamina de la luz del sol, que ha sido producida en
nuestro planeta durante mas de 500 millones de afios. De hecho, sabemos que la
vida se origin6 en los océanos hace aproximadamente un billon de afios y ya los
primeros seres se aprovecharon de la luz solar y la usaron como fuente de energia
para generar carbohidratos. Curiosamente, algunos de los primeros fitoplanctones
al exponerse a la luz solar no solo fotosintetizaban glucosa, sino que también

producian vitamina D> (Wacker & Holick, 2013).

Cuando la revolucion industrial se inici6 en Europa en el siglo XVIII, con

los edificios construidos en proximidad y el carbon causando polucién, aparecio
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una enfermedad o6sea deformante, el raquitismo, que tuvo devastadoras
consecuencias para la salud. La primera observacion sobre la posible relacion
entre la industrializacién en el norte de Europa y la enfermedad la realizo
Sniadecki (Sniadecki, 1939) en 1822 cuando concluyd que los nifios que vivian en
la ciudad de Varsovia tenian mayor incidencia de raquitismo que aquellos que
vivian en la periferia debido a la falta de exposicion solar. Posteriormente otros

investigadores harian aseveraciones reveladoras similares.

La osteoporosis, la enfermedad metabdlica 6sea més frecuente y la que
desarrolla uno de los mayores problemas de salud publica actualmente en todo el
mundo debido a los enormes costos sociales y econdmicos que genera, esta
relacionada también, entre otros, con algunos factores de riesgo nutricionales:
personas con baja ingesta de calcio, vitamina D (Holick, 2006b) o vitamina K
(Okano, 2005) alcanzan una menor densidad mineral 6sea (DMO). Ademas, una
revision sistematica sugiere que los suplementos de vitamina D a dosis elevadas,
de 700 a 1000 unidades internacionales (UI) al dia, pero no a dosis menores,
pueden reducir el riesgo de caidas en adultos de edad avanzada (Bischoff-Ferrari
et al., 2009) y ademas han demostrado un efecto beneficioso en el equilibrio y en

la fuerza muscular (Muir & Montero-Odasso, 2011).

La salud cardiovascular también estd intimamente ligada a los niveles de
vitamina D. En 1997 Rostand inform6 de que existia una asociaciéon entre la
latitud y la prevalencia de hipertension (Rostand, 1997). Posteriormente vinieron
otros estudios que informaron de que la exposicion a la radiacion UVB reducia
tanto la presion sistdlica como diastdlica en pacientes con hipertension arterial
(Krause, Buhring, Hopfenmuller, Holick, & Sharma, 1998). Se han presentado
asimismo varios estudios que sugieren una asociacion entre la deficiencia de

vitamina D y el riesgo de infarto de miocardio y de la muerte por este (Milazzo,
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De Metrio, Cosentino, Marenzi, & Tremoli, 2017; Muscogiuri et al., 2017). Dos
factores contribuyentes en la enfermedad cardiovascular son la obesidad y la
diabetes mellitus tipo 2 (DM-2). Es bien sabido que existe una relacion inversa
entre las concentraciones de 25(OH)Ds y el IMC, debido a una “dilucion” de esta
vitamina liposoluble en el tejido graso (Wortsman et al., 2000). Ademas, existe
una asociacion entre la deficiencia de vitamina D y un aumento de riesgo DM-2
(Mathieu et al., 2005). También la 1,25(OH).Ds reduce el riesgo de formacion de
placas aterosclerdticas (Muscogiuri et al., 2017). Sin embargo, en una revision
reciente de Veloudi et al. (Veloudi, Jones, & Sharman, 2017) se ha demostrado
que la suplementacion con vitamina D no es efectiva para mejorar la salud

cardiovascular en pacientes, tengan o no deficiencia de vitamina D.

También existen varios estudios que demuestran la asociacidon entre nacer o
vivir cerca del ecuador y la disminucion de enfermedades autoinmunes, como por
ejemplo la diabetes mellitus tipo 1 (DM-1), la enfermedad de Crohn o la artritis
reumatoide. (Breuer et al., 2014; Cadario et al., 2015; Holmes, Xiang, & Lucas,
2015; Touma et al., 2011). Las enfermedades autoinmunes mas comunes, como la
DM-1, la artritis reumatoide o la esclerosis multiple, se han prevenido de forma
satisfactoria en ratones predispuestos a estas enfermedades si recibian
1,25(OH)2D3 de forma temprana (Cantorna, Hayes, & DeLuca, 1996, 1998;
Deluca & Cantorna, 2001; Gregori, Giarratana, Smiroldo, Uskokovic, & Adorini,
2002; Mathieu, Waer, Laureys, Rutgeerts, & Bouillon, 1994). Esto se
complementa con la observacion de Hypponen et al. (Hypponen, Laara,
Reunanen, Jarvelin, & Virtanen, 2001) que informa de que los nifios que reciben
2000 UI de vitamina D desde que tienen un afio de edad disminuyen el riesgo de

tener DM-1 en el futuro en un 80%.
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Ademas de la inmunidad celular, la vitamina D juega un papel importante
en la inmunidad innata. Ya durante la primera parte del siglo XX la exposicion
solar y la vitamina D se usaron para tratar y prevenir las infecciones de las vias

aéreas superiores y la tuberculosis (Everett, 1846).

La eficacia del sistema endocrino de la vitamina D para controlar la
infeccion, las enfermedades autoinmunes y la tolerancia en los trasplantes puede
ser atribuida a los efectos prodiferenciadores de la 1,25(OH)2D3; en monocitos y
macrofagos, células presentadoras de antigenos, células dendriticas y linfocitos

(Dusso et al., 2005).

La 1,25(0OH)>Ds3 inhibe el rechazo de los tejidos trasplantados. En trasplantes
cardiacos experimentales en ratas, la 1,25(OH);D3; es mas eficaz que la
ciclosporina para prolongar la supervivencia del injerto, sin incrementar la

susceptibilidad a infecciones fingicas o virales (Hullett et al., 1998).

En el ambito de la salud mental, la vitamina D también juega un papel
importante. La esquizofrenia ha sido relacionada con una inadecuada exposicion
solar y déficit de vitamina D (Kinney et al., 2009). Ademas, existen estudios varios
que relacionan el déficit de vitamina D con un aumento del riesgo de depresion
(Annweiler, Rastmanesh, Richard-Devantoy, & Beauchet, 2013; Hoogendijk et
al., 2008), enfermedad de Alzheimer (Annweiler, Llewellyn, & Beauchet, 2013)
y epilepsia (Hollo, Clemens, Kamondi, Lakatos, & Szucs, 2012).

Hay multiples estudios que relacionan la vitamina D y mortalidad, como el
metaanalisis de Autier ef al. (Autier & Gandini, 2007), en el que se encontré que
la ingesta de suplementos de vitamina D parecia estar relacionado con una

disminucién de la mortalidad. Ademds se ha realizado posteriormente otro
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metaandlisis (Schottker et al., 2014) en el que se han analizado 8 estudios
prospectivos de diferentes paises europeos y Estados Unidos (EE.UU.) para
investigar la asociacion entre los niveles de 25(OH)D3 y muerte en general, muerte
por causas cardiovasculares y muertes por cancer, prestando particular atencion a
las potenciales diferencias entre paises, sexos, grupos de edad y estaciones. A
pesar de que los niveles de 25(OH)D; varian mucho segun estos factores, la
asociacion entre 25(OH)D3 y muertes por todas las causas o por causas especificas

parecia ser significativa.

Asimismo, en el contexto de la “Tercera encuesta sobre salud y nutricion
nacional de EE.UU.” (Third National Health and Nutrition Examination Survey —
NHANES 111, USA), se ha realizado un estudio en 13.331 adultos de 20 afos de
edad o mas, seguidos durante un periodo de 8.7 afios (Melamed, Michos, Post, &
Astor, 2008). Ocurrieron 1806 muertes, 777 por enfermedad cardiovascular y 424
por céancer. Se objetivd que los niveles séricos por debajo de 17.8 ng/ml estaban
asociados con un aumento de un 26% en la mortalidad por todas las causas

(Intervalo de confianza (IC) del 95%: 8% - 46%).

2.1.5 Vitamina D, luz solary cancer.

Uno de los primeros estudios que asocio la exposicion solar y el riesgo de
cancer fue el publicado por Hoffman en 1916 (Hoffman, 1916), que encontrd que

vivir a mayor latitud estaba asociado con una mayor mortalidad por céncer.

Afos después, Apperly (Apperly, 1941) concluy6 en su estudio que la
incidencia de mortalidad por cancer en Norte América era mayor en agricultores

que vivian en el noreste comparados con aquellos que vivian en el sur. Sin
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embargo, también informa que los que vivian en el sur, que estaban mas expuestos
a la luz solar, tenian mayor riesgo de cancer cutineo no melanoma, que ¢l
considerd que eran mas faciles de detectar y tratar. El concluyé que el hecho de
que estos agricultores del sur tuvieran més cancer de piel no melanoma mas facil
de tratar se debia a que ellos desarrollaron una inmunidad al cancer de piel que
ademas resultd en una inmunidad a otros tipos de cancer, incluyendo a aquellos

con una alta tasa de mortalidad.

En los afios 80 se demostrd por primera vez que la forma activa de la
vitamina D, la 1,25-dihidroxivitamina D3, podia inhibir la proliferacion de células
de melanoma in vitro (K. Colston, Colston, & Feldman, 1981). Realmente este fue
un hallazgo fortuito, ya que las células cancerosas estan mas disponibles en los
laboratorios que las células normales y en este caso las células elegidas estaban en
el laboratorio adyacente. Otros estudios animales e in vifro indican que la vitamina
D podria tener beneficios anticancer, incluyendo proteccion contra la progresion

y metastasis, en un amplio espectro de canceres.

En 1980, Garland y Garland hipotetizaron que el déficit de vitamina D
podria contribuir a un mayor riesgo de mortalidad por cancer de colon (C. F.
Garland & Garland, 1980). Posteriormente, Garland et al. propusieron una
asociacion similar para los canceres de mama (F. C. Garland, Garland, Gorham,
& Young, 1990) y ovario (Letkowitz & Garland, 1994). También Schwartz ef al.
y Hanchette et al. hipotetizaron que existia una relacion similar para el cancer de
prostata (Hanchette & Schwartz, 1992; Schwartz & Hulka, 1990). Mas
recientemente, Grant ha demostrado que las tasas de mortalidad para estos y otros
canceres estan inversamente relacionadas con la exposicion en las distintas

regiones a la radiacion UVB (Grant, 2002).
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No conocemos que exista en la literatura ningun estudio que haya
examinado prospectivamente la relacion entre las concentraciones plasmaticas de
vitamina D o la ingesta total de vitamina D y la incidencia o mortalidad por todos
los canceres. De hecho, los estudios que se han llevado a cabo en este contexto se
limitan en general a exdmenes de la latitud como mecanismo de examen de la
radiacion UVB, como el estudio de Grant que mencionamos, que usé datos de
UVB para estimar en 24.000 las muertes prematuras por cancer atribuibles
anualmente en los EE.UU. a exposicion suboptima a radiacion UVB (Grant,
2002). El encontrd una correlacion inversa entre tasas de mortalidad por cancer y
radiacion UVB regional para cancer de mama, colon, recto, ovario, prostata,
estdmago, vejiga, esofago, rindon, pulmoén, pancreas y utero, ademas de para el
linfoma no-Hodgkin y el mieloma multiple. Estas asociaciones persistieron
después de ajustar segiin otros factores de riesgo, como el fumar, factores
dietéticos o el uso de antiinflamatorios no esteroideos. Aunque hay que interpretar

con cautela estos datos, no se ha encontrado otra explicacion alternativa.

Otros estudios han demostrado ademads un gradiente norte-sur en cuanto a la
mortalidad por cancer de prostata en EE.UU., con mayor mortalidad en el norte,
posiblemente relacionado con la falta de vitamina D activa (Hanchette &
Schwartz, 1992; Schwartz & Hulka, 1990). Ademas, una vez diagnosticado el
cancer de prostata, parece que la vitamina D puede retrasar la progresion desde un
cancer de prostata indolente a una enfermedad mas activa (Hanchette & Schwartz,
1992; Schwartz & Hulka, 1990). Se ha demostrado también que la administracion
oral de vitamina D retrasa la recurrencia del cancer de préstata después del

tratamiento primario (Gross, Stamey, Hancock, & Feldman, 1998).
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Otro estudio basado en 115.096 casos y 45.667 muertes por cancer de mama,
colon o prostata diagnosticados entre 1964 y 1992 en Noruega, encontrd una
llamativa reduccion del 30% en las tasas de mortalidad para estos canceres
diagnosticados en verano y otofio, cuando los niveles de vitamina D son mas
elevados comparados con el invierno (Robsahm, Tretli, Dahlback, & Moan, 2004).
Este hallazgo sugiere que un elevado nivel de vitamina D en el momento del
diagnostico, y posiblemente durante la duracion del tratamiento del cancer, podria

mejorar el pronostico de, al menos, estas tres neoplasias.

En varios estudios observacionales se ha asociado la toma de vitamina D y
las concentraciones séricas altas de vitamina D con una disminucién del riesgo de
cancer de mama (Bertone-Johnson et al., 2005; K. W. Colston, Lowe, Mansi, &

Campbell, 2006; Shin et al., 2002).

La obesidad, que reduce sustancialmente los niveles de vitamina D
circulantes, ha sido asociada con un incremento de la mortalidad en numerosos
tipos de cancer (Calle, Rodriguez, Walker-Thurmond, & Thun, 2003), incluyendo
colon, mama y prostata. Igualmente, entre afroamericanos, que también tienen
menor cantidad de vitamina D circulante, los hombres tienen un 40% y las mujeres
un 20% mayor tasa de mortalidad para cancer total que sus analogos blancos. Los
negros tienen mayor tasa de mortalidad y menor supervivencia que cualquier otro
grupo étnico en los Estados Unidos para la mayoria de canceres (American-

Cancer-Society, 2019).

Desde hace afios también se viene apoyando la hipotesis del beneficio de la
vitamina D en cancer en diversos estudios que administran 1,25(OH)2D3 en
modelos tumorales animales (Lucia et al., 1995; Schwartz, Hill, Oeler, Becich, &

Bahnson, 1995) y en pequefios estudios clinicos en humanos que muestran que la
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administracién de 1,25(OH)2D3 puede ralentizar por ejemplo la progresion del

cancer prostatico avanzado (Beer, 2003; Gross et al., 1998; G. Liu et al., 2003).

En otros modelos tumorales, incluyendo cancer de pulmoéon (Nakagawa,
Kawaura, Kato, Takeda, & Okano, 2004), hueso (Barroga, Kadosawa, Okumura,
& Fujinaga, 2000), colon (S. R. Evans et al., 2000), rifidon (Fujioka et al., 1998),
melanocitos (Yudoh, Matsuno, & Kimura, 1999), retina (Albert, Marcus, Gallo,
& O'Brien, 1992), mama (Sundaram et al., 2003) y prostata (Lokeshwar, 1999), se

ha observado que la vitamina D tiene actividad antimetastasica.

Por tanto, aunque no existen estudios a muy largo plazo, estudios in vitro,
animales y datos clinicos apoyan el papel beneficioso de la vitamina D contra la
incidencia o progresion de un amplio espectro de canceres y con la mortalidad

derivada de ellos.

Receptor de la vitamina D (VDR).

2.2.1 Introduccidén

El principal logro en la investigacion sobre la vitamina D fue el

descubrimiento del VDR (Haussler et al., 1988).

El VDR es una fosfoproteina de 427 aminoacidos y 48 kilodaltons (kDa) en
la que se reconocen varios dominios bien definidos que pueden funcionar de forma

autobnoma: dominio de union al ADN (DBD), dominio de unién al ligando u
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hormona (calcitriol o vitamina D3) (LBD), dominio relacionado con Ila

dimerizacion y lugar de union a proteinas nucleares correguladoras del complejo

transcripcional (Figura 12).

Heterodimerizacién Transactivacion

1/

N- Zn Zn T| |Al El Heptad Repeats I—C
1 21 89 115 159 202

\W_j - ~ J

Dominio de unidn al ADN

427

Dominio de unidn al ligando

Figura 12. Dominios funcionales del receptor de la vitamina D. Modificado de Dusso (Dusso et al.,
2005).

Las acciones de la 1,25(OH)>D3 y sus andlogos sintéticos estan mediadas
por este receptor nuclear, el VDR, que es la tnica proteina nuclear que se une a
esta hormona con alta afinidad. Las moléculas 25(OH)Ds y 24,25(OH)Ds se unen

con 100 veces menos afinidad (Brumbaugh & Haussler, 1974; Mellon & DeLuca,
1979).
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Los receptores nucleares® endocrinos y mas concretamente el VDR, al
unirse con su ligando especifico, interaccionan, tras heterodimerizarse con el
RXR, con secuencias especificas de ADN para modificar la transcripcion de genes
controlados por estos VDRE. El VDR activado por la 1,25(OH),D3 interacciona
especificamente con secuencias de ADN y regula su tasa de transcripcion (Brown
et al., 1999). Ademas, existen interacciones del VDR con otros componentes

transcripcionales y coactivadores (Figura 4).

Una alteracion en cualquiera de estos pasos puede influir en la actividad del
complejo Vitamina D - VDR, como: 1. La tasa de captacion celular y catabolismo
del calcitriol.; 2. Los niveles del VDR; 3. Modificaciones post-traduccionales del
VDR; 4. Disponibilidad nuclear de otros componentes transcripcionales y
correguladores (Garnero & Delmas, 1998). El regulador mejor conocido es el
calcitriol: La union con la 1-25(OH)2Ds3 estabiliza el VDR y prolonga su vida
media (Delissalde et al., 1998).

El VDR se distribuye ampliamente en multitud de tipos celulares.
Originalmente se encontro en los tejidos diana cléasicos de la vitamina D, es decir,
en los tejidos implicados en la homeostasis del calcio: en la mucosa intestinal
(Pike, 1982), paratiroides (Hughes & Haussler, 1978), osteoblastos (K. W. Colston
& Feldman, 1979), y en las células de los tiibulos proximal y distal del rifion
(Simpson & DeLuca, 1980). Pero existen receptores en otros muchos tejidos como

el muasculo (Bischoff et al., 2001), el pancreas (Kream, Jose, Yamada, & DeLuca,

5 Los receptores nucleares son factores de transcripcidn activados por ligando que modulan la
expresion de diferentes genes.
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1977), los organos reproductores (Stumpf & Denny, 1989), el cerebro (Stumpf,
Sar, Clark, & DelLuca, 1982), los pulmones (Sandgren, Bronnegard, & DeLuca,
1991), el sistema hematopoyético (Kizaki et al., 1991) o la epidermis (Brumbaugh
& Haussler, 1974, 1975). La respuesta al proceso descrito con anterioridad es
especifica de cada tejido y varia desde complejas acciones de homeostasis para
control del metabolismo mineral hasta acciones de inmunomodulacion, control de
sistemas hormonales o acciones locales que regulan el crecimiento, diferenciacion
y funcidn de cada tipo celular. En cada uno de estos tejidos, los genes diana son
numerosos. (Pike & Meyer, 2012). Estas acciones abren un amplio campo de
posibles aplicaciones terapéuticas en enfermedades autoinmunes, alteraciones

endocrinas o en desordenes hiperproliferativos (Brown et al., 1999).

Los ligandos del VDR parecen ser importantes para la regulacion del
crecimiento y diferenciacion celular normal y tienen acciones en la prevencion y
tratamiento de enfermedades hiperproliferativas. Concretamente en la epidermis,
la 1,25-dihidroxivitamina D3 y su VDR parece que juegan un papel importante en
la diferenciacion del queratinocito. De hecho, los ratones a los que se les ha
bloqueado el VDR exhiben una diferenciacion epidérmica reducida y alopecia
(Bikle, Chang, et al., 2004). Ademas, la 1,25-dihidroxivitamina D3 y sus analogos®

se han usado de forma satisfactoria para el tratamiento de la psoriasis, una

6 El uso de anélogos de la vitamina D puede ser controvertido por su potencial para promover la
hipercalcemia. Sin embargo, ciertos andlogos de vitamina D inducen menos efecto en los niveles
de calcio mientras que mantienen su capacidad de inducir la diferenciaciéon del queratinocito
(Eelen et al., 2006).
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enfermedad cutdnea humana caracterizada por la hiperproliferacion,

diferenciacion anormal e inflamacion de la epidermis (Fogh & Kragballe, 2004).

Pero este receptor también se encuentra en diversos tejidos malignos, entre
los que se incluyen el carcinoma basocelular (Kamradt et al., 2003; Mitschele et
al., 2004; Tang et al., 2012), el carcinoma espinocelular (Tang et al., 2012) y el
melanoma (Reichrath et al., 2004).

2.2.2 Polimorfismos del gen del VDR

El desarrollo de anticuerpos monoclonales dirigidos contra el VDR permitié
el aislamiento del ADN del VDR para aves, humanos, ratones y ratas (Baker et
al., 1988; Burmester, Maeda, & Deluca, 1988; Kamei et al., 1995; McDonnell,
Mangelsdorf, Pike, Haussler, & O'Malley, 1987).

El gen del VDR en humanos se localiza en el brazo largo del cromosoma 12
(12q13-14) (Gomez Alonso, Naves Diaz, Diaz-Corte, Fernandez Martin, &
Cannata Andia, 1998; Martinez & Willett, 1998) y comprende una region de
aproximadamente 100 kilobases (kb) de ADN aunque solo 4,63 kb son las que
codifican la proteina (Brown, 1999; Ruggiero et al., 1998). Esta formado por 11
exones, de los cuales 8 son codificantes (Miyamoto et al., 1997), y sus intrones
asociados, asi como varias regiones no codificadoras en posicion 5’ (Garnero &

Delmas, 1998).
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La caracterizacion e identificacion de cientos de miles de loci polimorficos
distribuidos a lo largo de los 3.250 millones de nucleotidos (Single Nucleotide
Polymorphisms - SNPs) que constituyen nuestro genoma (Levy et al., 2007;
Sachidanandam et al., 2001) constituye una de las contribuciones mas importantes
de la secuenciacion del genoma humano (Lander et al.,, 2001; Venter, 2003;
Venter et al., 2001). Se estima que los SNPs son responsables aproximadamente

de tres millones de las diferencias promedio individuales.

Un polimorfismo es una variante genética que aparece al menos en el 1% de
los cromosomas de una poblacion. Las secuencias polimorficas son secuencias de
ADN que, normalmente, no codifican para un producto génico, se distribuyen de
forma mas o menos aleatoria a lo largo del genoma y presenta la caracteristica de

ser polimorficas.

Hace afios ya se identificaron varios polimorfismos en el VDR humano
(Faraco, Morrison, Baker, Shine, & Frossard, 1989; Feldman & Malloy, 1990) y
se ha relacionado la frecuencia de ciertos alelos con la DMO (Koshiyama, Sone,
& Nakao, 1995; Morrison et al., 1994), la susceptibilidad al hiperparatiroidismo
primario (Carling et al., 1995) y la respuesta de la psoriasis al tratamiento con
vitamina D (Kontula, Valimaki, Kainulainen, Viitanen, & Keski-Oja, 1997), entre

otros muchos.

Estas variantes polimorficas pueden estar localizadas en regiones
reguladoras o codificantes de un gen, o bien en regiones intergénicas. Las variantes
localizadas en un gen pueden inducir cambios en el patron de expresion del gen o
introducir cambios en la proteina. Si las variaciones se localizan en un exén
pueden generar la alteracion en la secuencia de un codon de forma que este siga

codificando el mismo aminoacido o bien que el codon codifique un aminoacido
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diferente alterando la secuencia de la proteina, resultando una alteracion en la
funcién bioldgica. Sin embargo, la mayoria de estas variaciones en el gen del VDR
no se localizan en areas que afectan a la estructura de la proteina (Faraco et al.,
1989; Feldman & Malloy, 1990), de forma que pueden modificar su funcionalidad

sin alterar la estructura final del receptor (Dusso & Brown, 1998) (Figura 13).

100 kb

5' PROMOTOR [ cODING EXONS | | 3 REGULATORY

1
f ead b c 2 3 456 789 3-UIR

1 (HH{—I D_F‘*

Cdx2 Fokl*

GIA o [em]
[ | 1

RFLP: Bsml Tru9l EcoRV Apal Tagl*
bp: AIG G/A GI/A GIT TIC

Ins/delG

Figura 13. Estructura del gen de la proteina VDR y localizacién de los polimorfismos comunes.

Tomado de Uitterlinden. (Uitterlinden, Fang, Van Meurs, Pols, & Van Leeuwen, 2004).

Por ejemplo, se ha descrito una mutacion en el exén 2 (region codificante),
que puede ser detectada por la enzima de restriccion Fokl, que modifica el codon
inicial ATG por ACG (T/C) y que presenta 3 aminoacidos extras (metionina,

treonina y serina) en la estructura del VDR (Stumpfet al., 1982). Del mismo modo,
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utilizando las enzimas de restriccion Bsml, Apal y Taql, se han identificado en la
region 3'UTR 7 del gen del VDR humano polimorfismos en la regién no
codificante. Ademas de Bsml (rs1544410) (Morrison, Yeoman, Kelly, & Eisman,
1992), Apal (rs7975232) (Faraco et al., 1989) y Tagl (rs731236) (Morrison et al.,
1992), existen otros polimorfismos de tipo Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) como Tru9I (rs757343) (Ye, Reis, & Velho, 2000) y
EcoRV, también denominado A-1012G o GATA (rs4516035) (Mocellin & Nitti,
2008). Ademas, se ha localizado un polimorfismo de tipo microsatélite conocido
como PolyA4 (rs17878969), que consiste en la repeticion de un nimero variable de
adeninas que oscilan entre repeticiones de 15 a 18 (formas cortas de Poly4) y
repeticiones de mas de 20 (formas largas de Poly4). Aunque menos estudiados,

también existen polimorfismos de la region 5'UTR, como el Cdx-2 (rs11568820).

