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Resumen

Introduccién: La pigmentacion cutanea basal y la respuesta al sol por bronceamiento
son rasgos hereditarios influidos por varios genes, entre los que el gen MCTR es uno
de los mas importantes. Mutaciones en este gen afectan a los niveles y tipos de me-
lanina dando lugar a patrones alterados de pigmentacion. Recientemente, se ha iden-
tificado una asociacion entre el genotipo del gen 0cA2, el color de ojos y el sexo, su-
giriendo que existe un factor relacionado con el sexo que contribuye a las variaciones
en la pigmentacion del iris humano. El actual estudio consistié en analizar una posible
asociacion entre el sexo y diferentes caracteristicas fenotipicas de pigmentacién, te-
niendo en cuenta el genotipo del gen MCc71R. Metodologia: Se recogieron datos feno-
tipicos de 446 individuos sanos (212 hombres y 234 mujeres) y 706 individuos con
melanoma (325 hombres y 379 mujeres). Se secuencid el gen MCT1R en todas las
muestras, clasificando las muestras en wiMc 1R (wild-type) o mutmMc1rR (mutante). Para
el analisis estadistico se utilizé el software spss v20. Resultados: Las mujeres pre-
sentan una mayor asociacion a fototipos 1 y II, tanto al analizar el total de individuos
como en individuos sanos y con melanoma por separado (p = 0,008, 0,014 y 0,024,
respectivamente). Esta asociacion se mantiene en muestras mutmMc1rR (p = 0,037),
pero no en muestras wiMC1R (p = 0,061). Las mujeres también presentan menor nu-
mero de nevus (p = 0,001), aunque esta asociacion desaparece en individuos control
y con genotipo mutMc1R. Conclusion: Los resultados muestran una asociacion entre
el sexo y variaciones en la pigmentacion, especialmente en lo que se refiere a la res-
puesta y sensibilidad al sol. Ademas, esta asociacion no parece ser independiente del
genotipo de MC1R.
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Abstract

Introduction: Basal skin pigmentation and sun-tanning capacity are hereditary traits
influenced by several genes, including the mc1Rr gene. Mutations in this gene affect the
levels and types of melanin produced, resulting in altered pigmentation patterns. Re-
cently, we have identified an association between 0CA2 genotype, eye color and sex,
suggesting that there is a sex-related factor contributing to changes in iris pigmentation.
In this study, we analyzed a possible association between sex and different phenotypic
pigmentation characteristics, taking into account the Mc 1R genotype. Methodology: Phe-
notypic data of 446 healthy individuals (212 men and 234 women) and 706 patients with
melanoma (325 men and 379 women) were collected. The MC71R gene was sequenced
in all samples, sorting the samples in wtmMc1r (wild-type) or mutmMc1r (mutant). For
statistical analysis spss v20 software was used. Results: Women have a greater as-
sociation with skin phototypes | and 11, both when analyzing the total sample set as well
as healthy and melanoma individuals separately (p = 0,008, 0,014 and 0,024, respec-
tively). That association is observed in mutmMc1r samples (p = 0,037) but not in wiMC1R
samples (p = 0,061). Women also present fewer nevi (p = 0,001), although this asso-
ciation disappears in controls and in mutmMCc1rR samples. Conclusion: The results show
an association between sex and pigmentation variations, particularly with respect to the
response and sensitivity to the sun. Moreover, this association does not appear to
be independent of the mMC71R genotype.

Keywords: pigmentation, sex, genetics, MC1R.

Introduccién

Los rasgos de pigmentacion humana, incluyendo el color de ojos, piel y pelo, son los
rasgos fisicos mas visibles y diferenciables entre individuos. La variacion natural de la colora-
cion de la piel depende de la ubicacién geografica con respecto a la latitud y del origen étnico,
sugiriendo que la adaptacién genética a la intensidad y duracién de la radiacion solar juega un
papel importante en la evolucion histérica de la variacidén en la pigmentacion cutanea (Jablon-
ski y Chaplin, 2000). La radiacién solar es mas intensa en latitudes proximas al Ecuador,
donde se observa una coloracion de piel oscura. La pigmentacion oscura protege mejor de los
efectos dafiinos de la radiacidn ultravioleta (UVR) que la piel clara (Rijken, Bruijnzeel, van We-
elden, y Kiekens, 2004). Asi pues, la pigmentacién cutanea basal y la respuesta al sol por
bronceamiento son rasgos hereditarios que responden a una seleccion natural via adaptacion-
genética a la radiacion solar. Cabe indicar que no se conoce un papel fisioldégico para la pig-
mentacion de cabello y color de ojos.

La variacion en la pigmentacion entre individuos y la sensibilidad a la luz solar son atri-
buibles a diferencias que afectan al nUmero, tamafio y distribucion de los melanosomas pro-
ducidos, y al tipo de melanina sintetizada, ya que el numero de melanocitos normalmente no
varia (Liu, Wen, y Kayser, 2013). En piel clara poco pigmentada, los melanosomas tienden a
agruparse alrededor del nucleo de los queratinocitos, mientras que en la piel oscura altamen-
te pigmentada los melanosomas se distribuyen uniformemente dentro de las células. La pig-
mentacién humana esta principalmente determinada por la cantidad y el tipo de melanina en
la epidermis, iris y pelo. Las dos formas mas comunes de melanina son la eumelanina, un



Anaélisis de la asociacion entre sexo y diferencias en pigmentacion humana segun el genotipo del gen MC1R 177

polimero insoluble negro-marrén, y la feomelanina, polimero rojo-pardo compuesto de unida-
des de benzotiazina que en gran medida es responsable del pelo rojo y las pecas (Scherer y
Kumar, 2010).

La sintesis del tipo de melanina esta influenciada por la exposicion al sol, es decir, por
la radiacién uv; y controlada genéticamente (Barsh, 2003; Simon, Peles, Wakamatsu, y Ito,
2009). Los genes implicados en el control de las cascadas de sefalizacion codifican ligandos,
receptores, factores de transcripcion, transportadores y muchas otras moléculas (Han y cols.,
2008; Sulem y cols., 2007). Variaciones genéticas en los genes implicados en la via de pig-
mentacidon han sido asociadas a caracteristicas fenotipicas en el color de piel, color de pelo,
color de ojos, pecas y sensibilidad a la radiacion solar (Sturm, 2009), pero también con el
riesgo de diversos tipos de cancer de piel (Sturm, Teasdale y Box, 2001). Mutaciones en un
gen clave de la pigmentacion, el receptor de melanocortina 1 (MC1R), afectan al riesgo de
cancer de piel via alteraciones en la pigmentacion y también por su influencia en otros proce-
sos (Robinson y cols., 2010). Analisis funcionales muestran que variaciones en MC1R limitan la
estimulacion de la via de pigmentacion debido a una incompleta union entre el receptor y su
ligando (a-MsH), resultando en un descenso de la actividad de la enzima tirosinasa (TYR) y en
la sintesis de feomelanina, la cual es responsable del fenotipo de piel clara y pelo rojo (Beau-
mont y cols., 2005, 2007). MC1R también esta implicado en la regulacion de citoquinas y sus
receptores involucrados en la respuesta inmune e inflamatoria a través de la modulacion de
NK-kB (Eves y cols., 2003).

Recientemente, se ha identificado una asociacién entre el genotipo de rs12913832 (en
la regidbn HERC2/0CAZ2), el color de ojos y el sexo, sugiriendo que existe un factor relacionado
con el sexo que contribuye a las variaciones en la pigmentacion (Martinez-Cadenas, Pefa-
Chilet, Ibarrola-Villava, y Ribas, 2013). En este estudio se observa que dado un particular
genotipo HERC2/0CA2, los hombres tienden a tener los ojos mas claros que el color predicho
por su genotipo, mientras que las mujeres tienden a tener los ojos mas oscuros que el predi-
cho. Estas observaciones podrian explicar el hecho de que parece haber mayor frecuencia de
hombres con ojos azules que mujeres con o0jos azules en poblaciones de origen europeo
(Sulem y cols., 2007). En concordancia con estos resultados, un estudio de GWAS pone de
manifiesto que los hombres tienen la piel no expuesta al sol mas clara que las mujeres (Can-
dille y cols., 2012).

Nuestro estudio consistié en analizar una posible asociacion entre el sexo y diferentes
caracteristicas fenotipicas de pigmentacién (fototipo, lentigos solares, numero de nevus, color
de piel, ojos y pelo), teniendo en cuenta el genotipo del gen MC1R en individuos de una pobla-
cion mediterranea.