En esta region 3'UTR se ha identificado una gran variabilidad genética
debida a la presencia de varios polimorfismos. Esta variabilidad ha sido
ampliamente discutida en la literatura, asi como la posicién que ocupa cada uno
en la region 3’'UTR. Morrison et al. hablan de 13 polimorfismos (Morrison et al.,
1994), mientras que Durrin et al. describen 7 de estos (Durrin, Haile, Ingles, &
Coetzee, 1999). Sorprendentemente, solo dos secuencias eran comunes en ambos

estudios.

7 En genética se denomina regién no traducida o UTR al sector extremo de los genes. Se habla
generalmente de una region no traducida cinco prima (5°) y de una regidn no traducida tres prima
(3") que son las dos partes no traducidas de cada gen, debido a que se encuentran colindando el
marco abierto de lectura.
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La mayor parte de las variaciones polimorficas estan localizadas en regiones
intergénicas, sin efectos fenotipicos observables o disfuncion grave, aunque estas
variaciones pueden actuar como marcadoras de las secuencias adyacentes, dando
como resultado “desequilibrios de ligamientos” (Reich et al., 2001). Por esto
resulta de gran interés el conocimiento de la relacion de vecindad entre
polimorfismos contiguos en una determinada region genomica. Esta relacion de
vecindad entre polimorfismos se obtiene a partir del estudio del desequilibrio de
ligamiento de la region y el establecimiento del patron de bloques de la misma.
Los SNPs contenidos en un mismo bloque presentan un alto desequilibrio de
ligamiento entre ellos y muy bajo desequilibrio de ligamiento con SNPs que se

encuentran fuera de ese bloque (Fang et al., 2005; Nejentsev et al., 2004).

La region 3'UTR del gen del VDR esté relacionada con la estabilidad del
acido ribonucleico mensajero (ARNm) y, por tanto, con el nivel de expresion del
VDR. Los polimorfismos Apal, Bsmly Taql presentan una alta asociacion debido

fundamentalmente al alto desequilibrio de ligamiento que presenta esta region.

Nosotros analizamos para este trabajo dos de estos polimorfismos, definidos
por las enzimas de restriccion® Bsml (rs1544410) y Apal (rs7975232). En el
polimorfismo de Bsm/ (intron 8) se sustituye el nucledtido adenina por guanina
(G>A) (Dehghan & Pourahmad-Jaktaji, 2016). Como SNP silente, no cambia la

secuencia de aminoacidos de la proteina que codifica, pero puede afectar la

8 Una enzima de restriccidon o endonucleasa de restriccidon es una endonucleasa de origen
bacteriano capaz de reconocer una secuencia caracteristica de nucleétidos dentro de una
molécula de ADN y cortar el ADN en ese punto concreto llamado diana de restriccion o sitio de
restriccidn (restriction site o rs).
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expresion del gen al regular la estabilidad del ARNm. Como en Bsml, el
polimorfismo Apal también se localiza en el intrén 8 en la region 3”, y provoca un

cambio de guanina por timina (T>G) (Dehghan & Pourahmad-Jaktaji, 2016).

2.2.3 Polimorfismos del gen del VDR y enfermedad.

Debido a que la vitamina D a través de su VDR interviene en multitud de
procesos bioldgicos, es posible encontrar alteraciones en los niveles de expresion
o funcién de dicho receptor debido a la presencia de variantes polimorficas del
gen que pudieran estar relacionadas con distintas enfermedades. Es complejo
establecer causalidad entre las asociaciones de los polimorfismos del gen del
VDR, presentandose resultados contradictorios en multitud de los estudios

realizados.

Las consecuencias fisiologicas de los polimorfismos del gen del VDR han
sido ampliamente estudiada en multitud de procesos patoldgicos. Concretamente
el efecto de los polimorfismos del gen del VDR se ha explorado extensamente en
relacion con la insuficiencia renal debido al complejo papel fisiologico que
desempefia la vitamina D en estos pacientes. Tsukamoto ef al. (Tsukamoto et al.,
1996) reportaron una mayor incidencia del alelo 5’ del polimorfismo Bsml en

pacientes sometidos a hemodidlisis con hiperparatiroidismo secundario. La

° La nomenclatura utilizada para los polimorfismos de tipo RFLP hace referencia a la ausencia (se
denota con letras mayusculas) o presencia (se denota con letras minusculas) de la diana de
restriccidn. Es decir, se designa con mayusculas el alelo salvaje y con minusculas el alelo mutado.
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asociacion del genotipo Bsml con los niveles de PTH también ha sido estudiado
en pacientes trasplantados de rifion, y se ha objetivado que el genotipo bb estd
relacionado con niveles mayores de PTH (Giannini et al., 2002) y una mejor
recuperacion postquirtrgica de la DMO tres meses después del trasplante
(Falkiewicz et al., 2005; Torres et al., 1996). La asociacion entre la insuficiencia
renal y el resto de polimorfismos del gen del VDR no ha sido tan ampliamente
estudiada como en el caso del polimorfismo Bsml. Si existe por ejemplo un estudio
en el que se relaciona el genotipo FF del polimorfismo Fokl, con altos niveles de
PTH en pacientes predialisis (Vigo Gago et al., 2005). Por su parte, el genotipo
AA del polimorfismo Apal ha sido relacionado con niveles mayores de PTH y
osteocalcina en pacientes predialisis (Yokoyama et al., 1998). Otros estudios han
relacionado a los polimorfismos del gen del VDR con la nefrolitiasis (Mossetti et
al., 2003; Nishijima et al., 2002; Ozkaya et al., 2003; Ruggiero, Pacini, Amato,

Aterini, & Chiarugi, 1999), con resultados contradictorios.

En 1992, Morrison (Morrison et al., 1992) describié por primera vez la
relacion entre el polimorfismo Bsm/ y los niveles de osteocalcina. En este trabajo
la presencia del alelo bb estaba relacionado con una mayor DMO. Este articulo,
junto con otro publicado en Nature en 1994 (Morrison et al., 1994) en el que la
presencia del genotipo BB se relacionaba con menor DMO en mujeres
postmenopausicas, sentd las bases de decenas de articulos que se publicarian

posteriormente.

Se han realizado estudios en poblacion normal (Morrison et al., 1994;
Uitterlinden et al., 1996; Yamagata et al., 1994), en gemelos (Hustmyer, Peacock,
Hui, Johnston, & Christian, 1994; Morrison et al., 1994), en mujeres
premenopausicas (Fleet, Harris, Wood, & Dawson-Hughes, 1995; Garnero, Borel,

Sornay-Rendu, & Delmas, 1995; Houston, Grant, Reid, & Ralston, 1996), en
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mujeres postmenopausicas (Gross et al., 1996; Houston et al., 1996; Keen, Major,
Lanchbury, & Spector, 1995; Krall, Parry, Lichter, & Dawson-Hughes, 1995;
Kroger et al., 1995; Looney et al., 1995) , en ancianas (Ferrari et al., 1995; Gross
etal., 1996; Melhus et al., 1994), en mujeres sanas (Riggs et al., 1995), en mujeres
con osteoporosis (Riggs et al., 1995) e incluso comparando entre mujeres blancas

y negras (Fleet et al., 1995).

Todos estos estudios aportaron resultados contradictorios, algunos
confirmando asociacion (Cooper & Umbach, 1996; G. Gong et al., 1999; Keen et
al., 1995; Langdahl, Gravholt, Brixen, & Eriksen, 2000; Rubin et al., 1999; Sainz
et al., 1997), otros no encontrando asociacion (Hustmyer et al., 1994; S. K. Lim et
al., 1995; Looney et al., 1995; Melhus et al., 1994; Peacock, 1995; Uitterlinden et
al., 1996) y otros incluso encontrando el efecto contrario (Houston et al., 1996).
Estas discrepancias podrian explicarse por diferencias en la dieta (Kiel et al., 1997;
Krall et al.,, 1995), por estar hechos los estudios en poblaciones dispares
(Matsuyama et al., 1995; Morrison et al., 1994) o incluso por el tamafio muestral.
Sin embargo, se acepta en general que el efecto de Bsml en la DMO es
relativamente pequeio (2-3%) y estd muy influenciado por otros factores no
genéticos como la dieta (Valdivielso & Fernandez, 2006). Posteriormente se han
realizado dos metaanalisis (Thakkinstian, D'Este, & Attia, 2004; Thakkinstian,
D'Este, Eisman, Nguyen, & Attia, 2004) que han demostrado asociacion entre el

alelo » y la DMO.

También se han estudiado la relacion entre la DMO y otros polimorfismos
del gen del VDR, como Fokl (Arai et al., 1997; Eccleshall, Garnero, Gross,
Delmas, & Feldman, 1998; Ferrari, Rizzoli, Manen, Slosman, & Bonjour, 1998;
Gennari et al., 1999; Gross et al., 1996; Katsumata, Nishizawa, Unno, Fujita, &
Tokita, 2002; Langdahl et al., 2000; Lau, Lam, Li, Ho, & Woo, 2002) o Cdx-2

Carolina Morgado Aguila

83



Tesis Doctoral

Il. FUNDAMENTACION TEORICA

(Arai et al.,, 2001; Casado-Diaz et al.,, 2013), también con resultados

contradictorios.

Aparte de la DMO, en 1997 se publicaron dos articulos casi
simultdneamente describiendo por primera vez la posible relacion entre
polimorfismos del VDR y el riesgo de artrosis (Keen, Hart, Lanchbury, & Spector,
1997; Uitterlinden et al., 1997). Posteriormente se publicaron mas articulos
(Aerssens, Dequeker, Peeters, Breemans, & Boonen, 1998; Baldwin et al., 2002;
Granchi et al., 2002; J. Huang, Ushiyama, Inoue, Kawasaki, & Hukuda, 2000;

Loughlin et al., 2000) para intentar demostrar esta relacion, de forma infructuosa.

Aunque sin duda la mayor parte de estudios se han realizado sobre
patologias relacionadas con el metabolismo mineral, también han sido estudiadas
otras asociaciones de los polimorfismos del gen del VDR con enfermedades
cardiovasculares, inmunoldgicas, dermatologicas, etc., aunque dichas

asociaciones resultan ain mas controvertidas que las descritas anteriormente.

Se han publicado multitud de estudios sobre polimorfismos del VDR y
enfermedades cardiovasculares. Con respecto a la hipertension arterial por
ejemplo, se han observado mayores niveles de presion arterial en hombres y
mujeres sanos portadores del alelo » del polimorfismo Bsm/ (Muray, Parisi,
Cardus, Craver, & Fernandez, 2003). Por otra parte, parece que hay un aumento
en la susceptibilidad a sufrir un infarto de miocardio en pacientes portadores del
alelo B de Bsml (Ortlepp et al., 2005). Sin embargo, el mismo grupo no encontro
relacion entre los polimorfismos de Bsml y la severidad de la enfermedad

coronaria (Ortlepp, von Korff, Hanrath, Zerres, & Hoffmann, 2003).
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Con respecto a enfermedades inmunologicas, podemos encontrar en la
literatura estudios en pacientes con lupus, cirrosis, hepatitis autoinmune,
enfermedad de Crohn, enfermedad de Graves o esclerosis multiple. Ozaki et al.
(Ozaki et al., 2000) y Huang et al. (C. M. Huang, Wu, Wu, & Tsai, 2002a)
describieron una relacion entre el alelo B de Bsm/ y la incidencia de lupus
eritematoso sistémico, pero no parece existir tal relacion entre los polimorfismos
de Fokl y esta enfermedad (C. M. Huang, Wu, Wu, & Tsai, 2002b). En el caso de
la enfermedad de Crohn, parece que pudiera existir relaciéon entre los
polimorfismos de Tagl, Apal y Fokl y la enfermedad (Simmons, Mullighan,
Welsh, & Jewell, 2000). También se ha descrito asociacion entre Bsmly Fokl y
cirrosis biliar primaria y hepatitis autoinmune (Fan et al., 2005; Vogel, Strassburg,
& Manns, 2002). En estudios con muestras de pacientes con esclerosis multiple se
observd una mayor presencia de los haplotipos b4 (Fukazawa et al., 1999; Niino
etal., 2000) y un aparente efecto diferencial entre los polimorfismos Taq! (Tajouri
etal., 2005) y Fokl (Partridge et al., 2004) respecto al riesgo de padecer esclerosis
multiple. Sin embargo, los efectos de Apal y Tagl no se confirmaron en otras
poblaciones (Steckley et al., 2000). Los resultados obtenidos en pacientes con
enfermedad de Graves varian dependiendo de la etnicidad de los pacientes (Ban,
Ban, Taniyama, & Katagiri, 2000; Ban, Taniyama, & Ban, 2000; Collins et al.,
2004; Ramos-Lopez et al., 2005; Stefanic et al., 2005).

En relacion a los diferentes polimorfismos del VDR y la DM hay resultados
contrapuestos obtenidos por diferentes investigadores. El polimorfismo Bsm/ ha
sido relacionado con la susceptibilidad de presentar DM-1 en pacientes taiwaneses
(Chang et al., 2000), croatas (Skrabic, Zemunik, Situm, & Terzic, 2003), y
japoneses (Motohashi et al., 2003). Sin embargo, no se encontrd asociacién en

muestras finlandesas (Turpeinen et al., 2003) y chilenas (Angel, Santos, Carrasco,

Carolina Morgado Aguila

85



Tesis Doctoral

Il. FUNDAMENTACION TEORICA

Albala, & Perez-Bravo, 2004). Este polimorfismo también se ha asociado al
padecimiento de DM-2 en alemanes (Ortlepp, Lauscher, Hoffmann, Hanrath, &
Joost, 2001) y hungaros (Speer et al., 2001), pero esta relacion no se ha mantenido
en muestras francesas (Ye et al., 2001), bangladesies (Hitman et al., 1998) o

polacas (Malecki et al., 2003).

Halsall et al. (Halsall, Osborne, Pringle, & Hutchinson, 2005) han
demostrado que en pacientes sin historia familiar de psoriasis la presencia del alelo
A de A4-1012G confiere proteccion frente a la psoriasis. Esta proteccion se
incrementa en combinacion con el alelo F de Fokl. Ademads, la respuesta al
tratamiento con derivados de la vitamina D también parece ser mejor en pacientes

con el genotipo AAFF.

Otras enfermedades como la tuberculosis también se han estudiado
extensamente. Sin embargo, Lewis et al. (Lewis, Baker, & Davey Smith, 2005)

demostraron en su metaanalisis que los resultados no eran concluyentes.

2.2.4 Polimorfismos del gen del VDR y cancer.

Durante los ultimos 30 afos, se le han asignado nuevos roles al VDR en
cuanto a la proliferacion y diferenciacion celular. El estudio in vitro e in vivo de
la sefializacion en distintos tipos de cancer (como por ejemplo mama, prostata o
colon) apoya la posible utilidad de la quimioprevencion o la quimioterapia dirigida
al VDR. Se ha hipotetizado que los polimorfismos del VDR pueden influenciar no
solo la incidencia de cancer sino también su prondstico. Sin embargo, al igual que

con otras enfermedades, la mayoria de estudios que han investigado estas
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asociaciones entre polimorfismos especificos del VDR y cancer han mostrado

resultados controvertidos.

En el momento actual no es posible hacer ninguna afirmacién definitiva
sobre la importancia del genotipado del VDR en relacion a la ocurrencia de cancer.
Probablemente la interaccion con otros factores (como los niveles de calcio, la
ingesta de vitamina D o los niveles plasmaticos de 25(0OH)D3) juegue un papel
decisivo en la incidencia del cancer; no hay que olvidar tampoco la relacion del
cancer con otros factores de riesgo como son el IMC, la dieta o el tabaco, entre
otros. Ademads, el mismo polimorfismo del VDR tiene diferente accioén
dependiendo del tipo de cancer, pero no solo eso, sino que ademés un determinado
polimorfismo podria ser decisivo solo en cuanto a la agresividad del tumor y no

en cuanto a su incidencia (Kdstner, Denzer, & Mueller, 2009).

Fokl es el polimorfismo del VDR que més ha sido estudiado con el objetivo
de buscar posible asociacion con distintos tipos de cancer. Hasta la fecha los
resultados solo aportan controversias. Hay un gran numero de articulos que
informan de la existencia de una asociacion significativa entre el polimorfismo
Fokl y el riesgo de distintos tipos de cancer (cancer de mama (Chen, Bertone-
Johnson, Hunter, Willett, & Hankinson, 2005), cancer de prostata (Cicek, Liu,
Schumacher, Casey, & Witte, 2006; H. Li et al., 2007; Xu et al., 2003), melanoma
maligno (C. Li et al., 2008), cancer de ovario (Lurie et al., 2007)) y sobre todo
hubo un grupo mucho mayor que no observo asociacion significativa (cancer de
mama (Abbas et al., 2008; abbasaJohn, Schwartz, Koo, Wang, & Ingles, 2007;
Bretherton-Watt et al., 2001; Curran et al., 1999; Guy, Lowe, Bretherton-Watt,
Mansi, & Colston, 2003; Guy et al., 2004; Ingles et al., 2000; McCullough et al.,
2007), cancer de prostata (Correa-Cerro et al., 1999; Cheteri et al., 2004;
Chokkalingam et al., 2001; C. N. Holick et al., 2007; Luscombe et al., 2001;
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Mikhak et al., 2007; Tayeb et al., 2004; Yang, Wang, Ye, & Yang, 2004),
melanoma maligno (C. Li et al.,, 2007), carcinoma basocelular o carcinoma
espinocelular (Han et al., 2007)). Estas discrepancias pueden ser debidas al
limitado tamafio muestral en algunos estudios o el analisis de distintos grupos
étnicos. Ademas, algunos estudios indican que el polimorfismo Fokl no puede ser
estudiado como un factor pronostico independiente. Por ejemplo, en un estudio en
EE.UU. se demostrd que el Fokl interaccionaba con el estatus de vitamina D
(medido por los niveles plasmaticos de 25(OH)D3) y modificaba el riesgo de
cancer prostata de tal forma que aquellos pacientes con genotipo ff eran mas
susceptibles de padecer cancer de prostata en presencia de unos niveles séricos de
25(OH)Ds bajos (H. Li et al., 2007). En otros estudios, el polimorfismo Fokl del
VDR solo estaba asociado con cancer cuando se estudiaba en conjunto con otros
factores, como la exposicién solar o actividad ocupacional en el exterior
(abbasaJohn et al., 2007). Algo similar ocurre con el cancer de piel, donde el
polimorfismo Fokl parece interaccionar con otros factores de riesgo de melanoma
maligno, tales como el color de piel y los lunares o pecas, modificando el riesgo
definitivo (C. Li et al., 2007). En cuanto a la importancia del polimorfismo Fokl
en relacion con el pronostico, algunos estudios informaron de la existencia de una
asociacion del genotipo ff'con un comportamiento mas agresivo del tumor (cancer
de prostata (Cicek et al., 2006; Xu et al., 2003)). Sin embargo, estos resultados son
demasiado preliminares como para llegar a una conclusion definitiva. En resumen,
puede sugerirse que la importancia del polimorfismo Fokl para el riesgo y
prondstico del cancer depende fuertemente de factores adicionales, incluyendo
combinaciones haplotipicas del VDR, otros factores genéticos, niveles séricos de

25(0OH)D3, ingesta de calcio, exposicion solar, etc.
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Numerosos estudios encontraron asociacion entre el polimorfismo del VDR
Bsml'y el riesgo de cancer (cancer de mama (Bretherton-Watt et al., 2001; Guy et
al., 2003; Guy et al., 2004; Hou et al., 2002; Ingles et al., 2000; Lowe et al., 2005;
Ruggiero et al., 1998; Trabert et al., 2007), cancer de prostata (Cheteri et al., 2004;
Habuchi et al., 2000; S. P. Huang et al., 2004), cancer de ovario (Lurie et al., 2007),
melanoma maligno (Santonocito et al., 2007), cancer de colon (Slatter, Yakumo,
Hoffman, & Neuhausen, 2001; Slattery, Neuhausen, et al., 2004), cancer
colorrectal (Kadiyska et al., 2007; Kim et al., 2001)), pero otros estudios no han
informado de asociacion (cancer de mama (Buyru, Tezol, Yosunkaya-Fenerci, &
Dalay, 2003), «céncer de prostata (Chaimuangraj, Thammachoti,
Ongphiphadhanakul, & Thammavit, 2006; C. N. Holick et al., 2007; J. H. Liu et
al., 2003; Oakley-Girvan et al., 2004), cancer de ovario (Clendenen et al., 2008)).
Hay una fuerte evidencia de que el genotipo bb de Bsml esta asociado con un
aumento del riesgo de cancer de mama (Bretherton-Watt et al., 2001; Guy et al.,
2003; Guy et al., 2004; Ruggiero et al., 1998; Trabert et al., 2007). Sin embargo,
esta asociacion podria estar influenciada por otros factores de riesgo como el ser
o no fumadora (Trabert et al., 2007). En relacion con la importancia del
polimorfismo de Bsml para el prondstico del cancer, un estudio ha confirmado que
las mujeres homocigotas bb tenian al menos 4 veces mayor riesgo de desarrollar
metastasis que las mujeres BB (Ruggiero et al., 1998). Sin embargo, este estudio
estaba limitado a un pequefio niumero de casos, por lo que deben realizarse
mayores estudios a pesar de este haber obtenido resultados altamente
significativos. Ademas, la influencia del polimorfismo Bsm/ varia entre distintos
grupos étnicos. Se realizd un gran estudio observacional en EE.UU. en el que el
genotipo bb se asocio con un aumento del riesgo del cancer de mama para mujeres
postmenopdausicas caucasicas, pero no entre afro-americanas (Trabert et al., 2007).

La diferencia racial en el riesgo de cancer podria deberse a variaciones en la
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distribucion del polimorfismo Bsml/ en las diferentes poblaciones (Chaimuangraj
et al., 2006). En contraste con la clara asociacion del genotipo bb con el aumento
del cancer de mama, ninguno de los estudios que analizaron los polimorfismos de
Bsml en relacion con el cancer de prostata lograron demostrar asociaciones
similares tan fuertes. En relacion con el cancer colorrectal, el genotipo BB estaba
sobre todo asociado con una disminucién del riesgo de cancer de colon (Kim et
al., 2001; Slatter et al., 2001). Ademads, y muy interesante, la ingesta de calcio y
vitamina D parecia influenciar el riesgo de cancer colorrectal. Sin embargo, los
resultados son controvertidos: mientras que un estudio observd que el riesgo de
cancer colorrectal era mas bajo en pacientes con el genotipo BB y la menor ingesta
de calcio y vitamina D (Kim et al., 2001), Slattery et al. (Slattery, Neuhausen, et
al., 2004) enunciaron que la mayor ingesta de calcio y vitamina D podria estar
asociada con una diminucién del riesgo de cancer colorrectal. Ademads, en este
enorme estudio realizado en EE.UU., los niveles elevados de ingesta de calcio
estaban asociados con una disminucion del riesgo de céncer rectal en mujeres,
pero no en hombres (Slattery, Neuhausen, et al., 2004). Por tanto, al analizar el
genotipo del VDR, habré que tener también en cuenta diferencias de género. Con
respecto al cancer de piel, cancer de ovario y cancer renal, los resultados todavia
estan limitados a estudios muy pequefios. El genotipo bb de Bsml parecia estar
asociado con mayor grosor tumoral (Indice de Breslow) y, por tanto, peor
pronostico, en el melanoma maligno (Santonocito et al., 2007), mientras que el
genotipo BB, sobre todo si estaba asociado con una ingesta elevada de vitamina
D, parecia estar asociado con un aumento de riesgo de carcinoma espinocelular
(Han et al., 2007). Con respecto al cancer de ovario y cancer renal, no se
observaron diferencias significativas. Otro aspecto que debe tenerse en cuenta es

el fuerte desequilibrio de ligamiento entre los tres polimorfismos Bsml, Apal y
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Taql, que pueden llevar a una influencia mutua en términos de incidencia y

prondstico de cancer (Kostner et al., 2009).

El polimorfismo Apal se ha analizado en menos ocasiones, en general en
estudios pequenos y limitados a un grupo racial. Sin embargo, en contraste con
todos los otros polimorfismos, en la mayoria de los casos se ha encontrado una
asociacion con el riesgo de cancer (cancer de mama (Curran et al., 1999; Hou et
al., 2002; Sillanpaa et al., 2004), cancer de prostata (Cicek et al., 2006), cancer de
ovario (Lurie et al., 2007) y cancer de cé¢lulas renales (Obara et al., 2007)). Sin
embargo, es verdad que otros estudios no han encontrado asociacion, sobre todo
estudios que analizan el polimorfismo Apal en relacién con pacientes con cancer
de préstata (Chaimuangraj et al., 2006; Habuchi et al., 2000; S. P. Huang et al.,
2004; Maistro, Snitcovsky, Sarkis, da Silva, & Brentani, 2004; Oakley-Girvan et
al., 2004) y céancer de ovario (Clendenen et al., 2008).

De forma general, el alelo 4 parece estar asociado mas frecuentemente con
un incremento del riesgo de cancer (cancer de mama (Hou et al., 2002; Sillanpaa
et al., 2004), cancer de ovario (Lurie et al., 2007), cancer de células renales (Obara
et al., 2007)), mientras que el alelo a, parece estar relacionado con una
disminucion del riesgo de cancer (cancer de mama (Hou et al., 2002; Sillanpaa et
al., 2004)). Sin embargo, todavia existen discrepancias y otros estudios han
informado de una asociacion entre el alelo @ y un aumento del riesgo de cancer
(cancer de mama (Curran et al., 1999)) o entre el alelo 4 y una reduccion del riesgo

de cancer (cancer de prostata (Cicek et al., 2006)).