Método
Sujetos

Se incluyeron un total de 1152 individuos en el estudio, de los cuales 446 eran individuos
sanos (212 hombres y 234 mujeres) y 706 eran individuos con melanoma (325 hombres y 379
mujeres). Todos los participantes en el estudio eran de origen espafiol. Las muestras recogi-
das fueron utilizadas en un estudio previo, el cual fue aprobado por el Comité Etico del Insti-
tuto de Investigacion Sanitaria INCLIVA de Valencia. Todos los participantes firmaron un consen-
timiento informado.
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Recogida de datos fenotipicos

Para recoger la informacion de los individuos se utilizé un cuestionario estandarizado, en
el cual se preguntaba por la edad, el sexo y diferentes caracteristicas pigmentarias o de res-
puesta al Sol. Cada caracteristica fenotipica fue agrupada en dos categorias, de la siguiente
forma: fototipo I-1l o fototipo 11-1v, presencia o ausencia de lentigos solares, numero de nevus
menor o mayor de 25, color de piel no fotoexpuesta clara o marrén/oscura, color de ojos verde/
azul/gris o marrén/negro, y color de pelo rojo/rubio o castafo/negro.

Determinacion del genotipo

Los ensayos genotipicos consistieron en la secuenciacion completa de la region codifi-
cante del gen MC1R. Para los ensayos genotipicos se utiliz6 ADN gendmico procedente de
linfocitos de sangre periférica.

La region codificante del gen Mc 1R fue amplificada por PCR utilizando dos pares de pri-
mers superpuestos, tal y como se describié anteriormente (Ibarrola-Villava y cols., 2010). Los
productos de la PCR fueron purificados utilizando exonucleasa | y fosfatasa alcalina (Roche
Molecular Bioquimicos AQ2, Mannheim, Alemania), antes de llevar a cabo el analisis de se-
cuenciacion en un3100 ABI PrismSystem (AppliedBiosystems, Foster City, CA, EEUU). Una vez
secuenciadas las muestras, los individuos fueron clasificados en dos grupos: mutMCc1Rr, mues-
tras que presentan variantes no-sindénimas; y wtMC1R, muestras wild-typeque no presentan
variantes no-sinénimas.

Analisis estadistico

Para determinar la asociacién entre las caracteristicas fenotipicas y el sexo, se llevé a
cabo una regresion logistica multivariante, con la que se calculd el valor p (p-value), el odd
ratio (OR) y el correspondiente intervalo de confianza (IC) de cada caracteristica fenotipica.

Posteriormente, se realizé un analisis descriptivo de las caracteristicas fenotipicas aso-
ciadas a sexo obtenidas en el analisis anterior, mediante tablas de contingencia 2 por 2 y
calculando el X? y el p-value bilateral. En el analisis se tuvo en cuenta el genotipo de cada
individuo para cada uno de los genes incluidos en el estudio. El analisis se realiz6 tanto con
el total de las muestras, como separando por individuos sanos y pacientes de melanoma.

Todos los andlisis de asociacion se realizaron con el total de los individuos asi como
separando los participantes en individuos sanos e individuos con melanoma. Para realizar los
analisis estadisticos se utilizé el programa estadistico informatico spss v20.

Resultados

Inicialmente, se analizod si varias caracteristicas fenotipicas estaban asociadas a sexo.
La figura 1 recoge los resultados del analisis de asociacién entre el sexo y cada una de las
caracteristicas de pigmentacion estudiadas (fototipo, lentigos solares, numero de nevus, color
de piel, ojos y pelo). Los resultados obtenidos del analisis multivariante muestran que existe
una asociacion del fototipo (OrR = [0,468, 0,922], p = 0,015) y del numero de nevus (OR =
[1,104, 2,15], p = 0,011) a sexo. El resto de caracteristicas fenotipicas no presentan una aso-
ciacion significativa (p > 0,05) y fueron descartadas en analisis posteriores.
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Figura 1. Andlisis de asociacién entre sexo y caracteristicas de pigmentacion en una poblacién espafiola.
Los circulos representan el odd ratio (OR) y las barras de error representan el 95 % del intervalo de confianza.
Los valores de p representados son aquellos estadisticamente significativos (p < 0,05).
Resultados de orR>1 relacionado con sexo masculino