Sobre el polimorfismo Apal como un factor prondstico, Cicek et al (Cicek
et al., 2006) publicaron un estudio que informaba de la importancia del alelo 4

como factor prondstico para la reduccion del riesgo del cancer prostatico
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avanzado. Por su parte, un estudio japonés (Obara et al., 2007) observo que el
genotipo A4 era un factor prondstico independiente para la supervivencia por esta
causa en individuos japoneses. En general los polimorfismos de Apal parecen ser
menos importantes para el riesgo de cancer de prostata, pero se necesitan mas

estudios (Kostner et al., 2009).

En conclusion, parece que existe una tendencia para el alelo 4 de Apal para

ser el alelo de riesgo, pero los resultados todavia son controvertidos.

En la mayoria de los estudios realizados no se ha encontrado asociacién
entre el polimorfismo del VDR Tagl/ con la incidencia de cancer (cancer de mama
(abbasaJohn et al., 2007; Buyru et al., 2003; Dunning et al., 1999; Hou et al., 2002;
Sillanpaa et al., 2004), cancer de prostata (Anderson, Nakane, Ruan, Kroeger, &
Wu-Wong, 2006; Blazer, Umbach, Bostick, & Taylor, 2000; Bodiwala et al.,
2004; Chaimuangraj et al., 2006; Gsur et al., 2002; Habuchi et al., 2000; C. N.
Holick et al., 2007; S. P. Huang et al., 2004; Kibel, Isaacs, Isaacs, & Bova, 1998;
Luscombe et al., 2001; Ma et al., 1998; Oakley-Girvan et al., 2004; Tayeb et al.,
2003), melanoma maligno (Hutchinson et al., 2000), cancer de ovario (Clendenen
et al., 2008), cancer de células renales (Obara et al., 2007)). Sin embargo, si se ha
informado de asociacion con el prondstico (cancer de mama (Abbas et al., 2008;
Curran et al., 1999; Lundin, Soderkvist, Eriksson, Bergman-Jungestrom, &
Wingren, 1999; McCullough et al., 2007), cancer de prostata (Correa-Cerro et al.,
1999; Medeiros et al., 2002; Onsory et al., 2008; Tayeb et al., 2004; Taylor et al.,
1996), melanoma maligno (C. Li et al., 2007), cancer colorrectal (Slatter et al.,
2001; Yaylim-Eraltan et al., 2007), cancer de ovario (Lurie et al., 2007), cancer de

células renales (Ikuyama et al., 2002)).
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El polimorfismo Taql parecia estar influenciado por factores dietéticos

como la ingesta de calcio (cancer de mama (McCullough et al., 2007)).

Otros estudios afirman que parece que el alelo ¢ podria estar asociado con
una reduccion del riesgo de melanoma maligno (C. Li et al., 2008; C. Li et al.,

2007) y cancer de colon (Slatter et al., 2001).

Por otra parte, el genotipo 77 estaba asociado con un riesgo elevado de
metéstasis linfaticas en pacientes con cancer de mama (Lundin et al., 1999) y en
pacientes con cancer de células renales de rapido crecimiento (Ikuyama et al.,

2002).

Ademas, hay una tendencia de asociar el alelo 7 con un aumento del riesgo
de cancer de prostata (Medeiros et al., 2002; Tayeb et al., 2004; Taylor et al.,
1996). Una posible explicacion podria ser que el alelo T esta asociado con menores
niveles circulantes de vitamina D activa (Ma et al., 1998; Morrison et al., 1994;

Yaylim-Eraltan et al., 2007).

En conclusion, los polimorfismos de Tagl parecen que estan relacionados
con el riesgo de cancer y su prondstico, siendo el alelo 7" alelo de riesgo y el alelo

¢ un alelo protector.

Los resultados de los estudios del polimorfismo del VDR Poly(A4) son muy
controvertidos, incluso en estudios de gran tamafo. Se ha asociado con el riesgo
de cancer en algunos estudios (cancer de mama (Bretherton-Watt et al., 2001; Guy
et al., 2004; Ingles et al., 2000; McCullough et al., 2007; Wedren et al., 2007),
cancer de prostata (Andersson, Varenhorst, & Soderkvist, 2006; Correa-Cerro et

al., 1999; Ingles et al., 1997), cancer colorrectal (Slatter et al., 2001; Slattery,
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Murtaugh, et al., 2004; Sweeney et al., 2006)); sin embargo, otros estudios no han
encontrado asociacion significativa (cancer de mama (Trabert et al., 2007), cancer
de proéstata (Blazer et al., 2000; Cheteri et al., 2004; Kibel et al., 1998; Oakley-
Girvan et al., 2004)).

En 4 estudios, el genotipo homocigotico Poly(A) SS se ha visto asociado con
un incremento del riesgo de cancer (cancer de mama (Ingles et al., 2000; Wedren
et al., 2007), cancer de prostata (Andersson et al., 2006), cancer colorrectal
(Slattery, Murtaugh, et al., 2004)), mientras que , especialmente para cancer de
colon y colorrectal, un alelo corto Poly(A4) (alelo S) parecia estar asociado con una
reduccion del riesgo de cancer (Slatter et al., 2001; Slattery, Murtaugh, et al., 2004;
Sweeney et al., 2006).

Esto lleva a la conclusion de que se deberian considerar otros factores de
riesgo. Wedrén et al. (Wedren et al., 2007) mencionaron las gestaciones como un
factor que podria influenciar en el genotipo del VDR. Otros factores influyentes
podrian ser la ingesta de calcio (McCullough et al., 2007) o el ser o no fumador

(Trabert et al., 2007).

Otro hecho importante es el gran desequilibrio de ligamiento del
polimorfismo Poly(A) con el polimorfismo BsmlI (Bretherton-Watt et al., 2001) y
el Taql (Blazer et al., 2000; Correa-Cerro et al., 1999; Kibel et al., 1998). Algo
muy interesante es que la “fuerza” de este desequilibrio parece variar en los
diferentes grupos étnicos. Ademas, se ha demostrado que la distribucion alélica en
general varia entre los diferentes grupos étnicos (Kibel et al., 1998; Ntais,
Polycarpou, & loannidis, 2003; Watanabe et al., 1999). Estos podrian, al menos

en parte, explicar las discrepancias entre los diferentes estudios.
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Con respecto a otros polimorfismos del VDR menos estudiados, cabe
destacar que parece que el polimorfismo 4-1012G podria estar relacionado con el
melanoma (Halsall, Osborne, Potter, Pringle, & Hutchinson, 2004). Un estudio
caso control (abbasaJohn et al., 2007) no ha encontrado asociacion entre el
polimorfismo Bgll'y el cancer de mama en estadios iniciales en diferentes grupos
raciales. Abbas ef al. no han encontrado asociacion entre el VDR-5132 y el cancer
de mama (Abbas et al., 2008). Los genotipos Uu y uu de Tru9l estaban asociados

con una disminucion del riesgo de adenoma coldnico (Y. L. Gong et al., 2005).

Cancer de piel.

2.3.1 Generalidades. Tipos. Prevencién.

La piel es el 6rgano mas extenso del organismo. Estd formada por tres
estratos distintos: la epidermis, la dermis y el tejido celular subcutaneo, cada uno
de ellos con células con diferentes funciones. Estas células, como cualquier otra
célula del organismo, pueden proliferar de forma descontrolada, dando lugar a un
tumor o neoplasia, de comportamiento benigno o maligno. En el caso de

tumoracion maligna, hablamos de cancer de piel.

Segun el tipo de célula del que derive este crecimiento anormal, tendremos
un tipo de neoplasia u otro. En general, el cancer de piel se divide en dos grandes

grupos:
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a las neoplasias malignas que derivan de los melanocitos de la piel se las
denomina melanoma. Es menos frecuente y mas agresivo (80% de los

fallecimientos por cancer de piel).

en el otro grupo se engloba el resto de tumores malignos de la piel: cancer
de piel no melanoma. Es mas frecuente y comprende todos aquellos
canceres de piel que no derivan del melanocito. Entre ellos se encuentra el
carcinoma basocelular, el carcinoma espinocelular u otros tumores menos
frecuentes, como el carcinoma de células de Merkel, sarcoma, linfoma
cutaneo de células T, sarcoma de Kaposi, tumores vasculares o metastasis

cutaneas de tumores de otros 6rganos.

El cancer de piel es el cancer mas frecuente de la raza humana (Figura 14).
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Figura 14. Grafico con el nimero de casos de cancer en 2018 en todo el mundo, ambos sexos y
todas las edades. El cancer de piel no melanoma aparece en quinto lugar, tras el cancer de
pulmén, mama, colorrectal y prostatico. Aunque se consideran el cancer de piel mas frecuente,
no ocupan esta posicion en la lista probablemente por la falta de notificacidn y registros. Tomado
de la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC - International Agency for

Research on Cancer) (IARC, 2008).

Ademas, en los ultimos afios la incidencia ha aumentado en casi todos los
paises, debido probablemente a la mayor exposicion a la luz solar, pero también
asociado a la mejor deteccion del cancer de piel y al aumento de la esperanza de
vida. Segln se ha estimado, aproximadamente 5,4 millones de canceres de piel de
células basales (basocelular) y de células escamosas (espinocelular) se

diagnostican cada afio en los Estados Unidos. La mayoria son carcinomas
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basocelulares. Es infrecuente que los canceres de piel de células basales y de
células escamosas causen muertes. Se cree que aproximadamente 2.000 personas
en los EE.UU. mueren cada afio a causa de estos canceres, lo que supone un
porcentaje bajo respecto a los casos diagnosticados. Esta tasa ha estado

disminuyendo en los tltimos afios (American-Cancer-Society, 2020) (Figura 15).
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Figura 15. Grafico del nimero de muertes mundiales por cancer en 2018, ambos sexos y todas

las edades. Tomado de IARC (IARC, 2008).

Carolina Morgado Aguila

98



Tesis Doctoral

Il. FUNDAMENTACION TEORICA

Hasta donde nos es conocido, no existen registros en Espafia del niimero
exacto de personas que padece o muere a causa de estos canceres de piel. Las
estadisticas de la mayoria de los otros canceres se conocen, ya que son informados
y rastreados por los registros de cancer, pero los canceres de piel de células basales
y de células escamosas no suelen ser notificados. Seglin la Asociacion Espafiola
de Dermatologia y Venereologia, en Espafia cada afio mas de 74.000 personas
tienen un cancer cutaneo no melanoma (Asociacion-Espafiola-de-Dermatologia-

y-Venereologia, 2018).

A pesar de ser el mas frecuente, el cancer de piel no melanoma representa
menos del 1% de todas las defunciones por cancer. Es por esta razon por la que
atrae menos a la comunidad médica; sin embargo, causan alteraciones cosméticas

y funcionales importantes, ademas de representar un elevado coste sanitario.

La etiopatogenia de estos tumores es multifactorial. Estan asociados tanto
con factores intrinsecos como con factores ambientales. Entre los factores
intrinsecos se encuentra el tipo de piel, la inmunocompetencia del individuo o la
predisposicion genética. En contraposicion a otros tipos de tumores, la influencia
ambiental est4 bien establecida. Asi, las radiaciones ionizantes o una gran variedad
de productos quimicos pueden estar relacionados con el desarrollo de estas

neoplasias.
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Existen claras evidencias epidemioldgicas que apoyan la hipotesis de que la
luz solar'® causa cancer de piel: 1. ocurre frecuentemente en residentes de 4reas
con alta irradiacion solar; 2. son mas frecuentes en personas sensibles al sol; 3.
sobre todo ocurren en areas corporales expuestas; 4. mas frecuentes en personas

que han estado mas expuestas; 5. se reducen con la proteccion solar.

A nivel molecular se ha demostrado que se producen una serie de efectos
deletéreos que resultan en el desarrollo de estos tumores como consecuencia de la
luz solar (English, Armstrong, Kricker, & Fleming, 1997). Concretamente, al
absorber el ADN la radiacion ultravioleta, puede dafarse. Si este dafio no se
repara, ocurren una serie de cambios que pueden resultar en transformacion

maligna.

En particular se ha observado que el gen supresor de tumores p53 tiene en
ocasiones mutaciones puntuales especificamente asociadas con el dafio causado
por la exposicion a radiacion UVB (de Gruijl, van Kranen, & Mullenders, 2001).
Aproximadamente entre un 45 y un 60% de carcinomas espinocelulares tienen
mutaciones en p53 (Brash et al., 1991; K. Y. Tsai & Tsao, 2004). Sin embargo, las
mutaciones de p53 se encuentran dificilmente en el melanoma, donde se ha
encontrado otra mutaciéon posiblemente relacionada con la radiacion solar, la

ocurrida en el gen CDKN2 (Pollock, Pearson, & Hayward, 1996).

10 Hablando estrictamente, la luz solar es aquella luz visible procedente del sol. Es un término
utilizado erréneamente, ya que aqui nos referimos a la radiacion ultravioleta, no visible, de 295
a 400 nandémetros (nm) de longitud de onda, que es la que alcanza la superficie terrestre.
Probablemente es esta radiacidn la responsable de todos los efectos carcinogénicos de la luz
solar.
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Como ejemplo cabe recordar a aquellos pacientes con xeroderma
pigmentoso, enfermedad hereditaria caracterizada por un aumento de Ila
sensibilidad a la exposicion solar y a reparacion defectuosa del ADN, que tienen
historia de un elevado nuimero de carcinomas basocelulares, carcinomas
espinocelulares y melanomas, sobre todo en zonas expuestas a la luz solar. Esta
observacion relaciona estrechamente el defecto en la reparacion del ADN con el

origen del cancer.

El carcinoma basocelular es el tumor maligno mas frecuente en la raza
blanca. Son agresivos y tienen capacidad para invadir y destruir tejidos
adyacentes, incluido hueso, aunque su capacidad metastésica sea baja. Aunque no
son causa de aumento de la mortalidad por cancer, si suponen una considerable
morbilidad para los pacientes y un peso econdmico importante para el sistema

sanitario.

El principal factor etioldgico conocido es la exposicion solar, aunque otras
radiaciones del espectro electromagnético y sustancias quimicas pueden estar
también implicadas en su etiologia. En ocasiones se manifiestan formando parte
de sindromes genéticos o hereditarios. La inmunodeficiencia y las cicatrices

también son factores predisponentes.

Existe una importante diferencia en la incidencia segin variaciones
geograficas. Estados de Estados Unidos cercanos al ecuador, como Hawai y
California, tienen una incidencia al menos duplicada de carcinoma basocelular
respecto a estados del medio-oeste (Chuang, Popescu, Su, & Chute, 1990; Reizner,

Chuang, Elpern, Stone, & Farmer, 1993). También existen variaciones globales
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en incidencia. Asi, paises del norte de Europa, como Finlandia, tienen un cuarto
de la incidencia de estados del medio-oeste de Estados Unidos. Esto contrasta con
Australia, que tiene tasas de hasta 40 veces mas que Finlandia (Green, Battistutta,
Hart, Leslie, & Weedon, 1996; Hannuksela-Svahn, Pukkala, & Karvonen, 1999;
Marks, Staples, & Giles, 1993). De esto se deduce que la mayor prevencion se

conseguiria minimizando la exposicion solar.

Se distinguen varios tipos clinicos de carcinoma basocelular (Figura 16). El
facultativo que estd familiarizado con las manifestaciones clinicas de este tumor

normalmente es capaz de hacer el diagnostico solamente con el examen clinico.

Figura 16. Carcinomas basocelulares.

Carolina Morgado Aguila

102



Tesis Doctoral

Il. FUNDAMENTACION TEORICA

El tratamiento electivo es quirirgico, aunque existen otras posibilidades,
como la radioterapia, el imiquimod, la terapia fotodindmica o el interferon

intralesional.

El carcinoma espinocelular es una tumoracion maligna derivada de los
queratinocitos de la epidermis con capacidad para producir metéstasis. Es el
segundo tipo de cancer de piel mas frecuente, tras el carcinoma basocelular. La
incidencia exacta de esta neoplasia es desconocida, puesto que no suelen
reportarse a los registros de cancer. Si es conocido el incremento de la incidencia
en los ultimos 20 anos, probablemente relacionado con la exposicion solar, centros
de bronceado, aumento de la edad poblacional y mejoria de la deteccion del cancer
de piel. Parece que factores geograficos y €étnicos también influyen en el riesgo de

carcinoma epidermoide cutaneo.

En la mayoria de los casos se origina sobre lesiones previas, las queratosis
actinicas, consideradas en ocasiones lesiones premalignas. Actualmente estas
lesiones premalignas se interpretan como auténticos carcinomas in situ, es decir,

el estadio intraepidérmico de la neoplasia .

11 Durante afios, el concepto que teniamos de la queratosis actinica era el de una lesién
premaligna o precancerosa que podia evolucionar con el tiempo a una lesion maligna de
carcinoma espinocelular o epidermoide. Sin embargo, en los ultimos afios se plantea un cambio
en el posicionamiento conceptual de esta patologia. Muchos expertos consideran la queratosis
actinica como un verdadero carcinoma espinocelular in situ, al compartir caracteristicas
morfoldgicas y cambios citogenéticos (Carmena-Ramén, 2017).
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Aunque no el tnico, el principal factor etiologico es la exposicion solar, lo
que condiciona su predominio en las zonas corporales expuestas y una distribucion
que se relaciona con las areas de maxima irradiacion solar. Esta misma razon
justifica la mayor incidencia en personas de piel clara, en los varones y un aumento
progresivo con la edad. Aunque se cree que la radiacion UVB es el primer factor
causante del carcinoma espinocelular cutdneo, la radiacion ultravioleta A (UVA)
también juega un papel importante. De hecho, el uso de la terapia con luz
ultravioleta y psoralenos (PUVA; Psoralen and UVA light therapy'?) esta asociada

con un incremento de la incidencia de este tumor (Lindelof et al., 1999).

El carcinoma espinocelular cutdneo se manifiesta clinicamente en una gran
variedad de formas, entre las que se incluyen las papulas, placas o nodulos, que

pueden ser suaves, hiperqueratosicas o ulceradas (Figura 17).

12 13 fotoquimioterapia PUVA es una modalidad de tratamiento que utiliza la radiacién
ultravioleta asociada a sustancias quimicas fotoactivables, en este caso los psoralenos. Este
tratamiento ha demostrado su eficacia por ejemplo contra la psoriasis.
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Figura 17. Queratosis actinicas (imagen izquierda) y carcinoma epidermoide (imagen derecha).

Obsérvese una de las formas clinicas tipicas en forma de cuerno cutdneo del carcinoma

epidermoide.

Aunque los hallazgos clinicos puedan sugerir el diagnostico de carcinoma
espinocelular, el estudio histopatologico es necesario para confirmar el

diagnostico.

Como normal general, el tratamiento del carcinoma espinocelular es

quirurgico, sobre todo para establecer el diagndstico histopatologico definitivo.

Aunque no directamente relacionado con este trabajo sobre el cancer de piel
no melanoma, consideramos interesante dar unas pinceladas sobre el melanoma.

El melanoma es la forma maés seria de cancer de piel. La incidencia de melanoma
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de la piel esta incrementandose mas rapido que cualquier otro tipo de cancer en
todo el mundo. Es el quinto cancer mas comtin en hombres y el séptimo en mujeres
en los EE.UU. Es un tumor con alta capacidad metastasica. Las tasas de
supervivencia disminuyen drasticamente al aumentar el grosor (indice o

profundidad de Breslow'®) y el estadio del tumor.

Los factores de riesgo para desarrollar un melanoma son tanto
medioambientales como genéticos. Se ha demostrado clinica 'y
epidemiolégicamente que la exposicion solar o a luz ultravioleta esta relacionada
con mayores tasas de melanoma en personas con repetida exposicion solar intensa.
Se relaciona sobre todo con exposicidon intermitente y quemaduras durante la
infancia y adolescencia. También se ve aumentado el riesgo de melanoma en
aquellos que han usado, sobre todo antes de los 35 afios de edad, los centros de
bronceado. Aproximadamente un 10% de los melanomas son familiares. Los
individuos con nevus atipicos tienen entre tres y veinte veces mas posibilidades de
desarrollar melanoma maligno en comparacion con la poblacion general. También
aquellos individuos con gran niimero de nevus (>25) tienen mayor riesgo de
desarrollarlo. Aquellos individuos con rasgos fenotipicos determinados
(pigmentacion cutanea clara, pelo rubio o pelirrojo, abundantes pecas, ojos
claros...) también tienen mayor riesgo de desarrollar melanoma. Otro factor de

riesgo menos conocido y frecuente es la historia de cancer en la infancia tratado

13 Medida de la profundidad de invasion (dimensidn maxima de infiltracién) de un melanoma
desde la capa granulosa de la epidermis hasta la célula neopldsica mas profunda que se observe.
Si el tumor esta ulcerado, se mide desde la base de la Ulcera hasta las células tumorales mas
profundas. Este indice se usa para ayudar a determinar el estadio del tumor. A medida que va
aumentando el grosor, el prondstico es peor ya que existen mayores probabilidades de
propagarse y las tasas de supervivencias son menores.
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con radioterapia e inmunosupresion. Mutaciones autosémicas dominantes
heredadas en los genes CDKN2A y CDK4 se han relacionado también con la

susceptibilidad de melanoma.

Aunque no los Unicos, existen cuatro tipos fundamentales de melanoma: de
extension superficial, 1éntigo maligno melanoma, lentiginoso acral y nodular

(Figura 18).

e

Figura 18. Cuatro tipos fundamentales de melanoma. De izquierda a derecha: melanoma de
extension superficial, melanoma nodular, Iéntigo maligno melanoma y melanoma lentiginoso

acral.

La mayoria de los melanomas surgen como tumores superficiales indolentes
confinados a la epidermis, donde se mantienen durante afios. Durante este estadio,
conocido como de crecimiento radial, el melanoma es curable con la sola
extirpacion quirrgica. Sin embargo, aquellos que infiltran mas alld de la
epidermis (crecimiento vertical), tienen ya potencial metastasico. El pronostico
esta directamente relacionado con la probabilidad de metastasis, que a su vez
depende sobre todo de la profundidad de invasion. Otros factores histologicos

relacionados con el prondstico son: ulceracion del tumor, indice mitotico,
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presencia de invasion linfovascular, microsatélites, regresion, invasion perineural

o la presencia de linfocitos infiltrando el tumor.

El manejo quirurgico adecuado es critico para el diagndstico, estadificacion
y tratamiento adecuado del melanoma cutaneo primario. Los objetivos de la
cirugia son realizar la confirmacion histologica del diagnodstico, obtener la
estadificacion precisa del tumor primario, realizar la escision adecuada de los
margenes de la lesion y obtener buenos resultados funcionales y cosméticos. Pero
la cirugia no solo sirve para tratar la lesion primaria, sino también para el manejo
de las metastasis linfaticas (realizando biopsia selectiva de ganglio centinela o
linfadenectomia en su caso), de las recurrencias locales, de las metéstasis en
transito y de las metastasis a distancia cuando procediera. En algunos casos podria

ser de utilidad la radioterapia adyuvante o la inmuno o quimioterapia.

La proteccion solar, con cremas protectoras o medidas fisicas, es el
mecanismo mas importante de prevencion del cancer de piel. De hecho, aquellos
protectores solares con factor de proteccion solar de 30 absorben hasta un 95-98%

de radiacion ultravioleta (Holick, Chen, Lu, & Sauter, 2007).

2.3.2 Vitamina D, VDR y cancer de piel.

Como ya intuimos segun lo anteriormente expuesto en el texto, la relacion
entre la radiacion UV vy el cancer de piel es mas compleja que para otros tipos de

cancer: Existe evidencia inequivoca de la relacion entre la exposicion solar
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(radiacion UV) y el cancer de piel, pero a su vez existe evidencia cientifica
suficiente del efecto protector de la vitamina D (que se sintetiza en la piel por

accion de la radiaciéon UVB) sobre el cancer.

Podemos resumir: La radiacion ultravioleta procedente la exposicion solar
tiene distintos efectos en la piel: la radiacion UVA (y UVB) induce el dafio del
ADN al aumentar los niveles de especies reactivas de oxigeno, mientras que la
UVB cataliza la conversion del 7-deshidrocolesterol a 25(OH)Ds e induce la
expresion del VDR. Por otra parte, varias lineas de evidencia sugieren que la
vitamina D y la accion del VDR podrian ser protectores del dafio al ADN inducido

por el sol (Thorne & Campbell, 2008).

En capitulos anteriores ya describimos las funciones de la vitamina D sobre
la piel y en relacion con esto podemos también intuir la relacion entre la vitamina

Dy el cancer de piel.

Multiples estudios de laboratorio sugieren que la vitamina D y sus
metabolitos podrian reducir el cancer de piel. Sin embargo, estudios
epidemiologicos en humanos han mostrado resultados dispares: algunos reportan
asociacion entre los niveles de vitamina D mas elevados y aumento del riesgo de
desarrollar cancer de piel (Asgari et al., 2010; Eide et al., 2011), otros muestran
disminucion del riesgo (Tang, Fu, et al., 2011; Tang et al., 2010) y otros ni siquiera
encuentran asociacion (Asgari, Maruti, Kushi, & White, 2009; van Dam et al.,

2000; Weinstock, Stampfer, Lew, Willett, & Sober, 1992).
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2.3.2.1 Vitamina D, VDR y melanoma.

La exposicion solar intensa causa dafio en el ADN y esta relacionada con
mayores tasas de melanoma, pero a su vez también induce la produccion de
vitamina D, cuyo metabolito, el 1,25(0OH).D3, tiene efectos antiproliferativos y
prodiferenciadores, tanto en células melanicas como en el melanoma cutaneo,
mediado a través del VDR. Se ha demostrado que el melanoma expresa el VDR y
la 1,25(OH).Ds tiene efectos antiproliferativos y prodiferenciadores en células de
melanoma cultivadas (K. Colston, Colston, Fieldsteel, & Feldman, 1982; Sertznig,
Seifert, Tilgen, & Reichrath, 2009), en células de melanoma maligno (Reichrath

et al., 2004) y en xenoinjertos de melanoma maligno (K. Colston et al., 1981).

Ademas, la 1,25(OH),D3 ha mostrado ejercer un efecto inhibitorio en la
diseminacion de las células de melanoma y se ha objetivado que los pacientes con
melanoma tienen bajos niveles séricos de 1,25(0OH).Ds. En estudios in vitro e in
vivo, la adicion de vitamina D disminuye el crecimiento de células de melanoma
(K. Colston et al., 1981; Seifert, Rech, Meineke, Tilgen, & Reichrath, 2004;
Yudoh et al., 1999).

Ademas de estos hallazgos, algunos polimorfismos del VDR también han
demostrado estar relacionados tanto con la ocurrencia como con la evolucion del

melanoma.

Existen multiples estudios que analizan la relacion entre los niveles de
vitamina D séricos y la incidencia y prondstico de melanoma. Resumo a
continuacion un estudio publicado muy recientemente (T. Y. Tsai, Kuo, & Huang,
2020) que realiza una revision sistematica y metaanalisis precisamente sobre este

tema. No se encontrd diferencia significativa entre los niveles séricos de vitamina
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D entre pacientes con melanoma y los controles (Diferencia de medias: -0,185; IC
95%: -0,533 - +0,162). Sin embargo, la prevalencia de déficit de vitamina D era
significativamente mayor en pacientes con melanoma que en los controles (Odds
ratio (OR): 2,115; IC 95%: 1,151-3,885). En cuanto a prondstico, los niveles
séricos de vitamina D eran significativamente mayores en pacientes con
melanoma con menor indice de Breslow. (=1 vs. >1 milimetro (mm)) (Diferencia
de medias: 0,243; IC 95%: 0,160-0,327). Ademas, los pacientes con melanoma
con menores niveles de vitamina D tenian mayor indice de mortalidad. (Cociente

de riesgo: 1,558; IC 95%: 1,258-1,931).

Abundan también en la bibliografia los estudios que analizan la relacion

entre los polimorfismos del VDR y el melanoma:

Hutchinson et al. (Hutchinson et al., 2000) encontraron una asociacioén del
polimorfismo del VDR Fokl y el riesgo de melanoma. Algunas variantes alélicas
podrian ademas estar relacionadas con un incremento del indice de Breslow,
incluyendo el genotipo ttff (Taql t y Fokl f). De hecho, este ultimo genotipo estaba

asociado con tumores de un grosor de mas de 3,5 mm (OR: 31,5; P=0,001).

En otro estudio, examinando la relacion entre el polimorfismo Fokl y el
melanoma cutaneo, el genotipo Ff estaba relacionado con un aumento del riesgo
de melanoma cutaneo (OR: 1,32; IC 95%: 1,03-1,68) y los genotipos Ff + ff, muy
en el limite, también con un riesgo mayor comparado con el genotipo FF (OR:

1,26; IC 95%: 1,00-1,59) (C. Li et al., 2007).

Parece que el alelo f podria ser factor de riesgo del cancer de piel tipo
melanoma (C. Li et al., 2008). La hipotesis de que el alelo fpudiera ser un alelo

de riesgo para el cancer de piel no se ha confirmado en otros estudios similares
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posteriores (Barroso et al., 2008; Gapska et al., 2009; Han et al., 2007;
Mandelcorn-Monson et al., 2011; Santonocito et al., 2007). Por ejemplo,
Santonocito et al. no encontraron asociacion entre la frecuencia del genotipo Fokl

y el melanoma maligno o su grosor de Breslow (Santonocito et al., 2007).

Li et al. afirmaron que el polimorfismo Fokl no es un factor de riesgo
independiente, sino que interacciona con el color de piel, lunares o pecas y el
numero de familiares de primer grado con cualquier tipo de cancer para modificar
el riesgo de melanoma (C. Li et al., 2008). Li et al. también estudiaron
combinaciones haplotipicas entre las que se incluian Fokl, Taql y Bsml con el
riesgo de melanoma y su interaccion con factores de riesgo ya conocidos (C. Li et
al., 2008). Solo los genotipos combinados 77Bb + BBFf + ff se vieron asociados
con un aumento de riesgo cuando se comparaba con genotipos 77bbFf + ff. Por

otro lado, otras combinaciones haplotipicas demostraron una reduccion del riesgo.

En cuanto al polimorfismo Bsml y el melanoma encontramos hallazgos
interesantes en la literatura: Existe una asociacion significativa entre el genotipo
bb de Bsml y el riesgo de melanoma y mayor indice de Breslow y por tanto peor
pronostico (Santonocito et al., 2007). En esta linea, Li ef al. (C. Li et al., 2008)
encontraron un riesgo disminuido para melanoma del alelo B, Orlow et al. (Orlow
et al., 2016) observaron que el alelo B es protector en relacion a la supervivencia
y Orlow et al. en 2018 (Orlow et al., 2018) también llegaron a la conclusioén de
que el alelo B disminuia el riesgo de mortalidad si habia antecedentes de elevada

exposicion a radiacion UVB.

Anteriormente ya se habia expresado la teoria, debido a las observaciones

halladas entre los polimorfismos de Bsml y el melanoma, de que la exposicion
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solar podria tener indirectamente un efecto protector sobre el melanoma gracias a

la activacion del sistema de la vitamina D (Mocellin & Nitti, 2008).

No obstante, existen contradicciones en la literatura. Por ejemplo,
Mandelcorn-Monson et al. en 2011 (Mandelcorn-Monson et al., 2011)
encontraron que el genotipo BB unido a una exposicion a radiacion UV elevada
estaba asociado con el riesgo de padecer melanomas multiples. Asimismo, existen
distintos estudios en los que no se objetivo asociacion entre este polimorfismo y
el melanoma o su prondstico (Gapska et al., 2009; Han et al., 2007; Randerson-

Moor et al., 2009).

Hay pocos datos que relacionen el polimorfismo del VDR Tagl y la
incidencia y pronostico del cancer de piel, con algunos resultados contradictorios.
La mayoria de estudios publicados no encontraron correlaciéon entre el
polimorfismo Tagl y una susceptibilidad alterada para el melanoma maligno
(Barroso et al., 2008; Gapska et al., 2009; Hutchinson et al., 2000; Randerson-
Moor et al., 2009; Schafer et al., 2012).

Sin embargo, hay estudios que relacion el alelo ¢ de Tagl con una
disminucién del riesgo de melanoma. El genotipo 7t y los genotipos 7#/tt estaban
asociados con una reduccion del riesgo de melanoma de un 30% comparado con
el genotipo 77 (C. Li et al., 2007). Este mismo grupo de investigacion demostrd
en 2008 (C. Li et al., 2008) que el polimorfismo Tagl es un factor de riesgo

independiente para el melanoma en un analisis multivariante.

En esta linea, Orlow et al. en 2016 (Orlow et al., 2016) afirmaban que el
alelo ¢ era protector en cuanto a la supervivencia y corroboraban su afirmacion en

2018 (Orlow et al., 2018) al comprobar que el alelo ¢, cuando se asociaba a una
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elevada exposicion a radiaciéon UV, disminuia la mortalidad del melanoma. No
obstante, existe un estudio serbio en el que se objetivo que el alelo # aumentaba el

riesgo de padecer melanoma (Zeljic et al., 2014).

Los estudios que conocemos que han investigado la asociacion de Apal y el
riesgo de melanoma no han encontrado asociacion significativa entre ellos
(Randerson-Moor et al., 2009; Schafer et al., 2012; Zeljic et al., 2014). Sin
embargo, Birke et al. (Birke, Schope, Wagenpfeil, Vogt, & Reichrath, 2020)
concluyen en su metaanalisis que tienen un 20% mas de riesgo de melanoma los

portadores del raro alelo a de Apal.

Se ha encontrado una fuerte asociacion entre el polimorfismo del VDR A4-
1012G (también conocido como EcoRV o GATA) y el riesgo de melanoma
maligno. Tomando GG como referencia, el alelo 4 es dos veces mas frecuente en
pacientes con melanoma maligno (OR: 2,5; 1C95%: 1,1-5,7) y cuando se
manifestaba de forma homocigota 44, hasta 3 veces mas frecuente (OR: 3,3; IC
95%: 1,4-8,1). Adicionalmente el alelo A estaba relacionado con un mayor indice
de Breslow (P=0,04) y con un mayor desarrollo de metastasis (P=0,008). La
probabilidad de metéstasis a los cinco afos era del 21% para la variante 44 y del
9% para la AG cuando se comparaba con el genotipo GG. El efecto sobre las
metastasis es independiente del grosor (indice de Breslow), y se considera que el
polimorfismo A4-1012G tiene potencial predictor de forma adicional al indice de
Breslow. Finalmente se ha encontrado una interaccion entre los polimorfismos A4-
1012G y Fokl (P=0,025), que aumentaba el efecto del alelo 4 de A-1012G sobre
las metastasis, de forma que se incrementa la probabilidad de metéstasis para el
genotipo AAff a los cinco afios de seguimiento (Halsall et al., 2004). Orlow et al.
también confirman la asociacion del polimorfismo con el aumento de riesgo de

melanoma multiple (Orlow et al., 2012).
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Sin embargo, otros estudios no han encontrado asociacion entre el
polimorfismo 4-1012G y el melanoma maligno (Barroso et al., 2008; Gapska et
al., 2009; Randerson-Moor et al., 2009; Santonocito et al., 2007; Zeljic et al.,
2014).

Hasta donde nos es conocido, no se han estudiado muchos otros
polimorfismos y los que se han estudiado no han aportado resultados

significativos, como es el Cdx2 (Han et al., 2007; Randerson-Moor et al., 2009).

El pasado afo, 2019, se publicé una revision sistematica en Oncology
Letters (Vasilovici et al., 2019). Sus autores incluyeron 17 articulos publicados
entre el afio 2000 y 2018 y exponen y desarrollan todos los resultados encontrados.

(Tabla 1).

En este mismo afio, 2020, se ha publicado el ultimo de muchos metaanalisis
y revisiones sistemadticas (Birke et al., 2020) para investigar la asociacion entre
varios polimorfismos del VDR y el riesgo de desarrollar melanoma. Los resultados
son los siguientes: El modelo dominante Bb + BB vs. bb mostraba un 15% de
reduccion de la incidencia de melanoma para los portadores del alelo B de Bsml.
Por su parte, los portadores del alelo f'de Fokl tiene un 22% mas de posibilidades
de desarrollar melanoma. Con respecto a Apal, hay un 20% maés de riesgo de
melanoma para los portadores del alelo a. Los resultados del metaanalisis no
revelaron asociacion entre el riesgo de melanoma y los otros polimorfismos

estudiados (Taql, A-1012G, Cdx2 y Bgll).
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En conclusion, puede sugerirse que la importancia de la vitamina D y del
VDR para el melanoma atn esta poco definida y se puede hipotetizar que el riesgo
y el pronodstico de este cancer podria estar relacionado con otros factores de riesgo

adicionales.

Carolina Morgado Aguila

116



Tesis Doctoral

Il. FUNDAMENTACION TEORICA

Tabla 1. Polimorfismos del gen del VDR y melanoma. Modificado de Vasilovici et al. (Vasilovici

et al., 2019)
Asociacion con
s . otros factores
. . . Asociacion con ..
Referencia , Polimorfismos . clinico-
e Pais . riesgo de . .
bibliografica estudiados patoldgicos o
melanoma .
progresion de la
enfermedad
. Fokl Genotipo FF: riesgo  Genotipo ttff:
(Hutchinson et . . S
Reino Unido disminuido mayor Breslow
al., 2000) .
Taql! No asociado
EcoRV Genotipo AA: Genotipo AA:
(Halsall et al., . . .
2004) Reino Unido riesgo aumentado mayor Breslow,
mas metastasis
(Han et al Fokl No asociados
2007) v EE.UU. Bsml
Cdx2
Bsml Genotipo bb — Genotipo bb —
(Santonocito et . riesgo aumentado mayor Breslow
al., 2007) Italia Fokl No asociado No asociado
EcoRV No asociado No asociado
Taql Genotipo Tty Tt+tt
disminuyen riesgo
(Alelo t —riesgo
(C.Lietal, disminuido)
2007) EE.UU. Fokl Genotipo Ffy Ff+ff
aumentan riesgo.
(Alelo f—riesgo
aumentado)
EcoRV No asociados
(Barroso et al., Espafia Fokl!
2008) P Tagl
Bgll
Taq! Alelo t —riesgo
disminuido
Bsml Alelo B —riesgo
disminuido
(C. Lietal, EE.UU Folt 'aAlljer’lnoe{n_a&e)sgo il-;10tlt(elracciona con
2008) o

color de piel,
pecas o
antecedentes
familiares de
cancer
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Alelo F —riesgo

Fokl aumentado
(Randerson- No asociados
Moor et al., Taql!
2009) Bsml
Reino Unido Apal
EcoRV
Cdx2
Fokl No asociados No asociado con
(Gapska et al., . Taql! el Breslow
2009) Polonia Bsml
EcoRV
(Halsall, EcoRV Alelo A- riesgo Alelo A — mayor
Osborne, aumentado Breslow,
Epstein, EE.UU. desalrrollt? de
Pringle, & metastasis
Hutchinson,
2009)
Taql! No asociados No asociado con
(Schafer et al., Alemania Apal el Breslow
2012) rs757343
rs2107301
Fokl Alelo F— mayor No asociado con
riesgo caracteristicas
(Zeljic et al., . Taql Alelo t — mayor clinico-
Serbia . -
2014) riesgo patoldgicas.
Apal No asociados
EcoRV
Fokl No asociado
(Mandelcorn- Bsml Genotlp.o.BiB
. (+exposicion UV
Monson et al., Internacional elevada) —
2011) s
multiples
melanomas
Bsml Riesgo
EcoRV incrementado de
rs10875712 melanoma multiple
(Orlow et al. rs4760674
2012) ! Internacional rs7139166
rs11168287
rs7305032 Riesgo disminuido
rs7965281 de melanoma

multiple
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Alelo B —
Bsml protector en
relacién a
(Orlow et al., supervivencia
2016) Internacional Alelo t—
Taql protector en
relacién a
supervivencia

Fokl Genotipo ff -
supervivencia
libre de
progresion,

Italia regresion
histoldgica,
BRAF+.

(Morgese et al.,
2017)

Taql
Bsml

Bsml Alelo B - riesgo
disminuido de
mortalidad si
alta exposicién

(Orlow etal, Internacional uve

2018) Alelo t — riesgo
disminuido de
mortalidad si
alta exposicién
UVB.

Taql

En los casos de celdas vacias, el parametro no ha sido estudiado.

BRAF: Hace relacion a la mutacién del oncogen BRAF (B-Rapidly Accelerated Fibrosarcoma), productor de
la proteina B-RAF. Cuando estd mutado, produce una proteina B-RAF alterada que contribuye a la
reproduccién celular cancerosa. Existen terapias dirigidas cuando este gen presenta la mutacion.
EE.UU., Estados Unidos; UV, ultravioleta, radiacion; UVB, ultravioleta B, radiacion.
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2.3.2.2 Vitamina D, VDR y cdncer de piel no melanoma.

En general, en el laboratorio y en la clinica se ha prestado siempre mas
atencion a los canceres de piel tipo melanoma que a los no melanoma,
probablemente debido a la diferencia en el prondstico, que no en cuanto a su

incidencia.

En 2002 Zinser et al. (Zinser, Sundberg, & Welsh, 2002) demostraron in
vivo que los ratones a los que se les bloqueaba el VDR desarrollaban un mayor

numero de canceres de piel no melanoma.

En 2009 se publica uno de los multiples metaanalisis sobre vitamina D y
cancer de piel (Gandini, Raimondi, et al., 2009). Sus autores realizaron una
busqueda bibliografica en busca de publicaciones que estudiaran la relacion entre
melanoma, céncer de piel no melanoma, polimorfismos del VDR, ingesta de
vitamina D y niveles séricos de 25(OH)Ds. Concretamente en este metaanalisis
encontraron resultados interesantes en cuando a polimorfismos y cancer de piel no
melanoma (posible rol de los polimorfismos Fokl y Bsml en relacion con el riesgo
de melanoma y cancer de piel no melanoma). Sin embargo, concluyeron que la
asociacion de la ingesta de vitamina D era menos clara y que se precisaban mas

estudios para clarificar el papel de la dieta en el cancer de piel.

Como cabria esperar segin todos los datos expuestos hasta ahora en nuestro
trabajo, deberiamos encontrar en la bibliografia estudios que avalen la proteccion
de la vitamina D en el cancer de piel, es decir, a mayores niveles de vitamina D,
menor cancer de piel no melanoma. Sin embargo, encontramos durante nuestra

busqueda pocos articulos que centren su investigacion en niveles séricos de
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vitamina D y céncer de piel no melanoma y ademas con resultados muy

contradictorios.

Por ejemplo, en un estudio caso-control realizado en varones mayores se
encontr6 una incidencia menor de cancer de piel no melanoma en aquellos sujetos
con mayores concentraciones de previtamina D comparado con los sujetos con

menores concentraciones (Tang et al., 2010).

Pero también encontramos resultados totalmente contrapuestos al anterior.
Por ejemplo, se ha publicado recientemente un estudio en el que se concluye que
los pacientes con cancer de piel no melanoma tenian en el momento del
diagnodstico niveles séricos de 25(OH)D3; mayores que los controles, aunque
incluso teniendo esos mayores niveles en comparacion con los controles, seguian
teniendo tedricamente déficit de vitamina D (Soares, Szejnfeld, Enokihara,

Michalany, & Castro, 2018).

Algo similar publicaron Eide et al (Eide et al., 2011): encontraron una
relacion entre unos niveles séricos de 25(OH)D3 mayores (no aumentados) y el
riesgo de desarrollar cancer de piel no melanoma. Vojdeman et al. también han
encontrado niveles mas altos de vitamina D en relacion con una mayor incidencia

de cancer de piel melanoma y no melanoma (Vojdeman et al., 2019).

Parece que aun queda mucho trabajo por hacer sobre este tema.

Con respecto al cancer de piel no melanoma y los polimorfismos del VDR
si hay mas estudios publicados, aunque aun siguen siendo escasos y con resultados

inconsistentes (Tabla 2).
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Al examinar la asociacion entre los polimorfismos del gen del VDR con las
queratosis actinicas (Carless et al., 2008) se encontr6 que el genotipo 77/t de Taql
estaba asociado con un riesgo septuplicado de tener queratosis actinicas, mientras
que el grupo Tt tenia cuadruplicado el riesgo. En pacientes con piel clara, el
genotipo AA/aa de Apal tenia ocho veces mas riesgo de estar afectado por estas
lesiones que el Aa, que multiplicaba el riesgo por cinco. Este estudio muestra como
los homocigotos incrementan las probabilidades de padecer queratosis actinicas,
de forma que se sugiere que la actividad intermedia del VDR es importante en la
proteccion o que el heterodimero formado por los genotipos heterocigotos podria

tener alterado el potencial de union.

En un estudio aleman (Kostner et al., 2012) los resultados indicaban que
Apal, Taql y Bgll podian estar relacionados con el desarrollo de carcinoma
basocelular pero no de espinocelular. Al comparar las frecuencias de los distintos
genotipos del VDR por edad (menores y mayores o iguales a 60 afios), encontraron
que no habia relacion entre los polimorfismos y los cadnceres de piel no melanoma
evaluados (basocelular y espinocelular). Tampoco hallaron diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la relacion entre los polimorfismos, el

tumor y el area fotoexpuesta.

Un metaandlisis sobre los polimorfismos del VDR y el riesgo de cancer de
piel en europeos muestra que Fokl, Taql y Apal podrian ser biomarcadores del
riesgo de cancer de piel en caucésicos. Sin embargo, no encontraron asociacion
entre los polimorfismos de Bsm/ y la incidencia de cancer. (Zhao, Yang, Yu, Liu,

& Yuan, 2014).

Mas tarde, en 2016 y 2017, se publicaron los dos ultimos estudios que

conocemos sobre este tema (Burns et al., 2017; Von Schuckmann et al., 2016). Se
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observo en el estudio de Burns et al. que los participantes con polimorfismos de
Bsml tienen el doble de riesgo de padecer céncer de piel no melanoma en
comparacion con los pacientes sin mutaciones (OR: 2,04; IC 95%: 1,02-4,08;
P=0,045), mientras que no se objetivo relacion en el estudio de VonSchuckmann
et al. Para el resto de polimorfismos estudiados no se observo relacion
significativa en los modelos ajustados y tras correccion de comparaciones

multiples.

Ante estos resultados tan dispares, en otros estudios ya se comienza a incluir
la evaluacion de polimorfismos de otras rutas distintas al VDR. Por ejemplo, existe
un estudio que evalua la ruta de sefializacion hedgehog'* en carcinoma basocelular
y encontrd6 que hay variaciones génicas relacionadas con estas rutas que
contribuyen al desarrollo de nuevos tumores en aquellos con historia de carcinoma
basocelular. No obstante, no encontraron asociacion significativa entre el fenotipo
tipico de los pacientes propensos a desarrollar carcinoma basocelular y estos
polimorfismos. Tampoco encontraron asociacioén con los polimorfismos del VDR

(Jorgensen et al., 2012).

14 La ruta Sonic Hedgehog es una importante ruta de sefializacién del desarrollo. La proteina Shh
(Sonic Hedgehog) constituye el elemento principal de esta ruta en los mamiferos. Shh juega un
papel esencial en la regulacién de la organogénesis de los vertebrados, pero ademads sigue siendo
importante en el adulto, ya que controla la divisién celular de células madre adultas y esta
implicada en el desarrollo de ciertos canceres.
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Hasta la fecha solo hemos encontrado dos estudios que analicen en conjunto
la vitamina D, los polimorfismos del gen del VDR y el cancer de piel no melanoma

(Han et al., 2007; Lesiak et al., 2011):

(Han et al., 2007): Se trata de un estudio con amplio tamafio muestral. En
¢l no se evaltian concretamente los niveles séricos de vitamina D, sino la
ingesta diaria de vitamina D. Se objetivé que determinados polimorfismos
del VDR y de la metilen-tetrahidrofolato-reductasa (MTHFR)!® estaban
asociados con la ingesta diaria de vitamina D y folato en cuanto al
desarrollo del cancer de piel, concretamente el carcinoma espinocelular. El
genotipo BB de Bsml estaba asociado con un aumento del riesgo de
carcinoma espinocelular (OR: 1,51; IC 95%: 1,00-2,28). También se
observé interaccion entre los polimorfismos de Bsml, la ingesta total de
vitamina D y carcinoma espinocelular, con la objetivacion de un mayor
riesgo de desarrollar este tumor en mujeres con genotipo BB e ingesta
elevada de vitamina D (OR: 2,38; IC 95%: 1,22-4,62) (P=0,08). Sin
embargo, son los propios autores los que recomiendan cautela al analizar
los resultados, ya que han realizado multiples test y pueden haberse
producido sesgos.

(Lesiak et al., 2011): Sus autores encontraron que la 25(OH)Dj3 sérica
media era significativamente mayor en el grupo control que en los casos
de carcinoma basocelular (29,5 ng / ml vs 24,2 ng / ml; P=0,0031). Al

correlacionar el estatus de vitamina D con los polimorfismos que

15 El folato también estd influenciado por la radiacidon UV: concretamente la UVA puede
descomponer el folato del plasma. El metabolito del folato esta involucrado en la sintesis y
reparacién del ADN, por lo que parece estar implicado en la carcinogénesis cutanea.
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estudiaban, encontraron que los sujetos con Taql TT tenian
significativamente mayores niveles de 25(OH)D; comparado con los
portadores heterocigoticos (P=0,047). Si los pacientes con carcinoma
basocelular los dividian en dos grupos dependiendo de si los niveles
estaban por encima o por debajo de 24,2 ng/ml, encontraron que los
portadores del alelo heterocigoto tenian mas probabilidades de estar bajo
esos niveles comparados con los # (OR: 3,42; P=0,034). No encontraron
correlacion entre otros polimorfismos del VDR y los niveles séricos de

25(0H)Ds.
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Tabla 2. Polimorfismos del gen del VDR y cancer de piel no melanoma.

Referencia

Polimorfismos de

bibliografica Pais Tipo de tumor VDR evaluados Descripcidon de resultados
Carcinoma Bsml El genotipo BB estd asociado con un aumento del riesgo de SCC. Aumenta mds el riesgo si se asocia con
basocelular la ingesta de elevadas cantidades de suplementos de vitamina D.
. Estados
(Han, Colditz, & Unidos (BCC)/ Fokl -
Hunter, 2007) (EE.UU.) Carcinoma (El genotipo ff esta asociado con los dos tipos de cancer, de forma no significativa).
T espinocelular
(5CC) Cdx2 -
Apal Los sujetos con piel clara y genotipos homocigotos (AA/aa) tienen ocho veces mas riesgo de padecer
gueratosis actinicas. El genotipo Aa incrementa el riesgo cinco veces.
(Carless et al., . Queratosis Los mmsozjo.n\ :onnmmo,H.Om (TT/tt) U_‘mmm&m.: ro_.m riesgo de Umam.nm_‘ ncm.BSm_.m mnﬂ_\.:,nm. .
2008) Australia actinicas Tag Si se m.mon a Umm_ clara, se Bc_.:v__nm el riesgo hasta por siete. (Si el sujeto tiene piel claray el
genotipo es Tt incrementa el riesgo cuatro veces).
Si se asocia a tendencia a las quemaduras solares en lugar de broncearse, el riesgo aumenta 6
veces.
Fokl El genotipo FF aumenta el riesgo de desarrollar BCC en mas de diez veces.
Bsml -
(Lesiak et al., Polonia BCC C - -
2011) Tagl os genotipos TTy Tt aumentan el riesgo de BCC.
El genotipo Aa aumenta el riesgo de BCC.
Apal
Apal El genotipo AaTtBb aumenta el riesgo de BCC.
El genotipo aaTTBB solo se encontro en los controles (Hipdtesis: Genotipo protector).
(Kostner et al., . Taql Genotipo aaTTbb: mayor frecuencia en BCC (21%) y SCC (17%) que en controles (8%).
Alemania BCC/sScCC . : o e o
2012) No encuentran diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la relacion entre
Bgll polimorfismos, tumor y area fotoexpuesta.
Tampoco hay variaciones en cuanto a la edad (<60 afios vs > 0 = a 60 afios).
Los genotipos dominantes GG+GT estaban asociados a una disminucién del riesgo de BCC cuando se
Apal (rs7975232) comparaba con el genotipo T. No significativo en los modelos ajustados y tras correccion de
(Von comparaciones multiples.
mn:h.n.xwwm_w et Australia BCC/scC Bsml (rs1544410) i
Otros (Fokl, Bgll) Los mmso:UOm. mmnmmZOm de mm\.\ Qmm3m3m<.m3 el riesgo de BCC. No significativo en los modelos ajustados
y tras correccién de comparaciones multiples.
Apal Los individuos con genotipo dominante A tenian aproximadamente la mitad de riesgo de desarrollar
cancer de piel no melanoma. No significativo al ajustar por edad y sexo.
(Burns et al., EE.UU. BCC/SCC Bsml Los participantes con polimorfismos de Bsm/ tienen el doble de riesgo de padecer cancer de piel no

2017)

melanoma en comparacion con los pacientes sin mutaciones.