Posteriormente, se realizd un analisis descriptivo Unicamente con las caracteristicas
pigmentarias que resultaron significativas en el andlisis multivariante (fototipo y numero de
nevus). Al agrupar las muestras segun el sexo, se observa que las mujeres presentan una
mayor asociacion a fototipos I-1l tanto en el total de individuos como en individuos sanos y con
melanoma por separado (p = 0,008, 0,014 y 0,024, respectivamente) (figura 2A, 2B y 2C).
Ademas, las mujeres también presentan menor numero de nevus al analizar el total de indivi-
duos y con melanoma (p = 0,001 y 0,002, respectivamente), aunque esta asociacién desapa-
rece en individuos control (p = 0,176) (figura 2D, 2E y 2F).

Finalmente, llevamos a cabo un analisis para determinar si mutaciones en el gen MC1R
afectaban de la misma forma a los dos sexos vy, por lo tanto, las variaciones en pigmentacion
entre sexos eran independientes al genotipo MC71R. La tabla 1 resume el resultado del analisis
de asociacion entre el sexo y el fototipo, y nUmero de nevus por separado segun genotipo
Mc1R. Los resultados parecen indicar que la asociacion entre sexo y las diferencias en fototipo
y numero de nevus no son independientes al genotipo MCc71R. Las mujeres con genotipomut-
MC1R presentan una mayor asociacién a fototipos I-1l (p = 0,037), pero esta asociacién no se
observa en muestras wtMCc1R (p = 0,061). Cuando el analisis se realiz6 en individuos controles
(sanos) por separado, los resultados también muestran que existe un mayor nimero de muje-
res mutMc1R que presentan fototipo I-1l (p = 0,006), pero no en mujeres wtMC1R (p = 0,688).
En cambio, al analizar las muestras de individuos con melanoma no se observa asociacién en
ninguno de los casos.
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Figura 2. Distribucion de caracteristicas fenotipicas tanto en el total de individuos de la poblacién espafiola
como en individuos sanos y con melanoma por separado segun el sexo. Los porcentajes fueron calculados
teniendo en cuenta el total de individuos de cada sexo. Las barras representan el porcentaje de cada fenotipo
(fototipo I-1l o 1lI-IV y nUmero de nevus <25 o 225) de cada grupo segun la leyenda. Se representan en negrita
los valores de p estadisticamente significativos (p < 0,05).
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Tabla 1
Distribucion de caracteristicas fenotipicas tanto en el total de individuos de la poblacion espafiola
como en individuos sanos y con melanoma por separado, y separando por sexo segtn el genotipo MC1R

Fototipo NuUmero nevus
Muestras Genotipo Sexo H-1v I-1l P <25 225 p
WIMCTR Hombre 69,04 30,96 60,09 39,91
0,061 0,000
Mujer 63,43 36,57 71,96 28,04
Todos
mutmMc1rR Hombre 57,76 42,24 58,46 41,54
0,037 0,723
Mujer 45,92 54,08 65,64 34,36
WIMCTR Hombre 90,00 10,00 68,96 31,04
0,688 0,190
Mujer 86,84 13,16 7719 22,81
Sanos (CT)
mutmMc1rR Hombre 88,37 11,63 69,52 30,48
0,006 0,559
Mujer 63,26 36,74 73,14 26,86
WIMCTR Hombre 62,50 37,50 53,44 46,56
0,242 0,029
Mujer 54,16 45,84 67,20 32,80
Enfermos (MEL)  mutvc1iR  Hombre 49,69 50,31 52,88 47,12
0,117 0,040
Mujer 41,30 58,70 62,40 37,60

Por otro lado, la asociacion entre el sexo femenino y tener menos de 25 nevus es alta-
mente significativa en individuos con genotipo wimMc1R (p = 0,000), aunque desaparece en
individuos con genotipo mutmMc1r (p = 0,723). En muestras con melanoma se observa que las
mujeres tienden a tener menos numero de nevus que los hombres, independientemente del
genotipo Mc1R. En individuos sanos se confirma la ausencia de asociacién entre sexo y nu-
mero de nevus observada anteriormente sin tener en cuenta el genotipo.

Discusién y conclusiones

El este estudio, hemos recogido informacién de varias caracteristicas de pigmentacién
(fototipo, lentigos solares, numero de nevus, color de piel, ojos y pelo, quemaduras) y deter-
minado el genotipo del gen MCc1rR de 1152 individuos de origen espanol con el objetivo de
analizar si existen diferencias en cuanto a la pigmentacion y la respuesta al Sol entre sexos,
y si estas diferencias son dependientes del genotipo MC1R.