Taql
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Con los estudios que se tienen hasta el momento se han realizado multiples
revisiones sistematicas y metaanalisis, como por ejemplo los de Denzer et al.,
Gnagnarella et al., Kostner et al. y Zhao et al. (Denzer, Vogt, & Reichrath, 2011;
Gnagnarella et al., 2014; Kostner et al., 2009; Zhao et al., 2014), entre otros

muchos, sin poder llegar tampoco a conocer resultados que no sean controvertidos.

Se necesita mucha mas investigacion para ver la influencia del sistema
endocrino de la vitamina D, incluyendo los efectos de los polimorfismos del VDR,

y ambos en conjunto, en la incidencia y pronostico del cancer de piel.

(Por qué la luz solar aumenta el cancer de piel si la vitamina D lo

disminuye? Un acercamiento.

Durante todo el trabajo nos surge esta duda a la que intentamos dar respuesta

en este apartado:

Existe evidencia suficiente de que la radiacion UV procedente de la luz solar,

tanto UVB como UVA, causa cancer de piel.

Por otra parte, la radiacion UVB cataliza la conversion del 7-
deshidrocolesterol a 25(OH)Ds e induce la expresion del VDR. Existe evidencia
que relaciona el almacenamiento adecuado de vitamina D con la disminucion del
riesgo de varios canceres a través de efectos sobre la proliferacion celular,
diferenciacion, muerte celular, angiogénesis, invasion y metastasis de las células
tumorales. Concretamente sobre el cancer de piel, varias lineas de evidencia

sugieren que la vitamina D y la accion del VDR podrian ser protectores del dafio
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al ADN inducido por el sol (Thorne & Campbell, 2008). La 1,25(OH),Ds tiene
efectos de antiproliferacion y prodiferenciacion tanto en melanocitos como en
células de melanoma, mediado a través de su VDR (Hutchinson et al., 2000). Por
ejemplo, varios estudios confirman una influencia potencial de la vitamina D sobre
la agresividad del melanoma, la respuesta terapéutica o la supervivencia del
paciente (Egan, 2009). Ademas, la 1,25(OH)2D3 y su VDR parece que juegan un
papel importante en la diferenciacion del queratinocito de la epidermis. De hecho,
los ratones a los que se les ha bloqueado el VDR exhiben una diferenciacion
epidérmica reducida y alopecia (Bikle, Chang, et al., 2004). Asimismo, la
1,25(OH)2D3y sus analogos se han usado de forma satisfactoria para el
tratamiento de la psoriasis, una enfermedad cutdnea humana caracterizada por la
hiperproliferacion, diferenciacion anormal e inflamacion de la epidermis (Fogh &
Kragballe, 2004). También se ha demostrado que la vitamina D inhibe la ruta de
sefializacion hedgehog y la proliferacion en carcinomas basocelulares en roedores
(Tang, Xiao, et al., 2011). La vitamina D tdpica augura buenos resultados como
posible agente anti-carcinoma basocelular, actuando inhibiendo esta ruta

hedgehog (Tang, Xiao, et al., 2011).

Por tanto, aunque es obvio que la relacion entre la radiacion UV y el cancer
de piel es mas compleja que para otros tipos de cancer, existe evidencia de un
efecto protector de la vitamina D. La identificacion de una influencia
independiente de la vitamina D en la disminucion del riesgo de cancer de piel esta
siendo obstaculizada por una frustrante influencia carcinogénica de la radiacion

ultravioleta sobre la piel (Egan, 2009).

Esta cuestion que nos concierne ya nos la llevamos preguntando muchos
afnos y desde hace afos intentamos darle respuesta. Comentabamos en apartados

anteriores de este trabajo que ya en 1941 Apperly (Apperly, 1941) concluy6 en su
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estudio que la incidencia de mortalidad por cancer era mayor en agricultores que
vivian en el noreste de América del Norte comparados con aquellos que vivian en
el sur. Sin embargo, también informa que los que vivian en el sur, que estaban mas
expuestos a la luz solar, tenian mayor riesgo de cancer cutaneo no melanoma, que
él considerd que eran mas faciles de detectar y tratar. El concluyé que el hecho de
que estos agricultores del sur tuvieran mas cancer de piel no melanoma mas facil
de tratar se debia a que ellos desarrollaron una inmunidad al cancer de piel que
ademas resultd en una inmunidad a otros tipos de cancer, incluyendo a aquellos

con una alta tasa de mortalidad.

Sin embargo, parece que la respuesta viene dada por las dosis de radiacion
implicadas. Las dosis de radiacion UVB implicadas en el desarrollo del cancer de
piel (principalmente el carcinoma espinocelular) son mucho mayores que las dosis
implicadas en la produccion de vitamina D enddgena. Las longitudes de onda no
parecen ser las responsables, ya que las longitudes de onda responsables de la
fotocarcinogénesis se superponen con el espectro de accion para la sintesis de la
vitamina D en la piel, creando un dilema para los investigadores y los
profesionales de salud publica'®. El espectro de accion de la radiacion UVB para
la sintesis de vitamina D es muy similar al espectro de accion de la radiacion UVB

para el eritema cutdneo y el carcinoma espinocelular, lo que implica que la

16 Los variados efectos bioldgicos producidos por las diferentes longitudes de onda sobre la piel
se conocen como el espectro de accion. No es posible determinar a través de estudios
observacionales en humanos cuales son las longitudes de onda responsables del cancer de piel,
ya que la composicién solar varia segun latitud, estaciéon del afio, hora del dia, factores
atmosféricos, etc., de forma que separar los efectos de cada longitud de onda es complejo. Por
ello, la Unica informacidn sobre el espectro de accidén para el cancer de piel viene de estudios
experimentales en animales.
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radiacion UVB automadticamente incrementard tanto la produccion endogena de

vitamina D como el riesgo de quemadura y cancer de piel.

La diferencia clave estd en que la sintesis de vitamina D en piel no protegida
cesa después de 5-10 minutos de exposicion a radiacion UVB (dependiendo de
factores como la cantidad de 7-deshidrocalciferol, pigmentacion, estacion del afo,
latitud, polucidn, etc), mientras que una piel no protegida expuesta durante mas
tiempo aumenta el riesgo de cancer de piel. Por tanto, la dosis o duracion de la
exposicion mas alla de la capacidad de la piel de formar vitamina D lo que

incrementa es el riesgo de cancer.

La vitamina D puede ser toxica en dosis altas. Si los trabajadores al aire libre
o personas de piel blanca que viven en areas soleadas no sufren de intoxicacion
por vitamina D es debido a mecanismos fotoquimicos y de fotodegradacion que
previenen la produccion elevada de vitamina D en la piel (IARC, 2008). Para nifios
y adultos, la exposicion casual diaria a la luz solar ya aporta los requerimientos de
vitamina D (Holick, 1995). A aproximadamente 40° de latitud en un dia soleado
de verano, una persona de piel clara podria conseguir una produccion maxima de
previtamina D3 en 5-10 minutos, exponiendo cara y brazos dos o tres veces a la

semana al mediodia (Gilchrest, 2008; Holick, 1995, 2001).

Como punto y final a este apartado e intentando aportar soluciones, teniendo
en cuenta que la frontera entre produccion de vitamina D protectora de cancer y
riesgo de cancer de piel es tan estrecha, nos planteamos poder ofrecer vitamina D
procedente de otras fuentes como alternativa a la exposicion solar para la
proteccion del cancer de piel. Asi, surge la pregunta que intentaremos responder
en el siguiente apartado: ;podemos administrar vitamina D exdgena para la

prevencion y tratamiento del cancer de piel?
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“:Cuadl es el futuro? ;Hacia donde nos dirigimos?” Vitamina D

para prevencion y tratamiento.

La deficiencia de vitamina D pasa desapercibida en ocasiones debido a tres
razones fundamentalmente: Primero, por la creencia de que la luz solar e ingesta
son adecuadas y que, por tanto, no va a haber déficit de vitamina D. Segundo,
porque en ocasiones se asume que los niveles de calcio se correlacionan
estrictamente con los niveles de vitamina D. Finalmente, porque muchos médicos
incorrectamente solicitan andlisis de la forma activa de la vitamina D
(1,25(OH);D3) para valorar el estatus de vitamina D de un paciente.
Desafortunadamente, la 1,25(OH)2D3; no es una medida fiable de los niveles de
vitamina D, ya que cuando una persona comienza a tener déficit de vitamina D, se
incrementa la PTH que, a su vez, aumenta la produccion renal de 1,25(OH)>Ds por
lo que las concentraciones circulantes pueden convertirse en normales o incluso
elevadas. El metabolito de la vitamina D que deberia ser medido para determinar
el estatus de vitamina D es el 25(OH)Ds, que es el principal metabolito circulante
de vitamina D (Chapuy et al., 1997; Holick 2007; Malabanan, Veronikis, &
Holick, 1998).

Se exponen anteriormente en este trabajo multiples posibles consecuencias
del déficit de vitamina D. Patologias comunes de la carencia de vitamina D son el
raquitismo en los nifios y la osteomalacia en los adultos. El raquitismo se
caracteriza por la formacion continua de matriz osteoide y de cartilago, que se
mineralizan de forma inadecuada, lo que genera huesos blandos y flexibles. En los
adultos tiene lugar la desmineralizacion de los huesos preexistentes, lo que hace
que los huesos sean mas blandos y mas susceptibles a la fractura. La osteomalacia

se puede distinguir facilmente de la més frecuente osteoporosis por el hecho de
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que la matriz osteoide permanece intacta en la primera, pero no en la segunda.
Pero ya conocemos que no solamente podemos tener manifestaciones clinicas en
cuanto al metabolismo dseo, sino que ocurren a nivel de practicamente todos los

organos y sistemas del organismo (Valdivielso & Fernandez, 2006)

Debido al refuerzo de determinados alimentos con vitamina D, las carencias
dietéticas son cada vez menos frecuentes y se observan con mayor frecuencia en
grupos de poblacion con ingresos econdmicos bajos, en las personas de edad (que
a menudo, ademads, toman muy poco el sol), los vegetarianos estrictos y los
alcoholicos cronicos. Gran parte de los casos de carencia de vitamina D son
resultado de enfermedades que producen malabsorcion de grasas o enfermedades
hepaticas o renales graves. Algunos farmacos también interfieren con el
metabolismo de la vitamina D, como los corticoesteroides, que estimulan la
conversion de vitamina D en metabolitos inactivos y dan lugar a desmineralizacion
6sea cuando se utilizan durante largos periodos de tiempo. Curiosamente, esta
resurgiendo el déficit de vitamina D en recién nacidos y nifios pequefios, en parte
probablemente por las campafias de concienciacion sobre lactancia materna, ya
que existe muy poca, si es que existe algo, de vitamina D en la leche humana.
(Holick, 2006a; Hollis & Wagner, 2004a, 2004b). Aunque podria parecer
razonable fortificar los alimentos con vitamina D para prevenir todas estas

enfermedades, existen restricciones para hacerlo!”.

17 Como curiosidad aportamos aqui unos datos en cuanto a la perspectiva histérica de la cuestién
gue nos concierne: Ya conocemos que cuando la revolucidn industrial se inicié en Europa en el
siglo XVIII, debido a la falta de exposicién a la luz solar, aparecid en los nifios el raquitismo. A
comienzos del siglo XX comenzaron los estudios sobre la alimentacidn, radiacion UVB, vitamina
D y raquitismo. Esto llevd a suplementar la leche con ergosterol o vitamina Dz. Este proceso fue
rapidamente acogido por los productores de leche y a principios de 1930 practicamente toda la
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La vitamina D puede también llegar a ser toxica en dosis elevadas. Aunque
extremadamente rara, la vitamina D puede causar intoxicaciéon por ingesta
excesiva. La absorcion favorecida de calcio junto con la resorcion del hueso da
lugar a hipercalcemia, lo que puede conducir a calcificaciones metastdsicas. La
resorcion Osea facilitada también da lugar a una desmineralizacion 6sea parecida
a la observada en la carencia de vitamina D. Finalmente, los niveles elevados de
calcio sérico conducen directamente a hipercalciuria, que predispone al paciente

para la formacion de céalculos renales.

Sin embargo, hay que remarcar que aquellos trabajadores que ejercen su
labor bajo el sol nunca han sufrido intoxicaciébn por vitamina D como
consecuencia de una exposicion solar excesiva. La razdn es que la previtamina D3
se convierte en multitud de otros fotoproductos no activos, de forma que la piel
nunca generara cantidades de vitamina D; suficientes como para causar
intoxicacion. Por tanto, la intoxicacion por vitamina D se produce

fundamentalmente por la ingestion intencionada de altas dosis de vitamina D

leche de Estados Unidos y otros paises industrializados estaba enriquecida con vitamina D.
Estados Unidos también establecié una agencia en 1931 cuyo objetivo era promover una
exposicion solar sensata de los nifios para prevenir el raquitismo y mejorar su salud ésea. En unos
pocos afios, estas intervenciones practicamente erradicaron el raquitismo. La vitamina D se hizo
tan popular que en los afios 30 y 40 una amplia variedad de comidas y bebidas, asi como
productos de cuidado personal, se enriquecieron con vitamina D. Sin embargo, a principios de los
afios 50, un brote de hipercalcemia en nifios que tenian cara de elfos, problemas cardiacos y
retraso mental, condujo a una investigacién por el Royal College of Physicians de Londres. Los
expertos concluyeron que esto era debido a una intoxicacion por vitamina D. Asi, la legislacidon
rapidamente prohibio la fortificaciéon de cualquier producto alimenticio o de uso personal con
vitamina D en Reino Unido, que pronto se expandid hacia toda Europa, y que se mantiene en la
actualidad excepto para algunos alimentos, como la margarina o algunos cereales. Parece sin
embargo probable que estos nifios tuvieran el sindrome de Williams debido a una
“hipersensibilidad” a la vitamina D. Algunos paises permiten actualmente que la leche (y algunos
zumos) también sea fortificada con vitamina D, sin ningun reporte de toxicidad.
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durante periodos prolongados. Usualmente, la intoxicacion por vitamina D no se

observa por debajo de 150-200 ng/ml de 25(OH)Ds (Holick 2007) (Figura 5).

Sin embargo, a pesar de todo lo expuesto, segun las guias de practica clinica
de la sociedad americana de endocrinologia (Endocrine Society Practice
Guidelines), no se deben investigar los niveles de vitamina D séricos en pacientes
sin factores de riesgo. No hay evidencia cientifica del beneficio del screening de

vitamina D en la poblacién general (Tang et al., 2012).

Existen muy variables recomendaciones en cuanto a las necesidades de
ingesta de vitamina D diarias en distintos paises. Asi, por ejemplo, en Estados
Unidos recomiendan un consumo de vitamina D de 200 UI para nifios y adultos
hasta 50 afios; 400 UI para adultos entre 51 y 70 afios; y 600 Ul para adultos por
encima de los 71 afios de edad. Sin embargo, la mayoria de los expertos consideran
que, sin una exposicion solar adecuada, tanto nifios como adultos requieren
aproximadamente de 800 a 1000 Ul al dia (Bischoff-Ferrari, Giovannucci, Willett,
Dietrich, & Dawson-Hughes, 2006; Boonen et al., 2006; Glerup et al., 2000;
Heaney, Davies, Chen, Holick, & Barger-Lux, 2003; Holick, 2006a; Holick 2007;
Larsen, Mosekilde, & Foldspang, 2004; Tangpricha et al., 2003). Otros autores
recomiendan, si existe déficit, administrar 50.000UI de vitamina D una vez a la
semana durante 8 semanas para corregir el déficit de vitamina D (Holick 2007).
Otras opciones de tratamiento validas son la exposicion a luz solar o incluso acudir

a centros de bronceado (Wacker & Holick, 2013).

En el simposio sobre vitamina D y céncer promovido por el Instituto de
Salud de los Estados Unidos (NIH - National Institutes of Health) se concluyé que
los niveles de vitamina D iguales o mayores a 30 ng/ml son los adecuados para
prevenir el cancer. (Bischoff-Ferrari et al., 2006; Gorham et al., 2005). Parece que

una dosis diaria de 2000 UI de vitamina D3, el limite mas alto saludable definido
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por la National Academy of Sciences de Estados Unidos, podria ser la adecuada
para conseguir estos niveles adecuados de 25(OH)D; (Bischoff-Ferrari et al.,
2006; Calvo, Whiting, & Barton, 2005; Holick & Chen, 2008; Institute-of-
Medicine-of-the-National-Academies, 1997).

Ya hemos expuesto en reiteradas ocasiones en este trabajo que los niveles
circulantes de 25(OH)D3 parecen estar relacionados con un incremento de riesgo
y peor pronostico de distintos tipos de cancer (Giovannucci, 2005; H. S. Lim et

al., 2006; Robsahm et al., 2004).

Por ello actualmente se estdn haciendo esfuerzos por conocer los niveles
optimos de 25(OH)Ds -y gracias a ensayos clinicos como el de Ng ef al. (Ng et al.,
2014), se estudia cudl es la ingesta de vitamina D que se necesita para
conseguirlos- para la prevencion de los distintos tipos de cancer, ya que realmente
la modulacién farmacologica del sistema endocrino de la vitamina D representa
una estrategia prometedora para la prevencion y tratamiento del céncer, y mas

concretamente del cancer de piel (Reichrath, Saternus, & Vogt, 2017).

Por ahora parece que el nivel Optimo no se puede conseguir con las

recomendaciones actuales de ingesta de vitamina D.

Entonces, ;por qué no cambiamos esas recomendaciones? Probablemente
por el riesgo de intoxicacion por vitamina D que puede producir hipercalcemia e

hiperfosfatemia y sus patologias derivadas.

Trivedi et al. (Trivedi, Doll, & Khaw, 2003) en su ensayo clinico sobre
fracturas y mortalidad no informaron de efectos adversos en pacientes

suplementados con vitamina D respecto a controles durante 5 afos. El estudio
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Women’s Health Initiative (Jackson et al., 2006), sin embargo, reporté un 17% de
incremento en el riesgo de tener calculos renales en mujeres postmenopausicas
suplementadas, pero probablemente este efecto era debido a los suplementos de
calcio y no de vitamina D. Otros estudios sobre suplementos de vitamina D no

mostraron mayor incidencia de calculos renales (Cranney et al., 2007).

Ademas de por estos posibles efectos secundarios, no se han cambiado las
recomendaciones por la experiencia acumulada en el ultimo lustro sobre la
quimioprevencion y sustancias hormonales preventivas del cancer. A este respecto
se indica que debemos ser muy cautos y se ha llegado a la conclusién de que
ningiin compuesto puede ser recomendado para prevenir el cancer si su eficacia y
efectos secundarios no se han evaluado en ensayos clinicos randomizados con gran
tamafio muestral'®. Los datos de laboratorio y los estudios observaciones solo
deben ser considerados como un potencial indicador (Gandini, Francesco,

Johanson, Bonanni, & Testori, 2009).

La Agencia Internacional para la Investigacion del Céancer (IARC) que

forma parte de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (WHO - World Health

18 Hasta donde nosotros sabemos, existe un ensayo clinico que se estd llevando a cabo
actualmente. Se trata de un estudio multicéntrico italiano, randomizado, controlado con placebo,
que se encuentra en fase lll. Por ahora se ha observado una falta de efecto de la suplementacién
de vitamina D sobre la incidencia de cancer, probablemente debido a una insuficiente
suplementacion. También otros investigadores estan llevando a cabo ensayos para determinar
qué dosis de vitamina D puede ser util por ejemplo para la quimioprofilaxis del cancer de pulmén
(Calcitriol in Preventing Lung Cancer in High-Risk Patients, National Cancer Institute (NIH),
ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00690924).
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Organization) considera que poner un limite inferior de 20 o 30 ng/ml es
actualmente inapropiado, ya que no existen estudios randomizados que sugieran
que mantener esos niveles de 25(OH)D3 pueda prevenir ningun tipo de céncer o
cualquier otra patologia. Por ello consideran prematuro cambiar las
recomendaciones sobre la ingesta de vitamina D, afadido al hecho de la
insuficiente evidencia en cuanto a la falta de dafio debido a la ingesta prolongada

de vitamina D (IARC, 2008).

Pero la siguiente cuestion que nos planteamos es: ya que no podemos ain
cambiar las recomendaciones en cuanto a ingesta de vitamina D, ;y si cambiamos

las recomendaciones sobre proteccion solar?

Se expone en apartados anteriores que los protectores solares con factor de
proteccion solar de 30 absorben hasta un 95-98% de radiacion ultravioleta y que
reducen en la misma proporcion la capacidad de la piel de sintetizar vitamina D
metabolicamente activa (M. F. Holick et al., 2007). Por ello cabe pensar que
disminuir el uso de protector solar podria aumentar los niveles de vitamina D y asi

prevenir o tratar estas patologias relacionadas con el déficit de vitamina D.

Lo que ocurre es que los mensajes simplificados sobre el tiempo de
exposicion solar, duracion y uso de protectores solares para actuar potencialmente
sobre el estatus de vitamina D deberian evitarse y deberian ser cuestionados a
través de un acercamiento basado en la evidencia. Existen implicaciones para la
salud tanto en la “sobreexposicion” a radiacion UV como en la “infraexposicion”
(M. Kimlin et al., 2007; M. G. Kimlin & Tenkate, 2007). Dependiendo de
multiples factores (genéticos y ambientales), habria personas que deberian
aumentar su exposicion y otras que deberian reducirla. Podriamos decir que habria

que hacer una recomendacion individualizada.
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Teniendo en cuenta la relacion bien establecida entre cancer de piel y
radiacion UV, sobre todo en poblaciones de piel blanca, y dado el aumento en la
incidencia del cancer de piel, dejar de utilizar o disminuir el uso de protectores

solares no puede proponerse por ahora.

Igual que ocurria para los suplementos de vitamina D, la IARC (IARC,
2008) propone testar a través de ensayos clinicos controlados la eficacia y ausencia
de dafio de la exposicion solar controlada antes de poder ofrecer una afirmacion

definitiva.

Finalmente nos planteamos una ultima duda: ;y si usamos analogos de

vitamina D?

Los analogos de la vitamina D son compuestos quimicos con estructuras
semejantes a las de la vitamina D que pueden tener funciones semejantes a esta,
como su efecto anticarcinogénico, pero no tienen o tienen poca capacidad para

aumentar las concentraciones de calcio.

Los analogos de la vitamina D han mostrado efectos antiproliferativos, y
antiinflamatorios (A. Slominski, Janjetovic, et al., 2013; A. Slominski, Kim, et al.,
2013; A. T. Slominski et al., 2010), por lo que se podrian plantear como
potenciales farmacos para intervenciones terapéuticas , pero no hay aun evidencia
suficiente como para hacer ninguna afirmacion definitiva. El objetivo es optimizar
estos compuestos de forma que in vivo produzcan un buen balance entre la
movilizacion de calcio (y no se produzca hipercalcemia) y su efecto

anticarcinogénico.

Algunos investigadores han comenzado a estudiar estos compuestos en

distintos tipos de cancer, como por ejemplo el cancer de colon (Pereira, Larriba,
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& Munoz, 2012). Se han llevado a cabo ensayos en fase I en distintos tipos de
cancer avanzados (Gulliford et al., 1998; Jain et al., 2011) y en fase II en cancer
de pancreas (T. R. Evans et al., 2002), higado (Dalhoff et al., 2003), prostata
(Chadha et al., 2010; Jarrard et al., 2016) y mama (Amir et al., 2010). En todos los
casos los regimenes de tratamiento se toleraron bien, pero las respuestas clinicas
fueron muy modestas. Esto podria reflejar que las dosis elegidas eran demasiado
conservadoras y ademas quiza deberia medirse en estos ensayos la diferenciacion
celular (o proliferacion reducida o aumento de apoptosis) y esto atin no se ha

llevado a cabo en estos estudios (Campbell & Trump, 2017).

No obstante, a pesar de no tener aun resultados concluyentes, ya hay autores
(Kechichian & Ezzedine, 2018) que justifican la necesidad de mantener, en la
clinica, niveles séricos de vitamina D en rango normal en patologias
dermatoldgicas, como la dermatitis atopica, la psoriasis, el vitiligo, micosis
fungoides, alopecia areata, lupus eritematoso sintético y en melanoma. De hecho,
incluso mencionan sutilmente que evitar la exposicion solar y utilizar
fotoproteccion puede poner a pacientes con estas patologias en riesgo de déficit de

vitamina D, con todas sus implicaciones.

Si no hay cambios en las recomendaciones en relacion a los niveles
plasmaticos Optimos de vitamina D, podemos intuir que mucho menos esta
indicado, segun los resultados de los distintos estudios expuestos en nuestro texto,
cambiar las recomendaciones segtin el genotipo polimoérfico concreto del gen del

VDR.

Tras una extensa busqueda bibliogréfica y tras haber meditado respecto al
tema que nos concierne en este apartado de nuestro trabajo, entendemos que,

debido a las dificultades para traducir los resultados obtenidos a mayor escala,
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debido al alto nimero de factores de confusion encontrados en los estudios y
teniendo en cuenta la opinion de los expertos, no es posible en el momento actual
cambiar las recomendaciones para usar la vitamina D como prevencion y
tratamiento del cancer. Se necesitan mas estudios epidemioldgicos y
experimentales para dilucidar la intrincada relacion entre los niveles de vitamina
Dy el desarrollo del cancer, concretamente el cancer de piel, en cuanto al uso de
protectores solares, los cambios en la dieta o el posible uso de suplementos de

vitamina D o sus anélogos.
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El cancer de piel no melanoma es el cancer mas frecuente de la raza humana
y, aunque no es el que mas muertes provoca, supone alteraciones cosméticas y
funcionales severas y un elevado gasto sanitario a nivel internacional. Se trata de
una enfermedad compleja que ocurre como resultado de la interaccion de factores
ambientales (exposicion a luz UV, determinados quimicos...) con factores
genéticos (mutaciones heredadas, reparacion defectuosa del ADN, polimorfismos
del VDR...) o genéticamente determinados (pigmentacion clara de la piel,

inmunocompetencia del individuo...).

No abundan en la bibliografia los estudios que evaltan los diferentes
polimorfismos del gen del VDR y el cancer de piel no melanoma y los que existen
han dado lugar a resultados muy dispares (Tabla 2) (Burns et al., 2017; Carless et
al., 2008; Kostner et al., 2012; Lesiak et al., 2011; Von Schuckmann et al., 2016).
Ademas, hasta la fecha solo hemos encontrado en nuestra busqueda bibliografica
dos estudios (Han et al., 2007; Lesiak et al., 2011) que analicen en conjunto la
vitamina D, los polimorfismos del gen del VDR y el cancer de piel no melanoma.
Burns et al. (Burns et al., 2017) publicaron parte de su estudio realizado en
Alabama, Estados Unidos, con 200 participantes, en 2017. Sin embargo, segun la
pagina web de localizacion de ensayos clinicos ClinicalTrials.gov, el estudio atin
no ha concluido, aunque no parece, segun la informacion de la que disponemos,
que este grupo vaya a realizar ningun analisis de niveles séricos de vitamina D.
(Vitamin D Receptor Polymorphisms and Non-Melanoma Skin Cancer Risk,
ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03040492).
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Los polimorfismos del gen del VDR mas estudiados y con mayor niimero
de contradicciones publicadas han sido aquellos localizados en la zona no
codificante del extremo 3" de este gen. Los pocos estudios existentes indican que
el polimorfismo Bsml del gen del VDR tendria una modesta o nula influencia
sobre el cancer de piel no melanoma, aunque en 2017 se publico el ultimo estudio
al respecto (Burns et al., 2017) en el que sus autores si encontraron que aquellos
participantes con polimorfismos de Bsml tenian mas riesgo de padecer cancer de
piel no melanoma en comparacion con los pacientes sin mutaciones. También son
muy escasos los estudios de asociacién en poblacidon caucasiana tomando los
alelos del polimorfismo Apal. Los resultados indican que determinados
polimorfismos de Apal podrian ser biomarcadores del riesgo de al menos alguno
de los tipos de cancer de piel no melanoma. En todo caso hay que tener en cuenta

el alto desequilibrio de ligamiento existente en esta region.

Ademas del insuficiente tamafo muestral en varios de estos estudios y las
diferentes caracteristicas de las muestras, hay una gran disparidad de resultados
probablemente como consecuencia de otros maultiples factores: falta de
homogeneidad de las poblaciones estudiadas, sesgos en la seleccion, falta de
equilibrio Hardy-Weinberg !?, falta de atenciéon a la variabilidad de factores
ambientales, etc. De hecho, pocos trabajos muestran interacciones de las variantes

alélicas de los genes candidatos con factores ambientales, tales como la ingesta de

19 En genética de poblaciones, el principio de Hardy-Weinberg o equilibrio de Hardy-Weinberg
establece que en una poblacién suficientemente grande en la que los apareamientos se producen
al azar y que no se encuentra sometida a mutacidn, seleccidon o migracidn, las frecuencias génicas
y genotipicas se mantienen constantes de una generacidn a otra, una vez alcanzado un estado de
equilibrio. Se dice que una poblacién esta en equilibrio cuando los alelos de los sistemas
polimdrficos mantienen su frecuencia en la poblacion a través de las generaciones.
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calcio y vitamina D u otros factores nutricionales o con factores determinados
genéticamente tales como el nimero de nevus, pecas, color de pelo, tipo de piel,

etc.

Los trabajos que presentan el efecto de los diferentes haplotipos son también
escasos, existiendo aiin menor niamero de publicaciones que sefialen la interaccion
de estos haplotipos con factores ambientales. Hacer este estudio podria eliminar

algunas de las inconsistencias halladas hasta el momento.

Ademas, existe una falta de comprension de los mecanismos moleculares y
celulares influenciados por estos polimorfismos, de forma que existe una mayor

dificultad para su interpretacion.

El conocimiento de las bases genéticas del cancer de piel es de enorme
importancia para la prevencion, diagnostico, tratamiento y prondstico de esta

patologia.

No conocemos que en Extremadura exista actualmente ningun grupo o
unidad de investigacion que esté evaluando variantes genéticas implicadas en la
susceptibilidad a desarrollar cancer de piel. Aunque si existe en la bibliografia
algun trabajo espafiol que busca encontrar relacion entre los polimorfismos del
gen del VDR y melanoma (Barroso et al., 2008), tampoco encontramos en Espafia

ningun estudio en relacion con el cancer de piel no melanoma.

El aumento de este tipo de estudios, fundamentalmente teniendo en cuenta
factores como la raza, sexo, niveles de vitamina D séricos, etc., la correccion de
los factores de confusion y la interaccion de dichos factores con los diferentes

haplotipos, pueden contribuir a mejorar la seleccion del tratamiento dptimo para

Carolina Morgado Aguila

145



Tesis Doctoral

111. JUSTIFICACION

cada paciente y asi mejorar el pronostico de la patologia en cuestion, todo sobre la

base de una completa evaluacion genética.

Son por todos estos motivos por los que nosotros pretendemos en nuestro
estudio analizar los polimorfismos del gen del VDR en relaciéon con los niveles
séricos de vitamina D, agrupando por sexo y edad, en poblacion caucésica, para
analizar la influencia potencial del sistema endocrino y las bases géneticas de la

vitamina D sobre el riesgo de desarrollar cancer de piel no melanoma.
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Para nuestra poblacion extremenia, los objetivos especificos que se pretenden

alcanzar con este trabajo son los siguientes:

1. Determinar los efectos de los polimorfismos Bsml y Apal del gen del
receptor de la vitamina D sobre el cancer de piel no melanoma en

poblacion extremeiia.

2. Determinar si los niveles séricos de vitamina D tienen relacidon con el

cancer de piel no melanoma.

3. Determinar los efectos de los polimorfismos Bsml y Apal del gen del
receptor de la vitamina D sobre el cancer de piel no melanoma en

poblacién extremefia, segiin edad y género de la poblacion estudiada.

4. Establecer el riesgo de cancer de piel no melanoma en funcion de los
polimorfismos del gen del receptor de la vitamina D Bsml y Apal

observados en la poblacion estudiada.

5. Proponer, si es posible, en funcion de los resultados, las medidas

preventivas y/o terapéuticas que procedan.
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Las hipotesis de partida planteadas en este trabajo son las que se detallan a

continuacion:

1.

Los niveles de vitamina D séricas estan relacionados con el cancer de piel
no melanoma. Concretamente, dado el efecto protector de la vitamina D
sobre el cancer, los niveles mas altos de vitamina D sérica se corresponden
con los pacientes control, mientras que los niveles mas bajos se

corresponden con los pacientes con cancer.

Los niveles de vitamina D séricos son normales o elevados, no deficitarios,
en nuestros pacientes debido a la influencia estacional de la extraccion

muestral.

Teniendo en cuenta el caracter poligénico y ambiental del cancer de piel,
los polimorfismos Bsml 'y Apal no presentan efecto directo sobre este tipo
de cancer, sino que su contribucion estd mediada por estos factores
externos, como son aquellos que modifican los niveles de vitamina D

sérica.

El analisis de los haplotipos de los genotipos combinados de los
polimorfismos Bsml y Apal y su interaccidon con factores externos (como
los niveles séricos de vitamina D) puede tener efecto diferencial sobre el
cancer de piel no melanoma, mas alld del andlisis aislado de sus

combinaciones alélicas.
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5. El andlisis de un genotipo polimorfico concreto (Bsml y/o Apal) no puede

ser responsable de la totalidad del riesgo de cancer de piel no melanoma.
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Muestra de estudio.

Se trata de un estudio observacional prospectivo de casos y controles

realizado en poblacion extremena (Espaiia).

El grupo de pacientes inicial se constituy6 a partir de 99 sujetos caucasicos
seleccionados al azar tras un muestreo no probabilistico intencional en las Areas
de Salud de Extremadura, sospechosos de padecer cancer de piel no melanoma
(carcinoma basocelular o carcinoma espinocelular), diagnosticados clinicamente
en el servicio de Cirugia Plastica o Dermatologia del Complejo Hospitalario

Universitario de Céceres, entre 2016 y 2017.

Se ha partido de un muestreo no probabilistico intencional, ya que los
pacientes reclutados fueron los que acudieron a consultas externas por su patologia
dermatologica en las fechas mencionadas. Posteriormente, de todos los pacientes
reclutados, la seleccion si se aleatorizo. La aleatorizacion se llevo a cabo usando

el programa SPSS para generar nameros al azar (SPSS, Chicago, IL, USA).

Adicionalmente, 73 individuos caucdsicos sanos se incluyeron como
controles, tras el examen fisico por un cirujano plastico experimentado que
confirm6 que no eran sospechosos de padecer en ese momento ningun tipo de

cancer de piel.

Carolina Morgado Aguila

157



6.2

Tesis Doctoral

VI. MATERIAL Y METODOS

Diseiio del estudio.

Los casos se reclutaron en la primera asistencia hospitalaria, cuando se les
propuso cirugia segiin proceder habitual en los servicios clinicos mencionados.
Aproximadamente dos semanas tras esa primera visita, en el quir6fano, se
realizaba la extirpacion de la lesion tumoral cutdnea sospechosa y se extraian
muestras de sangre venosa periférica. Los controles se reclutaron en una primera
visita cuando acudian al centro para consultas por otros motivos, como heridas

traumaticas, y en ese momento se recolectaban las muestras de sangre.

Solo se incluirian en el estudio pacientes con sospecha de padecer carcinoma
basocelular o carcinoma espinocelular. Encontramos 61 pacientes con carcinoma
basocelular y 20 con carcinoma espinocelular. Los pacientes con estudio
histopatologico en los que se demostraba la presencia de lesiones no malignas u
otros tipos de cancer de piel fueron excluidos del estudio (9 pacientes). Ademas,
se excluyeron 9 pacientes que tenian o habian padecido los dos tipos de cancer de
piel no melanoma mencionados. Ninguno de los sujetos incluidos en el estudio era
receptor de oOrgano trasplantado, estaba siendo tratado con farmacos
inmunosupresores, tenia menos de 18 afos de edad o estaba tomando complejos

vitaminicos.

Finalmente, tras la aplicacion de los criterios de exclusion, se incluyeron 81
individuos con cancer de piel no melanoma (casos) y 73 sujetos sanos (controles),

con lo que la muestra final qued6 conformada por un total de 154 pacientes.
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Toma de muestras cutaneas.

La escision quirtrgica se llevo a cabo siempre por el mismo cirujano plastico
en las instalaciones del Hospital Universitario de Caceres, de acuerdo con los
protocolos actuales (Brodland & Zitelli, 1992; Gulleth, Goldberg, Silverman, &
Gastman, 2010), y las muestras se enviaron en formol al laboratorio del servicio
de Anatomia Patologica del mismo hospital para el estudio histopatolégico. El
personal de laboratorio estudié las muestras como parte de su rutina habitual y no
sabia que los pacientes estaban siendo estudiados por ninguna otra razon mas que

para el manejo clinico.

Seleccion de polimorfismos y genotipado.

Los polimorfismos Apal y Bsml del gen del VDR fueron analizados tanto en
los casos como en los controles por un laboratorio independiente (STAB —
Servicio de Técnicas Aplicadas a la Biociencia) en Badajoz. El personal del
laboratorio no conocia el objetivo del estudio y desconocian si las muestras eran

casos o controles.

El genotipado se llevd a cabo con TagMan™ Genotyping Master Mix
(Thermo Fisher Scientific Inc, Applied Biosystems™, Waltham, MA, U.S.A.) y
las sondas TagMan™ SNP Genotyping Assays rs1544410 y 17975232 (Applied
Biosystems) usando la plataforma QuantStudio 6 Flex (Applied Biosystems) y el
software QuantStudio Real-Time PCR. Se llevaron a cabo pruebas de calidad para

validar el procedimiento de genotipado y la concordancia fue del 100%.
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Los alelos de Bsml (rs1544410) se identificaron usando la secuencia
AGCAGAGCCTGAGTATTGGGAATG[C/TIGCAGGCCTGTCTGTGGCCCC
AGGAA vy los alelos de Apal (rs7975232) wusando la secuencia
AAGGCACAGGAGCTCTCAGCTGGGC[A/C]JCCTCACTGCTCAATCCCAC
CACCCC.

Para nuestro trabajo definimos la nomenclatura de los alelos de la siguiente

forma:

Para Bsml, A corresponde al alelo mutado y G corresponde al alelo salvaje;

Para Apal, G corresponde al alelo mutado y 7 corresponde al alelo salvaje.

Determinados estudios en la bibliografia denotan en maytsculas la

existencia del alelo salvaje y en minusculas la existencia del alelo mutado.

A continuacion se desarrolla una pequefia tabla con las correspondencias en

la nomenclatura en distintos trabajos (Tabla 3):
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Tabla 3. Tabla aclaratoria de la correspondencia de
nomenclatura.

Nomenclatura en
otras fuentes
consultadas

Nomenclatura en
nuestro trabajo

GG BB
Bsml AA bb
AG Bb
T AA
Apal GG aa
GT Aa

Determinacion de vitamina D.

La sangre se extrajo en todo caso en tubos de bioquimica (tapén rojo), sin
anticoagulantes, y se congelaba posteriormente a -25°C. Una vez concluidas todas
las extracciones, si se realizaba mas de una en un dia, se procedia después de la

jornada a congelar todas las muestras a -90°C.

Los niveles de vitamina D también se cuantificaron en el STAB de Badajoz.
El personal de laboratorio desconocia el objetivo de esta medicion, asi como la

identificacion y categorizacion de las muestras.

La seleccion de muestras utilizadas para la determinacion de vitamina D se
realizo entre los meses de mayo a agosto de los afios 2016 y 2017 (concretamente
una parte de los casos se recolectd en los meses de junio, julio y agosto de 2016 y
otra parte en mayo de 2017; las muestras control se obtuvieron en los meses de
mayo, junio y julio de 2017), es decir, en los cuatro meses del afio con mayor

radiacion solar en nuestra region, con la intencidn de evitar potenciales sesgos en
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relacion con variaciones estacionales en los niveles séricos de vitamina D (Figura

19).
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Figura 19. Irradiancias global, directa y difusa en las capitales de provincia de Extremadura (1983-
2005). Tomado del “Atlas de Radiacion Solar de Espafia utilizando datos del SAF de Clima de
EUMETSAT”. Obtenido de la Agencia Estatal de Meteorologia (AEMET)?°,

20 A |o largo de este atlas publicado por la Agencia Estatal de Meteorologia (AEMET) se recogen
mapas, graficos y tablas de valores medios mensuales, estacionales y anuales de las variables
superficiales de radiacién solar global, directa y difusa, en plano horizontal, con una resolucién
espacial de 3 x 3 km utilizando datos satelitales mensuales del periodo 1983-2005.
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Para determinar los niveles plasmaticos de vitamina D (25(OH)D3) se utilizo
el kit Human 25(OH)Vitamin D ELISA kit, de Abbexa Ltd. Se utilizaron 50 pl de

muestra sin diluir para cada punto.

Posteriormente, para nuestro estudio estratificamos los niveles plasmaticos
de vitamina D proporcionados por el laboratorio en grupos, segin valores
habitualmente utilizados: < 20 ng/ml (Déficit), 20-30 ng/ml (Limite Bajo), 30-60
ng/ml (Normal), 60-100 ng/ml (Limite alto), 100-150 ng/ml (Exceso), > 150 ng/ml

(Intoxicacion) (Figura 5).

Analisis estadistico.

En la primera parte del trabajo se realiz6 un exhaustivo estudio sobre los
polimorfismos seleccionados y su relacion con el cancer de piel no melanoma. En
la segunda parte del proyecto se incorporaron los datos sobre los niveles

plasmaticos de vitamina D.

Se uso el test * test para comprobar si los genotipos de cada uno de los

polimorfismos (Bsml y Apal) cumplian el equilibrio Hardy-Weinberg.

La asociacion entre las frecuencias alélicas de los pacientes y controles se
estudio mediante un analisis de regresion logaritmica. La razén de verosimilitud
se calculo para evaluar la heterogeneidad en los efectos de los genotipos para cada

tipo de cancer de piel no melanoma.
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Para calcular Ia OR con un IC del 95% para evaluar el riesgo de cancer de
piel para cada genotipo, edad y sexo entre los sujetos se empleo el test de regresion

logistica multivariante.

Para estudiar las diferencias en la distribucién de genotipos entre grupos

para los genotipos combinados Bsml/Apal se utilizd nuevamente el test .

Se compararon las frecuencias de los polimorfismos entre los distintos
grupos usando el test de y*> o el test exacto de Fisher. El nivel de corte de

significacion era p<0,05.

En la segunda parte de nuestro trabajo se amplio el estudio con un analisis
descriptivo de los niveles séricos de vitamina D en relacion con las variables que
ya se estaban estudiando (sexo, edad, tipo de tumor, y polimorfismos del VDR).
Asi mismo se usoé el test x* para estudiar la posible relacion entre los polimorfismos
Bsml'y Apal y los niveles de vitamina D y para evaluar la relacion entre el tipo de
tumor y los niveles de vitamina D. Para corroborar los resultados obtenidos al

relacionar vitamina D y la presencia o no de tumor, se utilizé una prueba T.

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo usando el programa SPSS

para Windows, version 23.0 (SPSS Inc.).

Consideraciones éticas.

Todos los sujetos entregaron consentimiento informado escrito (Modelo de

consentimiento informado en el Anexo 1) antes de entrar a formar parte del
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estudio. El proyecto de investigacion habia sido previamente aprobado por el
Comité de Etica del Hospital de Caceres y por el Comité Etico de la Universidad
de Extremadura. El trabajo cumple los requisitos de la Declaracion de Helsinki
(World Medical Association Declaration of Helsinki) (Mundial, 1964). Ademas,
se ha ajustado en todo momento a la normativa vigente en cuanto a proteccion de
datos de caracter personal (Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccion
de Datos Personales y garantia de los derechos digitales) y se han tenido en
consideracion los requisitos establecidos en la legislacion espaiiola en el dambito
de la investigacion biomédica (Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion

Biomédica).
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7.1 Caracteristicas descriptivas de la muestra de estudio.

Se incluyeron un total de 154 sujetos en nuestro estudio. El grupo de casos
estaba conformado por 81 pacientes con cancer de piel no melanoma y el grupo
control estaba constituido por 73 individuos sanos. 72 de los sujetos eran hombres

(46.75%) y 82 (53.24%) eran mujeres.

Sus edades estaban comprendidas entre los 38 y 94 afos, con una media de
edad de 68,22 afios. La media de edad de los sujetos control era de 60,58 afios y
de 74,03 y 78,40 afios para carcinoma basocelular y carcinoma espinocelular,

respectivamente, en el caso del grupo de pacientes.

Se evidencio una mayor incidencia de carcinoma basocelular (61 sujetos)
que carcinoma espinocelular (20 sujetos), con un porcentaje de 75,3% y 24,7%
respecto del total de casos para cada uno de ellos respectivamente. Es decir,
aproximadamente tres cuartas partes de los casos eran carcinomas basocelulares y

una cuarta parte fueron carcinomas espinocelulares (Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas descriptivas de la muestra de estudio.

Edad
n (%) Media SD Min Max
Total 154 (100%) 68,22 14,537 38 94
Sexo Hombre 72(46,75%) 70,69 13,507 40 94
Mujer 82 (53,24%) 66,05 15,133 38 93
Tipo de tumor

Control No presenta tumor 73 (47,4%) 60,58 12,895 38 93

Casos 81 (52,59%)
Carcinoma o\ o 30 7403 12187 40 94

basocelular

Carcinoma ., o4 7%) 7840 12,663 47 92

espinocelular
n, tamafio muestral; SD, standard deviation (desviacion estandar); Min, minimo; Max, maximo.
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Polimorfismos del gen del VDR, edad y sexo y riesgo de cancer de

piel no melanoma.

Las frecuencias alélicas correspondientes a los genotipos Bsml y Apal del

gen del VDR se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg.

No se encontraron efectos estadisticamente significativos en cuanto a los
polimorfismos Bsml'y Apal del gen del VDR y el riesgo de cancer de piel en el

modelo de regresion logistica multivariante (Tabla 5)2!.

Sin embargo, tras estratificar los polimorfismos Bsml y Apal por género y
tipo de cancer de piel, se encontré que los polimorfismos GG y AG de Bsml
incrementaban significativamente el riesgo de carcinoma basocelular en hombres
(OR: 7,012; IC 95%: 2,350-20,921 y OR: 4,593; IC 95%: 1,601-13,177,
respectivamente). Con respecto a Apal, observamos que los tres polimorfismos
(TT, GG and GT) incrementaban significativamente el riesgo de carcinoma
basocelular en hombres (OR: 3,4; IC 95%: 1,063-10,870, OR: 11,9; IC 95%:
3,192-44,.369 y OR: 6,8; IC 95%: 2,341-19,755, respectivamente). Aunque los tres
polimorfismos aumentaban el riesgo de carcinoma basocelular en hombres, lo
hacian en diferente “cuantia”. Asi, los hombres con el polimorfismo GG de Apal

podrian aumentar su riesgo para desarrollar un carcinoma basocelular hasta

21 para analizar los resultados de este apartado nos vamos a servir de las tablas 5, 6, 7y 8 que se
encuentran al final de este apartado.

Carolina Morgado Aguila

170



Tesis Doctoral

VIl. RESULTADOS

aproximadamente 12 veces, con el polimorfismo GT podrian aumentarlo hasta

aproximadamente 7 veces y con el polimorfismo 77 hasta 3,5 veces (Tabla 7).

Para el carcinoma espinocelular no se observaron efectos significativos en
los analisis de los polimorfismos de Apal o Bsml al ajustar los estratos por género

(Tabla 7).

Ademas, se uso el test de regresion logistica multivariante para evaluar si la
edad y el sexo estaban relacionados con el riesgo de cancer de piel (Tabla 5): el
sexo masculino estaba asociado de forma significativa con un aumento del riesgo
de carcinoma basocelular (OR: 4,38; IC 95%: 1,93-9.9), pero no con el riesgo de
carcinoma espinocelular, comparado con los controles. También se observd que
tener 70 afios 0 menos era un factor protector tanto para carcinoma basocelular
como para carcinoma espinocelular (OR: 0,12; IC 95%: 0,05-0,28 para carcinoma
basocelular y OR: 0,07; IC 95%: 0,02-0,24 para carcinoma espinocelular). No se
encontrd asociacion entre el riesgo de carcinoma basocelular o espinocelular en

relacion con los polimorfismos del VDR (Bsml'y Apal), edad o sexo (Tabla 5).

Al estratificar casos y controles segun el tipo de cancer de piel, la edad y el
sexo, encontramos que el género mujer y la edad de 70 afios o menos constituyen
un factor protector de carcinoma basocelular (OR: 0,115; IC 95%: 0,036-0,371).
(Tabla 6).

La comparacion de las frecuencias de los genotipos del VDR en pacientes
mayores de 70 anos frente a los que tenian 70 afios 0 menos, evidencid la relacion
entre la edad y el padecer un carcinoma basocelular o espinocelular. Al ajustar por
el estrato edad y tipo de cancer de piel, encontramos que, excepto para el

polimorfismo GT de Apal, todos los otros polimorfismos eran protectores frente
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al carcinoma basocelular en pacientes de 70 afios o menos. Igualmente, los
polimorfismos AG de Bsml y GT de Apal presentaban proteccion contra el

carcinoma espinocelular en pacientes de 70 afios o menos (Tabla 8).
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Tabla 6. Estratificacion por edad y género y riesgo de cancer de piel.