Nuestro analisis de asociacion entre sexo y variaciones en el fototipo demuestra que
existe una diferencia consistente en la capacidad de la piel para asimilar la radiacion solar
entre los dos sexos en una poblacion espafnola. Segun nuestros resultados, los hombres pa-
recen tener rasgos de pigmentacion mas oscura y mayor capacidad de broncearse (fototipo
lI-IvV) que las mujeres. Estos resultados contradicen otros estudios realizados en cuatro paises
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europeos (Candille y cols., 2012) y en una muestra de americanos con origen europeo (Shriver
y cols., 2003). Sin embargo, estudios realizados con poblaciones de caribefios y americanos
con origen africano han mostrado que en esas poblaciones los hombres tienen la pigmenta-
cion de la piel mas oscura que las mujeres (Bonilla y cols., 2005; Shriver y cols., 2003). Ade-
mas, nuestros resultados son consistentes con estudios antropoldgicos anteriores que indican
que las mujeres estan mas ligeramente pigmentadas que los hombres en la mayoria de las
poblaciones (Jablonski y Chaplin, 2000). Las diferencias en las caracteristicas de pigmenta-
cién y respuesta al Sol parecen ser consecuencia de razones socio-culturales, como por ejem-
plo, que histéricamente los hombres han pasado mas tiempo al aire libre; razones fisiolédgicas,
como que los hombres tienen la piel mas gruesa y mayor niumero de vasos sanguineos; y
factores hormonales, ya que los estrogenos estimulan la pigmentacion (incrementan los nive-
les en el embarazo provocando hiperpigmentacion), mientras que los andrégenos tienen un
efecto inhibitorio en los melanocitos (Paes, Teepen, Koop, y Kon, 2009; Sandby-Mgller, Poul-
sen, y Wulf, 2003; Yamaguchi y Hearing, 2009). Hasta el momento no se ha determinado una
causa genética que explique estas divergencias en cuanto al color de piel entre sexos. Sin
embargo, parece interesante observar que las mutaciones en el gen MC1R afectan a un sexo
mas que al otro siguiendo el mismo sentido, es decir, estas mutaciones resultan en unos ras-
gos de pigmentacién mas claros en mujeres que en hombres (tabla 1). MC1R es el receptor de
a-MsH, hormona producida en la glandula pituitaria que depende del nivel de estrégenos.

Un nevus es una proliferacién de células pigmentarias que esta asociado al riesgo de
melanoma, ya que parece ser que algunos melanomas surgen en nevus preexistentes. Un alto
numero de nevus esta asociado con altos niveles de exposicion al Sol, aunque no se sabe si
la influencia de este efecto ambiental solo afecta a individuos genéticamente susceptibles
(Bataille, Snieder, MacGregor, Sasieni, y Spector, 2000). Nuestros resultados muestran que
las mujeres tienden a tener menos nevus que los hombres. Estos resultados no son congruen-
tes con los obtenidos al analizar el fototipo, ya que en este caso las mujeres presentan mayor
asociacion con la caracteristica de menor riesgo (pocos nevus). Esto puede ser consecuencia
de que la recogida de muestras se realizé via cuestionario preguntandole a cada persona la
categoria de cada caracteristica que pensaba que tenia y, por lo tanto, soportando un error
debido a diferencias en las percepciones individuales. Resaltar el hecho de que las diferencias
en cuanto al numero de nevus entre sexos no se observen en el grupo control es consistente
con la relacién entre esta caracteristica fenotipica y la susceptibilidad a melanoma. No se co-
noce una asociacion directa entre el numero de nevus y mutaciones en el gen MC1R, pero si
entre ambas y el riesgo de melanoma por separado (Chang y cols., 2009).

En conclusion, nuestros resultados muestran que existe una asociacion entre el sexo y
rasgos de pigmentacion, especialmente en caracteristicas de respuesta y sensibilidad al Sol
como son el fototipo y el numero de nevus. Ademas, esta asociacion no parece ser indepen-
diente del genotipo del gen MC1R, indicando que las diferencias entre sexos en cuanto a pig-
mentacién parece que dependen de la variabilidad en los genes de pigmentacion.
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