Carcinoma espinocelular

Casos (%)  OR multivariante p-valor X2

Controles Carcinoma basocelular
Estratificacion (<70 / >70)  Sexo (%)
Casos (%) OR multivariante  p-valor X?
< 70 aios Hombre 15 (26) 11 (61) a 0.007¢
Mujer 42 (73.7) 7(38.9) 0.115 (0.036-0.371)
> 70 ainos Hombre 7 (43.8) 30 (69.8) a 0.066¢
Mujer 9 (56.3) 13 (30.2) a

4 (100) a 0.002¢; 0.131f
0 a

5(31.3) a 0.465¢; 0.007f

11 (68.8) a

a. No significativo

b. Este pardmetro se pone a cero porque es redundante.

c. El p-valor compara los casos y controles para el carcinoma basocelular.
d. El p-valor compara los casos y controles para el carcinoma espinocelular.

e. El p-valor compara los casos y controles para el carcinoma espinocelular. Mas del 20% de las celdas de la subtabla tenian recuentos esperados menores de 5. Los resultados de X? podrian no

ser vélidos.
f. El p-valor compara los casos de carcinoma basocelular con los casos de carcinoma espinocelular.
OR, Odds Ratio; X?, chi cuadrado.
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Tabla 8. Polimorfismos Bsml y Apal ajustados por edad y riesgo de cancer de piel.

Genotipo Controles Carcinoma basocelular Carcinoma espinocelular
(%)
Casos (%) OR multivariante Casos (%) OR multivariante
Bsm | * Edad
GG
<70 afios 17 (77.3) 7(30.4 0.217 (0.067-0.696) 2(20) a
> 70 afios 5(22.7) 16 (69.6) a 8 (80) a
AA
<70 afios 10 (90.9) 2 (20) 0.105 (0.019-0.576) 1(33.3) a
> 70 afios 1(9.1) 8 (80) a 2 (66.7) a
AG
< 70 afios 30 (75) 9(32.1) 0.158 (0.054-0.460) 1(14.3) 0.056 (0.006-0.519)
> 70 afios 10 (25) 19 (67.9) a 6 (85.7) a
Apa | * Edad
T
< 70 afios 13 (76.5) 3(18.8) 0.136 (0.031-0.595) 3(50) a
> 70 afios 4 (23.5) 13 (81.3) a 3 (50) a
GG
<70 afios 11 (84.6) 4(23.5) 0.214 (0.054-0.855) 0 a
> 70 afios 2 (15.4) 13 (76.5) a 4 (100) a
GT
< 70 afios 33(76.7) 11(39.3) a 1(10) 0.034 (0.004-0.299)
> 70 afios 10 (23.3) 17 (60.7) a 9 (90) a

a. No significativo.
OR, Odds Ratio.
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7.3 Genotipos combinados Bsml/Apal en los pacientes con cancer de

piel no melanoma y controles.

Existe una tendencia hacia una mayor prevalencia de los polimorfismos

combinados AGGT, GGGG y AATT en nuestra poblacion (Tabla 9).

Se procedi6 al estudio de los genotipos combinados de Bsml 'y Apal con el

propoésito de comprobar si existia asociacion entre estos genotipos y el riesgo de

cancer de piel no melanoma (carcinoma basocelular, carcinoma espinocelular y

controles), pero no hallamos ningun efecto estadisticamente significativo entre

estos polimorfismos combinados y el riesgo de cancer de piel.

Tabla 9. Genotipos Bsml/Apal combinados en carcinoma basocelular,
carcinoma espinocelular y controles.

Carcinoma Carcinoma
Genotipo Controles (%) basocelular espinocelular Total (%)
(%) (%)

AAGG 1(1.4) 0 0 1(6)
AAGT 2(2.7) 0 0 2(1.3)
AATT 8(11) 10 (16.4) 3(15) 21 (13.6)
AGGG 1(1.4) 0 0 1(0.6)
AGGT 31(42.5) 22 (36.1) 6 (30) 59 (38.3)
AGTT 8(11) 6(9.8) 1(5) 15 (9.7)
GGGG 11 (15.1) 17 (27.9) 4(20) 32 (20.8)
GGGT 10 (13.7) 6(9.8) 4(20) 20 (13)
GGTT 1(1.4) 0 2 (10) 3(1.9)
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Niveles séricos de vitamina D. Analisis descriptivo.

Se han analizado los niveles séricos de vitamina D en 84 muestras, de las
cuales 43 (51,19%) correspondian a pacientes control y 41 (48,80%) a casos. En

el grupo de casos, 24 eran carcinomas basocelulares (58,53%) y 17 (41,46%) eran

carcinomas espinocelulares.

Todos los sujetos analizados presentaron unos niveles de vitamina D
normales (30-60 ng/ml), bajos (20-30 ng/ml) o deficitarios (<20 ng/ml). Ningin
sujeto poseia niveles elevados. El mayor porcentaje de sujetos (59,5%) estaba en
niveles de déficit de vitamina D. En limites normales encontramos un 14,3% de

pacientes. El resto de sujetos estaban en el limite bajo de la normalidad. (Tabla

10).

Tabla 10. Niveles séricos de vitamina D. Caracteristicas descriptivas de la muestra.

Total

Tipo de tumor
Controles
Casos
Carcinoma basocelular
Carcinoma espinocelular

< 20 ng/ml (Déficit)

20-30 ng/ml (Limite bajo)
30-60 ng/ml (Normal)
60-100 ng/ml (Limite alto)
100-150 ng/ml (Exceso)
>150 ng/ml (Intoxicacidén)

Rango de vitamina D

n %
84 100
43 51,19
41 48,80
24 58,542
17 41,462
50 59,5
22 26,2
12 14,3

0 0

0 0

0 0

a: respecto del total de casos.
n, tamafo muestral; ng, nanogramos; ml, mililitro.
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Tras estratificar por género, observamos que existe una mayor prevalencia

de mujeres que hombres en limite bajo o en déficit de vitamina D, mientras que

existen mas varones con niveles normales. Igual que ocurria con nuestra muestra

general, en este subgrupo de sujetos en el que se analiza la vitamina D también

existe mayor nimero de pacientes con carcinoma basocelular que con carcinoma

espinocelular, con mas hombres con cancer de piel no melanoma en general y mas

mujeres en el grupo control (Tabla 11).

Tabla 11. Caracterizacion de la muestra segun género.

Hombres Mujeres

n % n %

Total 33 39,285 51 60,714
Tipo de tumor

Controles 9 20,930 34 79,069
Casos 24 58,536 17 41,463
Carcinoma basocelular 17 70,833 7 29,166
Carcinoma espinocelular 7 41,176 10 58,823

Niveles de vitamina D <20 ng/ml (Déficit) 17 34 33 66
20-30 ng/ml (Limite bajo) 9 40,909 13 59,09
30-60 ng/ml (Normal) 7 58,333 5 41,666

60-100 ng/ml (Limite 0 0 0 0

alto)
100-150 ng/ml (Exceso) 0 0 0 0
>150 ng/ml (Intoxicacién) 0 0 0 0

%: porcentajes respecto de género.
n, tamafio muestral; ng, nanogramos; ml, mililitro.
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Si caracterizamos la muestra seglin los niveles de vitamina D, en la siguiente
tabla cruzada (Tabla 12) observamos que existen en total mas pacientes en déficit
de vitamina D, pero llama la atencién que hay un mayor nimero o porcentaje de
pacientes en déficit que no presenta tumor (33, que representa un 66% del total de
pacientes en déficit) frente incluso a la suma de los pacientes en déficit con
cualquiera de los dos tipos de cancer de piel no melanoma (10+7, lo que representa

un 34% del total de pacientes en déficit).
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Para intentar relacionar los niveles de vitamina D con el tipo de tumor
realizamos la prueba de 7% obteniendo un resultado significativo, con una
p=0,026. Parece efectivamente que los menores niveles de vitamina D pueden

estar relacionados con una menor incidencia de cancer de piel no melanoma.

Para comprobar el resultado, comparamos los pacientes control con el total
de casos, tanto para los niveles de vitamina D segun el rango preestablecido, con
una tabla cruzada realizando el test de %%, como para los niveles netos en su forma
cuantitativa con la prueba T. Efectivamente con ambos test confirmamos que
existen diferencias significativas en cuanto a los niveles de vitamina D y el hecho
de tener o0 no un cancer de piel no melanoma (P<0,05 en ambas pruebas). Podemos

observar estas diferencias en la siguiente grafica (Figura 20):

Barras de error simples Media de Vitamina D (250H-VitD) por Tumor

Il

30.000

20.000

I

10.000

Media Vitamina D (250H-VitD) pg/ml

Mo presenta tumor Presenta tumor
Tumor

Barras de errar: 95% Cl

Figura 20. Barras de error simples para comparar los niveles medios de vitamina D (25(0OH)Ds) de
los controles y los casos, expresados en picogramos por mililitro (pg/ml). El valor medio de
vitamina D para los controles (no presenta tumor) fue de 15.284,98, mientras que el valor medio

de vitamina D para los casos (presenta tumor) fue de 23.475,66.
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En la Tabla 13 podemos observar las frecuencias de sujetos existentes con
respecto a los polimorfismos de Bsm/ y los niveles de vitamina D. Al realizar la
prueba de ¥* no obtenemos diferencias estadisticamente significativas, con un

resultado de significacion de p=0,393.

Igual ocurre al relacionar los polimorfismos de Apal y los niveles de
vitamina D (Tabla 14). Al realizar la prueba de y*> no se observan diferencias

estadisticamente significativas, con un resultado de significacion de p=0,784.

Tabla 13. Tabla cruzada: Bsm/ * Niveles de vitamina D
Niveles de vitamina D?

<20 ng/ml 20-30 ng/ml  30-60 ng/ml Total
(Déficit) (Limite bajo) (Normal)
Bsml GG 17 12 7 36
AA 8 2 1 11
AG 25 8 4 37
Total 50 22 12 84

a: Se obvia en la tabla la descripcion de los niveles de vitamina en rangos de 60-100 ng/ml (Limite alto),
100-150 ng/ml (Exceso) y > 150 ng/ml (Intoxicacidn), ya que en todo caso los valores son cero.
ng, nanogramos; ml, mililitros.

Tabla 14. Tabla cruzada: Apal * Niveles de vitamina D
Niveles de vitamina D?

<20 ng/ml 20-30 ng/ml  30-60 ng/ml Total
(Déficit) (Limite bajo) (Normal)
Apal T 10 5 3 18
GG 11 7 4 22
GT 29 10 5 44
Total 50 22 12 84

2; Se obvia en la tabla la descripcidn de los niveles de vitamina en rangos de 60-100 ng/ml (Limite alto),
100-150 ng/ml (Exceso) y > 150 ng/ml (Intoxicacidn), ya que en todo caso los valores son cero.
ng, nanogramos; ml, mililitros.

Carolina Morgado Aguila

183



Tesis Doctoral

VIl. RESULTADOS

En la Tabla 15 observamos las frecuencias para cada tipo de tumor con

respecto a la estratificacion de los polimorfismos Bsml'y Apal, segin los diferentes

niveles de vitamina D.

Queremos advertir que al disminuir el tamafio muestral en esta segunda parte

de nuestro estudio, hay polimorfismos de Apal y Bsml combinados que se quedan

con nula (tal es el caso de GGAA) o escasa representacion (77GG, GGAG, GTAA).

Tabla 15. Tabla cruzada: Niveles de Vitamina D * Tipo de tumor * Bsm/ * Apal

Tipo de tumor Total
Apal Bsml Controles BCC SCC
TT GG Vit D? <20 ng/ml (Déficit) 1 0 1 2
20-30 ng/ml (Limite bajo) 0 0 0 0
30-60 ng/ml (Normal) 0 0 1 1
Total 1 0 2 3
AA Vit D <20 ng/ml (Déficit) 4 2 0 6
20-30 ng/ml (Limite bajo) 0 2 0 2
30-60 ng/ml (Normal) 0 0 1 1
Total 4 4 1 9
AG Vit D <20 ng/ml (Déficit) 2 0 0 2
20-30 ng/ml (Limite bajo) 2 0 1 3
30-60 ng/ml (Normal) 0 1 0 1
Total 4 1 1 6
Total Vit D <20 ng/ml (Déficit) 7 2 1 10
20-30 ng/ml (Limite bajo) 2 2 1 5
30-60 ng/ml (Normal) 0 1 2 3
Total 9 5 4 18
GG GG Vit D <20 ng/ml (Déficit) 7 3 0 10
20-30 ng/ml (Limite bajo) 1 5 1 7
30-60 ng/ml (Normal) 0 2 2 4
Total 8 10 3 21
AA Vit D <20 ng/ml (Déficit) 0 0 0 0
20-30 ng/ml (Limite bajo) 0 0 0 0
30-60 ng/ml (Normal) 0 0 0 0
Total 0 0 0 0
AG Vit D <20 ng/ml (Déficit) 1 0 0 1
20-30 ng/ml (Limite bajo) 0 0 0 0
30-60 ng/ml (Normal) 0 0 0 0
Total 1 0 0 1
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Total Vit D <20 ng/ml (Déficit) 8 3 0 11
20-30 ng/ml (Limite bajo) 1 5 1 7

30-60 ng/ml (Normal) 0 2 2 4

Total 9 10 3 22

GT GG Vit D <20 ng/ml (Déficit) 2 0 3 5
20-30 ng/ml (Limite bajo) 3 1 1 5

30-60 ng/ml (Normal) 1 1 0 2

Total 6 2 4 12

AA Vit D <20 ng/ml (Déficit) 2 0 0 2
20-30 ng/ml (Limite bajo) 0 0 0 0

30-60 ng/ml (Normal) 0 0 0 0

Total 2 0 0 2

AG Vit D <20 ng/ml (Déficit) 14 5 3 22
20-30 ng/ml (Limite bajo) 1 1 3 5

30-60 ng/ml (Normal) 2 1 0 3

Total 17 7 6 30

Total Vit D <20 ng/ml (Déficit) 18 5 6 29
20-30 ng/ml (Limite bajo) 4 2 4 10

30-60 ng/ml (Normal) 3 2 0 5

Total 25 9 10 44

Total GG Vit D <20 ng/ml (Déficit) 10 3 4 17
20-30 ng/ml (Limite bajo) 4 6 2 12

30-60 ng/ml (Normal) 1 3 3 7

Total 15 12 9 36

AA Vit D <20 ng/ml (Déficit) 6 2 0 8
20-30 ng/ml (Limite bajo) 0 2 0 2

30-60 ng/ml (Normal) 0 0 1 1

Total 6 4 1 11

AG Vit D <20 ng/ml (Déficit) 17 5 3 25
20-30 ng/ml (Limite bajo) 3 1 4 8

30-60 ng/ml (Normal) 2 2 0 4

Total 22 8 7 37

Total Vit D <20 ng/ml (Déficit) 33 10 7 50
20-30 ng/ml (Limite bajo) 7 9 6 22

30-60 ng/ml (Normal) 3 5 4 12

Total 43 24 17 84

2: Se obvia en la tabla la descripcion de los niveles de vitamina en rangos de 60-100 ng/ml (Limite alto), 100-150
ng/ml (Exceso) y > 150 ng/ml (Intoxicacion), ya que en todo caso los valores son cero.

BCC, carcinoma basocelular; SCC, carcinoma espinocelular; Vit D, niveles de vitamina D; ng, nanogramos; ml,
mililitros.
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Al relacionar los niveles de vitamina D y cada uno de los polimorfismos
(Bsml'y Apal) de forma aislada con la presencia o no de tumor y el tipo (Tabla 16
y Tabla 17), los tamafios muestrales se amplian ligeramente, pero no observamos
al inspeccionar los datos antes de realizar cualquier prueba de hipotesis ninguno
que pudiera ser representativo al hacer un andlisis estadistico para valorar

significacion.

Tabla 16. Tabla cruzada: Niveles de Vitamina D * Tipo de tumor * Bsm/

Tipo de tumor Total
Bsml Controles BCC SCC
GG Vit D? <20 ng/ml (Déficit) 10 3 4 17
20-30 ng/ml (Limite bajo) 4 6 2 12
30-60 ng/ml (Normal) 1 3 3 7
Total 15 12 9 36
AA Vit D <20 ng/ml (Déficit) 6 2 0 8
20-30 ng/ml (Limite bajo) 0 2 0 2
30-60 ng/ml (Normal) 0 0 1 1
Total 6 4 1 11
AG Vit D <20 ng/ml (Déficit) 17 5 3 25
20-30 ng/ml (Limite bajo) 3 1 4 8
30-60 ng/ml (Normal) 2 2 0 4
Total 22 8 7 37
Total Vit D <20 ng/ml (Déficit) 33 10 7 50
20-30 ng/ml (Limite bajo) 7 9 6 22
30-60 ng/ml (Normal) 3 5 4 12
Total 43 24 17 84

a: Se obvia en la tabla la descripcién de los niveles de vitamina en rangos de 60-100 ng/ml (Limite alto), 100-150
ng/ml (Exceso) y > 150 ng/ml (Intoxicacidn), ya que en todo caso los valores son cero.

BCC, carcinoma basocelular; SCC, carcinoma espinocelular, Vit D, niveles de vitamina D; ng, nanogramos; ml,
mililitros.
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Tabla 17. Tabla cruzada: Niveles de Vitamina D * Tipo de tumor * Apal

Tipo de tumor Total
Apal Controles BCC SCC
T Vit D? <20 ng/ml (Déficit) 7 2 1 10
20-30 ng/ml (Limite bajo) 2 2 1 5
30-60 ng/ml (Normal) 0 1 2 3
Total 9 5 4 18
GG Vit D <20 ng/ml (Déficit) 8 3 0 11
20-30 ng/ml (Limite bajo) 1 5 1 7
30-60 ng/ml (Normal) 0 2 2 4
Total 9 10 3 22
GT Vit D <20 ng/ml (Déficit) 18 5 6 29
20-30 ng/ml (Limite bajo) 4 2 4 10
30-60 ng/ml (Normal) 3 2 0 5
Total 25 9 10 44
Total Vit D <20 ng/ml (Déficit) 33 10 7 50
20-30 ng/ml (Limite bajo) 7 9 6 22
30-60 ng/ml (Normal) 3 5 4 12
Total 43 24 17 84

2: Se obvia en la tabla la descripcion de los niveles de vitamina en rangos de 60-100 ng/ml (Limite alto), 100-150
ng/ml (Exceso) y > 150 ng/ml (Intoxicacidn), ya que en todo caso los valores son cero.
BCC, carcinoma basocelular; SCC, carcinoma espinocelular, Vit D, niveles de vitamina D; ng, nanogramos; ml,

mililitros.
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No tenemos constancia de la existencia de datos en la literatura de otros
estudios que hayan incluido a poblacion espafiola para evaluar la posible

asociacion entre polimorfismos del VDR y cancer de piel no melanoma.

Edad y género y su relacion con el cancer de piel no melanoma.

Parece que existe consistencia en los estudios al evidenciar que el cancer de
piel no melanoma esta relacionado con la edad (Garcovich et al., 2017; Joseph,
Mark, & Mueller, 2001; Pascual, Belinchon, Ramos, Blanes, & Betlloch, 2004) y
el sexo (Oberyszyn, 2008; Scrivener, Grosshans, & Cribier, 2002) y, de hecho,

nuestros resultados ratifican los de la literatura existente.

El sexo masculino estaba asociado de forma significativa con un aumento

del riesgo de carcinoma basocelular (OR: 4,38; IC 95%: 1,93-9,9).

También se observo que tener 70 afios 0 menos era un factor protector tanto
para carcinoma basocelular como para carcinoma espinocelular (OR: 0,12; IC
95%: 0,05-0,28 para carcinoma basocelular y OR: 0,07; IC 95%: 0,02-0,24 para

carcinoma espinocelular).

Al estratificar casos y controles segun el tipo de tumor, la edad y el género,
se objetivd que el género mujer y la edad de 70 afios o menor constituia un factor

protector de carcinoma basocelular (OR: 0,115; IC 95%: 0,036-0,371).
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Polimorfismos del gen del VDR y cancer de piel no melanoma.

No solo hemos corroborado datos ya conocidos en estudios previos, sino que
también hemos encontrado resultados nuevos e interesantes en relacion con los
polimorfismos del VDR y el cancer de piel no melanoma: No se observaron
efectos estadisticamente significativos cuando el Bsml o Apal se estudiaron
individualmente, pero si se obtuvieron resultados estadisticamente significativos
y muy interesantes cuando se ajustaba por los estratos edad y sexo. Por si fuera
poco, estos resultados son en ocasiones contradictorios con los pocos estudios

similares publicados.

Aunque no tenemos constancia de la existencia de ningln articulo similar al
nuestro realizado en poblacidn espafiola, si se ha estudiado la asociacion entre los
genotipos del gen del VDR Bsml'y Apal y el cancer de piel no melanoma en otras
poblaciones (Burns et al., 2017; Carless et al., 2008; Han et al., 2007; Kostner et
al., 2012; Lesiak et al., 2011; Von Schuckmann et al., 2016).

Se ha disenado una tabla comparativa entre estos estudios y el nuestro para

ayudar a visualizar las comparaciones que a continuacion se describen (Tabla 18).

En nuestro estudio observacional prospectivo no se encontraron efectos
estadisticamente significativos entre los distintos genotipos de los polimorfismos

Bsml o Apal y el riesgo de cancer de piel.
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8.2.1. Bsm/

Igual que Lesiak ef al. (Lesiak et al., 2011) y Von Schuckmann ef al. (Von
Schuckmann et al., 2016), nuestros resultados no mostraron asociaciones
estadisticamente significativas entre los genotipos del polimorfismo Bsm/ y el

riesgo de este tipo de cancer.

En 2007, Han et al. (Han et al., 2007) observaron que el genotipo BB?? de
Bsml estaba asociado de forma significativa con un aumento de riesgo de
carcinoma espinocelular (OR: 1,51; IC 95%: 1,00-2,28), pero no con el riesgo de
carcinoma basocelular. Ademas, este genotipo unido al hecho de tomar elevadas
cantidades de suplementos de vitamina D en la dieta aumenta aun mas el riesgo de
carcinoma espinocelular. Nuestro estudio sin embargo no corrobora sus hallazgos
al no obtener resultados significativos, pero ademas al ajustar por género, los
polimorfismos GG y AG lo que incrementan es el riesgo de carcinoma basocelular
en hombres (OR: 7,012; IC 95%: 2,350-20,921 y OR: 4,593; IC 95%: 1,601-

13,177, respectivamente).

También observaron una interaccion entre los polimorfismos de Bsml y el
riesgo de carcinoma espinocelular entre mujeres con alta susceptibilidad
constitucional, como aquellas con pelo claro, color de piel clara, tendencia a
quemaduras y muchos lunares (BB versus bb OR: 1,85; IC 95%: 1,12-3,06; el p-

valor para esta tendencia en las tres categorias de genotipos -BB, Bb, and bb-, fue

22 para mejor comprensién en cuanto a la nomenclatura de los distintos polimorfismos, remitase
ala Tabla 3 y a su texto asociado en el apartado “6.4. Seleccién de polimorfismos y genotipado”.
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de 0,03). En nuestro estudio no se consideran estas variables fenotipicas y factores

ambientales.

Burns et al. (Burns et al., 2017) también encontraron asociacion entre los
polimorfismos de Bsml y el riesgo de padecer cancer de piel no melanoma en
comparacion con los controles con un doble de riesgo para aquellos pacientes con
la mutacion. Se trata de unos resultados totalmente distintos al nuestro por dos
motivos: 1. Porque nosotros no obtuvimos resultados estadisticamente
significativos; 2. Porque al ajustar por género son los pacientes portadores del
alelo salvaje los que tienen, segun nuestro trabajo, mayor riesgo de carcinoma
basocelular, con aproximadamente siete veces mas riesgo el genotipo GG y cuatro
veces mas riesgo el genotipo AG. No obtenemos resultado significativo para el

genotipo AA4.

8.2.2. Apal

Si nos ajustamos al concepto actual de afirmar que las queratosis actinicas
no solo son precursoras del carcinoma espinocelular y biomarcador del cancer de
piel, sino que son auténticos carcinomas espinocelulares in situ, hay que
mencionar el articulo que Carless ef al. (Carless et al., 2008) llevaron a cabo para
evaluar la asociacion entre las queratosis actinicas y los polimorfismos del gen del

VDR.

Ellos, como nosotros, no observaron asociacion entre el polimorfismo Apal
y la prevalencia de estas lesiones cuando los genotipos se analizaban
individualmente. Si encontraron asociaciéon significativa al analizar los
polimorfismos en relacion con otras variables, como el color de piel y la
propension a las quemaduras o bronceado. Las personas de piel clara con los

genotipos AA/aa de Apal tenian ocho veces mas probabilidad de afectarse por las
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queratosis actinicas en comparacion con un aumento de cinco veces de
probabilidad en individuos con el genotipo Aa y piel clara. Nuestro estudio no
tiene en cuenta estas variables fenotipicas y de exposicion a factores de riesgo
ambientales. En nuestro trabajo si se encontrdé una relacion entre el carcinoma
espinocelular y el genotipo GT de Apal al ajustar por edad, pero contrariamente al
efecto de este genotipo (4a) en este estudio, objetivamos que GT es protector

contra este tipo de cancer de piel en pacientes de 70 afios 0 menos.

Mas tarde, en 2011, Lesiak et al. (Lesiak et al., 2011) realizaron un estudio
en poblacion polaca con la intenciéon de buscar la posible asociacion entre
carcinoma basocelular y los polimorfismos del gen del VDR. Ellos encontraron
que aquellos individuos con el genotipo Aa tenian aumentado el riesgo de
carcinoma basocelular. Esta afirmacién coincide con nuestro trabajo, pero
nosotros lo hacemos extensivo a los tres polimorfismos de Apal, ya que todos
aumentan el riesgo de carcinoma basocelular en hombres: el polimorfismo 77T
parece aumentar el riesgo hasta 3 veces, GG hasta 12 veces y GT hasta 7 veces.
Concretamente en nuestro estudio el polimorfismo GT (4a en Lesiak et al.) no es

el que mas aumenta el riesgo.

Kostner et al. (Kostner et al., 2012) realizaron un estudio en poblacion
alemana para evaluar la posible asociacion entre Apal, Bgll y Tagl y ambos tipos
de cancer de piel no melanoma, el carcinoma basocelular y el carcinoma
espinocelular. Aunque no significativa, existia una tendencia hacia una mayor
distribucion de los genotipos homocigoticos de estos tres polimorfismos en los
controles sanos que en los pacientes aquejados de carcinoma basocelular.
Tampoco se encontraron diferencias entre las frecuencias de los genotipos entre
controles y casos afectos de carcinoma espinocelular. Cuando se estudiaron los
genotipos combinados - Apal/Taql/Bgll- se encontrd asociacion entre el genotipo

combinado AaTtBb y el riesgo de carcinoma basocelular. También encontraron
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que el genotipo aaTThb era més frecuente en pacientes afectos de carcinoma
basocelular que en aquellos con carcinoma espinocelular. Se hace imposible
comparar los resultados de este estudio con el nuestro, ya que analiza sobre todo
genotipos combinados de otros polimorfismos que nosotros no estudiamos,
aunque entre ellos se incluya Apal. Ellos no encontraron diferencias significativas
en cuanto a la edad de los pacientes (menores de 60 afios o 60 afios 0 més). En
nuestro caso, aunque no directamente comparable, si observamos resultados
significativos al ajustar por edad: GG y TT son protectores contra el carcinoma
basocelular en pacientes de 70 afios 0 menos y G7 es protector contra el carcinoma

espinocelular en pacientes de este mismo grupo de edad.

VonSchuckmann et al. (Von Schuckmann et al., 2016) encontraron que los
genotipos GG + GT de Apal estaban asociados con una disminucion de la
ocurrencia de carcinoma basocelular cuando se comparaba con el genotipo 77
(OR: 0,67; IC 95%: 0,46-0,96; P=0,029). No obstante, esta asociacion encontrada
no seguia siendo significativa en el modelo ajustado y después de correccion de
comparaciones multiples. Realmente los resultados difieren completamente de los

que nosotros obtuvimos en nuestro trabajo.

Un ultimo estudio realizado en 2017 (Burns et al., 2017) también estudia los
polimorfismos de Apal para pacientes con cancer de piel no melanoma en
comparacion con controles. Observaron que el genotipo dominante A tenia
aproximadamente la mitad de riesgo de desarrollar un cancer de piel no melanoma,
pero perdian la significacion al ajustar por edad y sexo. Justo lo contrario a lo que
ocurre en nuestro estudio. Ademads, segiin nuestro trabajo, al ajustar por género,
los tres polimorfismos aumentan el riesgo de cancer, no lo disminuyen. Al ajustar

por edad si observamos polimorfismos protectores (Tabla 18).
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Teniendo en cuenta el caracter poligénico y ambiental del cancer de piel, los
polimorfismos Bsml 'y Apal no parecen presentar efecto directo sobre este tipo de
cancer, sino que su contribucion podria estar mediada por factores externos, como

son aquellos que modifican los niveles de vitamina D sérica.

Es objetivable que los estudios son muy heterogéneos y es por ello resulta
muy dificil compararlos y, por tanto, sacar conclusiones definitivas.
Evidentemente se necesita mas investigacion al respecto para dilucidar la cuestion,
pero en mi opinidén no debe dejarse a un lado esta linea de investigacion, ya que
podria suponer un cambio radical en la prevencion, tratamiento y prondstico de
este tipo de lesiones. De hecho, incluso estudios muy recientes siguen tomando
esta anticuada a la vez que innovadora linea de investigacion, ya que se estan

encontrando resultados prometedores (Lin et al., 2017).

Genotipos combinados Bsml/Apal en pacientes con cancer de piel

no melanoma y controles.

Si bien hay una tendencia hacia determinados polimorfismos combinados en
nuestra poblacion (AGGT, GGGG y AATT), no hay una asociacioén entre ningin
genotipo combinado y el riesgo de carcinoma basocelular o espinocelular o

controles.

Probablemente no encontramos asociacion entre los genotipos combinados

y el cancer de piel debido al bajo nimero relativo de casos.

Kostner et al. (Kostner et al., 2012) hacen un estudio extenso de genotipos
combinados en su estudio, pero de los polimorfismos Apal, Bgll y Taql, distintos
a los polimorfismos analizados en nuestro estudio (Bsml! y Apal), con lo que no es

posible compararlos y sacar conclusiones.
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En cualquier caso, el andlisis de los haplotipos de los genotipos combinados
de los polimorfismos Bsml y Apal y su interaccion con factores externos (como
los niveles séricos de vitamina D) podria tener efecto diferencial sobre el cancer

de piel no melanoma, mas alla del analisis aislado de sus combinaciones alélicas.

Niveles séricos de vitamina D y cancer de piel no melanoma.

Para complementar nuestro estudio inicial sobre polimorfismos del gen del
VDR y cancer de piel no melanoma, se decidié estudiar los niveles plasmaticos de

vitamina D.

Queremos hacer hincapié en que, tal y como se deriva de los estudios
realizados para el cancer de piel o incluso para otro tipo de tumores o patologias,
los polimorfismos individuales del VDR no se pueden considerar factores
pronosticos independientes (Denzer et al., 2011). Aunque no se valoren los niveles
plasmaticos de vitamina D en su forma de 25(OH)Ds, que seria la variable con
menos sesgos, al menos deberian valorarse interacciones que influyan en el estatus
de vitamina D, como la dieta o los suplementos dietéticos, la exposicion solar

123

(radiacion UV) o el indice de masa corporal~’. Es por ello que para la siguiente

2 La medicién hasta ahora aceptada es la medicién de 25(0OH)Ds, pero se encuentran noticias
online (no publicaciones cientificas hasta el momento) en las que personalidades médicas
afirman que “...determinar solo los valores de vitamina D3 puede conducir a los facultativos a
tomar decisiones equivocadas, ya que si solo se diagnostica y mide los niveles bajos de 25(0OH)Ds
da una informacién errdnea...”, “..esto suele ocurrir en el caso de las personas que son
vegetarianas por ejemplo, que suelen tener unos niveles bajos de D3y, sin embargo, niveles altos
de D2. Y, lo mismo puede ocurrir en personas que sufran algin tipo de patologia como en los
enfermos de cirrosis biliar, problemas intestinales o en casos de enfermedad
celiaca...”(Organizacion-Médica-Colegial-de-Espafia, 2009).
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parte de nuestro estudio si tomamos en cuenta la mejor variable en cuanto a sesgos
se refiere, los niveles plasmaticos de 25(OH)Ds, para intentar confirmar las
relaciones entre estos polimorfismos y el riesgo de carcinoma basocelular o

espinocelular en nuestra poblacion.

Ya expusimos en apartados anteriores que existen trabajos publicados que
intentan relacionar los niveles de vitamina D y el cancer de piel, con resultados

inconsistentes.

En contraposicion a nuestra hipotesis nimero 2 (“Los niveles de vitamina D
séricos son normales o elevados, no deficitarios, en nuestros pacientes debido a la
influencia estacional de la extraccion muestral”), llama la atencion en nuestro
estudio que, a pesar de vivir en un pais de alta radiacion solar (Latitud 40°), todos
los sujetos analizados tuvieron unos niveles de vitamina D normales o bajos.
Ningln sujeto poseia niveles elevados. El mayor porcentaje de sujetos (59,5%)
estaba llamativamente en niveles de déficit de vitamina D, a pesar de haber sido
estudiados en los cuatro meses de mayor radiacién solar en nuestra region,

Extremadura (AEMET) (Figura 19).

Todas las muestras se obtuvieron entre mayo y agosto de 2016 y 2017.

Efectivamente no esperdbamos observar mas pacientes en déficit de
vitamina D en los tres subgrupos, pero como se desprende de nuestra hipdtesis de
trabajo numero 1 (“Los niveles de vitamina D séricas estan relacionados con el
cancer de piel no melanoma. Concretamente, dado el efecto protector de la
vitamina D sobre el cancer, los niveles mas altos de vitamina D sérica se
corresponderan con los pacientes control, mientras que los niveles mas bajos se
corresponderan con los pacientes con cancer’”), nos resulta sobre todo llamativo

que haya mayor nimero de pacientes en déficit que no presente tumor que incluso
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la suma de los pacientes en déficit con cualquiera de los dos tipos de tumor. (Tabla
12). De hecho, existe claramente una diferencia significativa entre los niveles de
vitamina D y el hecho de tener o no tumor: los menores niveles de vitamina D
estan relacionados con una menor incidencia de cancer de piel no melanoma en

nuestra muestra.

Cabria esperar encontrar, segiin la informacion obtenida de la bibliografia
recogida en este trabajo, estudios que avalen la proteccion de la vitamina D en el
cancer de piel, es decir, a mayores niveles de vitamina D, menor cancer de piel no
melanoma. Sin embargo, encontramos durante nuestra busqueda pocos articulos
que centren su investigacion en niveles séricos de vitamina D y cancer de piel no

melanoma y ademas con resultados muy contradictorios:

Por ejemplo, en un estudio caso-control realizado en varones mayores se
encontr6 una incidencia menor de cancer de piel no melanoma en aquellos sujetos
con mayores concentraciones de previtamina D comparado con los sujetos con
menores concentraciones (Tang et al., 2012). Lesiak et al. (Lesiak et al., 2011)
también encontraron que la 25(OH)D3 sérica media era significativamente mayor

en el grupo control que en los casos de carcinoma basocelular.

Pero, igual que los resultados de nuestro trabajo, también encontramos
observaciones totalmente contrapuestas al anterior. Por ejemplo, se ha publicado
recientemente un estudio en el que se concluye que los pacientes con cancer de
piel no melanoma tenian en el momento del diagndstico niveles séricos de
25(0OH)D3 mayores que los controles, aunque incluso teniendo esos mayores
niveles en comparacion con los controles, seguian teniendo tedricamente déficit
de vitamina D (Soares et al., 2018). Algo similar publicaron Eide et al (Eide et al.,

2011): encontraron una relacion entre unos niveles séricos de 25(OH)D3 mayores
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(no aumentados) y el riesgo de desarrollar cancer de piel no melanoma. Vojdeman
et al. (Vojdeman et al., 2019) también han encontrado niveles mas altos de
vitamina D en relacidon con una mayor incidencia de cancer de piel melanoma y

no melanoma.

Niveles séricos de vitamina D, VDR y cancer de piel no melanoma.

Tras extensas busquedas bibliograficas en la base de datos PubMed, solo
encontramos dos estudios de investigacion que relacionen polimorfismos del

VDR, céancer de piel no melanoma y niveles séricos de vitamina D en conjunto.

Han et al. (Han et al., 2007) observaron en 2007 una interaccion entre los
polimorfismos de Bsm/ y la ingesta total de vitamina D con el riesgo de carcinoma
espinocelular. Se sugirié que el genotipo BB y la elevada ingesta de vitamina D

tenian el mayor riesgo de carcinoma espinocelular.

Al relacionar el estatus de vitamina D con los polimorfismos que estudiaban,
Lesiak et al. (Lesiak et al., 2011), encontraron asociacion entre los polimorfismos
de Tagql, los niveles séricos de vitamina D y el carcinoma basocelular. Sin
embargo, no encontraron correlacion entre otros polimorfismos del VDR y los

niveles séricos de 25(OH)Ds.

Por nuestra parte, al intentar relacionar en nuestro estudio los niveles séricos
de vitamina D y polimorfismos de Apal y Bsml combinados con los distintos
sujetos (casos y controles), obtuvimos una tabla muy heterogénea con muy escasos
tamafos muestrales, incluso con muchas celdas dispersas con 0, 1 o 2 pacientes

(Tabla 15), por lo que solo con la inspeccion de los datos antes de realizar
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cualquier prueba de hipdtesis ya sabemos que muy probablemente los resultados

que obtengamos no van a ser consistentes.

Al relacionar los niveles de vitamina D con cada uno de los polimorfismos
por separado con la presencia o no de tumor y el tipo (Tabla 16 y Tabla 17), los
tamafios muestrales se amplian ligeramente, pero de todos modos no se observa
ningln dato que sobresalga respecto al resto o que pudiera ser representativo al

realizar cualquier prueba de hipdtesis.

Si inspeccionamos las tablas 13 y 14, para los polimorfismos Bsml y Apal
respecto de los niveles de vitamina D tampoco hay ningun resultado que

sobresalga respecto al resto. (Tabla 13 y Tabla 14).

Uno de nuestros objetivos era determinar el efecto diferencial que presentan
los polimorfismos del gen del VDR Bsml y Apal sobre el cancer de piel no
melanoma, aislando el efecto del nivel sérico de vitamina D, pero tras el estudio
descriptivo no continuamos la evaluacion porque observamos un escaso tamafio
muestral al hacer subgrupos, de tal forma que los resultados iban a ser
inconsistentes o incluso sesgados de obtener alguna significacion debido al

elevado ntimero de comparaciones estadisticas y escaso tamafio muestral.

Pretendemos en los proximos meses poder ampliar el tamafio muestral y
analizar la vitamina D para todos los sujetos que se incluyeron inicialmente en el
estudio e incluso aumentar el tamafio muestral general para corroborar los

resultados obtenidos en la primera parte de nuestro trabajo.

Por ahora no podemos proponer, en funcion de nuestros resultados, ninguna
otra medida terapéutica nueva. En cuanto a prevencion, en el momento actual, de
forma quizé utopica debido a los limitados recursos en algunos centros, se podria
proponer derivar con mayor premura desde atenciéon primaria a atencion

especializada para tratamiento a los pacientes con lesiones sospechosas que
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cumplieran determinados criterios: ser varon con polimorfismos GG o AG de
BsmlI, ya que aumentan el riesgo de padecer carcinoma basocelular por siete y
cuatro veces respectivamente; también la prioridad de derivacion cambiaria segun
el polimorfismo de Apal que presente. En el sentido contrario, derivariamos con
menor premura a una paciente mujer de 70 afios 0 menos porque tienen menos
riesgos de padecer carcinoma basocelular. En cualquier caso, la clinica del

paciente es decisiva, siendo el polimorfismo un factor auxiliar.

Con intencion de aplicar nuestra investigacion a la clinica, a modo de
ejemplo, sirva imaginar que estamos en una consulta de atencion primaria y acude
un paciente varébn con una lesion cutdnea sospechosa de ser un carcinoma
basocelular, pero el facultativo tiene dudas respecto al diagnostico. Podria
entonces analizar los polimorfismos de VDR Bsml 'y Apal y si el paciente tuviera
por ejemplo un polimorfismo GG de Bsml (que aumenta el riesgo hasta en siete
veces) y GG de Apal (que aumenta el riesgo hasta en 12 veces), se reafirmaria en
su sospecha y derivaria con prioridad preferente para el tratamiento de la lesion

por parte de atencion especializada.

Fortalezas

No tenemos constancia de la existencia de otro estudio que haya incluido a
poblacion espafiola para evaluar la posible asociacion entre polimorfismos del gen

del VDR, niveles séricos de vitamina D y cancer de piel no melanoma.

Aunque es un tema de elevado interés general con una posible implicacion
clinica muy relevante y con abundante bibliografia en distintos ambitos sobre el

tema “vitamina D”, se trata de un estudio novedoso, ya que es dificil encontrar en
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la bibliografia estudios que concretamente relacionen VDR, cancer de piel no

melanoma y vitamina D, como el nuestro.

Ademas, en nuestra opinion, el disefio y ejecucion son correctos: se trata de
un estudio con buena recoleccion de datos y muestras, doble ciego (tanto en
laboratorio de estudio histopatologico como en STAB), se ha analizado 25(OH)D3
en los meses de mayor radiacion solar, todos los tumores fueron confirmados
histolégicamente, los polimorfismos fueron analizados por un laboratorio con alta
validez y repetibilidad (de hecho, las muestras de sangre se analizaron por

duplicado y se corrobor6 la correlacion entre ellas), etc.

Creemos necesario seguir la linea de investigacion en curso, ya que podria
suponer un cambio radical en la prevencion, tratamiento precoz y pronostico de
este tipo de lesiones. De hecho, estudios muy recientes siguen tomando esta
innovadora linea de investigacion, ya que se estan encontrando resultados

prometedores.

Limitaciones

Nuestro estudio sugiere que los polimorfismos del VDR pueden tener un
papel en el desarrollo del cancer de piel no melanoma, pero es necesario explorar

mejor nuestros hallazgos y sus implicaciones clinicas.

Quiza la mayor limitacidén que encontramos en nuestro estudio es el pequefio
tamafio muestral que conseguimos para hacer los analisis que plantedbamos
inicialmente. No esperabamos obtener datos tan dispares al hacer subgrupos, de

forma que el tamafo nos ha limitado.
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Una dificultad anadida ha sido encontrar poca bibliografia con la que poder
comparar nuestro trabajo, ya que esto nos ayudaria a sentar las bases para entender
el problema que se estd investigando. Al existir estas brechas en la literatura, con
resultados tan dispares, no podemos definir nuestros resultados corroborando o

negando los hallazgos existentes en la literatura actual.

Finalmente, una limitacion importante de nuestro trabajo es el hecho de no
poder controlar las variables intervinientes en el desarrollo del cancer de piel no
melanoma en el futuro al ser esta una patologia de caracter poligénico influida por
factores ambientales. No podemos asegurar que los controles no van a desarrollar
un cancer de piel no melanoma en el futuro. Una propuesta futura seria hacer un

seguimiento a muy largo plazo de cada uno de los pacientes.

Ya estamos trabajando para corregir las limitaciones que hemos encontrado
en este trabajo, de forma que principalmente vamos a aumentar el tamafio
muestral. En la medida de lo posible se hara un seguimiento de los pacientes para
valorarlos de forma prospectiva. Ademas, tendremos en cuenta otros factores de
riesgo, como el hecho de ser o no fumador o la exposicion a radiacion UV solar o
en centros de bronceado y también tendremos en cuenta otros posibles factores de
confusion ademas de la edad y el sexo. Por ejemplo, entrevistaremos a los sujetos
sobre el padecimiento de patologia renal, alteraciones en el metabolismo de la

vitamina D, obesidad, dieta suplementada o no, etc.

Entendemos que los resultados no son extrapolables a otras poblaciones y
que no pueden ser representativos de todas las diferentes formas del mismo

fendmeno.
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Los resultados obtenidos respecto a los objetivos generales e hipdtesis de

nuestra investigacion nos permiten concluir que:

1.

Teniendo en cuenta el caracter poligénico y ambiental del cancer de piel,
los polimorfismos Bsml y Apal del gen del VDR no presentan efectos
directos sobre este tipo de cancer, sino que su contribucion parece estar
mediada por factores externos, entre los que se encuentran aquellos que

determinan los niveles séricos de vitamina D.

No se observa una relacion significativa entre el céncer de piel no
melanoma (carcinoma basocelular o carcinoma espinocelular) y la
presencia de los polimorfismos BsmlI o Apal del gen del receptor de la
vitamina D en la poblacion extremefia estudiada. Si encontramos efectos

significativos al ajustar por edad, género y tipo de cancer de piel.

Los niveles de vitamina D en nuestra muestra son normales o bajos en todo
caso, independientemente de la influencia estacional. Los niveles mas
bajos de vitamina D podrian ser protectores del cancer de piel no

melanoma en nuestra poblacion.

No hallamos ninguna interaccidon significativa entre los polimorfismos

combinados de Apal y Bsml y el riesgo de cancer de piel no melanoma.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO
ESTUDIO DE INVESTIGACION

“Vitamina D, polimorfismos del gen VDR y riesgo de cincer de piel no melanoma en
poblacion extremeiia”

Paciente: Paciente ID#:
Centro: Centro ID#:
Investigador:

LEA DETENIDAMENTE LA INFORMACION CONTENIDA EN ESTE DOCUMENTO Y
ASEGURESE QUE ENTIENDE ESTE PROYECTO DE INVESTIGACION. POR FAVOR SI
ESTA DE ACUERDO EN PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO, FIRME ESTE DOCUMENTO.
POR SU FIRMA RECONOCE QUE HA SIDO INFORMADO DE LAS CARACTERISTICAS
DEL PROYECTO, DE SUS REQUISITOS Y SUS RIESGOS Y QUE ACEPTA
LIBREMENTE PARTICIPAR EN EL. UNA COPIA DEL PRESENTE DOCUMENTO LE
SERA ENTREGADA.

OBJETO DEL ESTUDIO.

Ha sido invitado/a a participar en un estudio de investigacion dirigido a estudiar los
polimorfismos del gen del VDR, niveles de Vitamina D y riesgo de cancer de piel no melanoma
en poblacion extremefia.

PROCEDIMIENTOS Y DURACION DEL ESTUDIO.

El tnico procedimiento al que serd sometido/a sera a la extraccion de una muestra
sanguinea para valorar algunos polimorfismos del gen del VDR y niveles de vitamina D. La
duracion del proyecto sera de 17-20 meses, durante los cuales usted nos autoriza a estudiar los
parametros indicados. La muestra que cede sera utilizada exclusivamente con finalidad de
investigacion sin animo de lucro.

RESULTADOS DEL ESTUDIO.

Al finalizar el estudio se le informara del resultado global del mismo si usted lo desea,
pero NO de su resultado personal, que se tratara con total confidencialidad de acuerdo con la
Declaracion de Helsinki y la Ley 14/2007, de Investigacion biomédica.

RIESGOS DERIVADOS DE LA PARTICIPACION EN EL ESTUDIO.

Los riesgos asociados a la toma de muestras son minimos. Se empleara material estéril
individual y desechable a fin de eliminar los riesgos de infeccion y de contagio y las muestras
de obtendran por personal cualificado.

BENEFICIOS.

La participacion en el proyecto no serd recompensada econdmicamente. Aparte de lo
comentado anteriormente, se estima que el desarrollo del estudio en el que participard
comportara beneficios a medio-largo plazo en el tratamiento del cancer de piel no-melanoma y
en el conocimiento de la patogenia de este tipo de cancer.
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COSTES.
El coste de la extraccion y procesamiento de la muestra asi como los analisis posteriores
seran cubiertos por el proyecto. Su participacion no le supondra ningun coste.

La investigadora principal, D* Carolina Morgado Aguila, puede ser contactada en
cualquier momento, a fin de recabar informacion acerca del proyecto, en la siguiente direccion:
Unidad de Investigacién de Enfermedades Metabélicas Oseas (Grupo GIEMO)
Departamento de Enfermeria
Facultad de Enfermeria y Terapia Ocupacional.
Av. De la Universidad
10004 Céceres

En ningtn caso su decision de no participar en el proyecto le supondra una rebaja en la
calidad asistencial por parte de su médico.

CONFIDENCIALIDAD DE SU MUESTRA.

De acuerdo con la normativa legal vigente, los resultados de las muestras se trataran
con total confidencialidad. El protocolo de recogida de datos sera archivado, y a cada
participante se le asignard una clave de tal modo que no pueda relacionarse la muestra e
informacion obtenida con la identidad del sujeto. Las muestras seran anonimizadas, asegurando
la imposibilidad de inferir su identidad, para su estudio y potencial analisis ulterior.

El investigador principal del proyecto se compromete a que la confidencialidad de los
datos que se puedan obtener en dicho proyecto sera escrupulosamente observada, y que los datos
personales de los sujetos participantes no seran conocidos por los investigadores del proyecto.
En los casos que corresponda, estos informaran al responsable médico o a los afectados si creen
que algun resultado del proyecto podria ser de su interés.

El investigador principal del proyecto se compromete a no utilizar las muestras para
otros estudios diferentes a los de este proyecto y a no traspasar las muestras a otros posibles
proyectos o equipos de investigacion.

Para todo lo no previsto en este documento, se aplicard la legislacion vigente sobre
proteccion de datos de caracter personal (Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica reguladora
de la autonomia del paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacion y
documentacion clinica, BOE 274 de 15 de noviembre de 2002; Ley Organica 15/1999, de 13 de
diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal; BOE 298 de 14 de diciembre de 1999;
Real Decreto 1720/2007, de 21 de diciembre, por el que se aprueba el Reglamento de desarrollo
de la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de proteccion de datos de caracter personal,
BOE 17 de 19 de enero de 2008), sobre investigacion biomédica (Ley 14/2007, de 3 de julio, de
Investigacion biomédica; BOE 159 de 4 de julio de 2007) y cualquier otra que resultara aplicable.
Si fuese necesario el almacenamiento de las muestras para analisis ulteriores, tal como recoge la
Ley 41/2007, de 14 de noviembre, basica reguladora de la autonomia del paciente y de derechos
y obligaciones en materia de informacién y documentacion clinica (art. 9.3), el consentimiento
escrito del paciente sera necesario para cada una de las actuaciones que se lleven a cabo. Accion
que podra ser ejercitada por el paciente, por sus representantes, o por sus herederos si este
hubiera fallecido.

Los resultados del estudio pueden ser publicados en revistas cientificas o publicaciones
de caracter general.
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No obstante, la informacidon concerniente a su participaciéon serd mantenida como
confidencial.

Recibird una copia de esta hoja de informacion y del consentimiento informado firmado
por usted.

DECLARACION DEL DONANTE.
He sido informado por el personal relacionado con el proyecto mencionado:

De las ventajas e inconvenientes de este procedimiento.
Del fin para el que se utilizaran mis muestras.
He sido informado de que los tejidos que cedo seran utilizados exclusivamente con
finalidad de investigacion sin animo de lucro.
Que mis muestras seran proporcionadas de forma anénima a los investigadores del
proyecto.
Que en cualquier momento puedo solicitar informacion genérica sobre los estudios para
los que se han utilizado mis muestras.
Que he comprendido la informacion recibida y he podido formular todas las preguntas
que he creido oportunas.

Usted tiene derecho de participar o no en la investigacion y de retirar su consentimiento
en cualquier momento. Como se menciona anteriormente, en ningin caso su decision de
no participar en el proyecto le supondra una rebaja en la calidad asistencial por parte de
su médico.

SE ME HA PROPORCIONADO COPIA DEL PRESENTE DOCUMENTO.
ACEPTO PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO.

NOMDBIE: ... i Firma:

Declaracion del profesional de salud médica de que ha informado debidamente al donante.

NOMDBIE: ..o Firma:
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