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RESUMEN

Introduccién. El asma es una enfermedad inflamatoria crénica que afecta a cerca
del 15% de la poblacién infantil mexicana. Se ha reportado que polimorfismos de
un soélo nucledtido (SNPs) en mas de 100 genes candidato son importantes
factores de riesgo para desarrollar la enfermedad y que éstos, pueden variar entre
las poblaciones. Objetivo: Determinar si SNPs localizados en genes de la
respuesta inmune e inflamatoria se asocian a la susceptibilidad para desarrollar
asma en poblaciéon pediatrica mexicana. Material y Métodos: En un estudio de
casos y controles se incluyeron 150 pacientes pediatricos con asma y 450
donadores del banco de sangre como grupo control. A partir de ADN gendémico y
mediante la técnica de la 5’exonucleasa (TagMan), se analizaron 22 SNPs
localizados en 4 genes candidato (STAT1, STAT3, STAT4 y STAT6).

Resultados: Se identificaron SNPs en los genes STAT1, STAT3, STAT4 Y STAT6
como nuevos factores de riesgo genético para asma. Interesantemente, genes que
se han asociado con asma en mas de 10 estudios independientes no mostraron
asociacion en nuestra poblacion.

Conclusién: Este estudio aporta evidencias de la complejidad genética del asma
en la poblacién pediatrica mexicana. Se requiere confirmar si los genes no

asociados modifican la gravedad o la respuesta al tratamiento.



ABSTRACT

Introduction: Asthma is a chronic inflammatory airway disease, which affects
nearly the 15% of Mexican children. Increasing evidence shows that single
nucleotide polymorphisms (SNPs) in more than 100 candidate genes are important
risk factors to develop this disease and they have ethnic differences. Objective:
The present study was undertaken to determine whether SNPs in genes involved
in immune and inflammatory responses are associated with asthma in Mexican
pediatric patients. Material and methods: One hundred and fifty unrelated
asthmatic patients were recruited from four pediatric hospitals in Mexico City.
Additionally, 450 healthy blood bank donor controls were included as a control
group. The controls were also drawn from Mexico City and sex matched. In all
cases, the diagnosis of asthma was assessed by a Pneumonologist or Alergologist.
Genotyping was performed using the 5’exonuclease technique (TagMan) and
included 22 SNPs in 4 candidate genes. Data were analyzed using the
ADMIXMAP, FINETTI, HAPLOVIEW, EPIINFO programs. Results: SNPs in the
STAT1, STAT3, STAT4 Y STAT6 genes were identified as new genetic risk factors
for asthma. In contrast, genes associated with asthma and related phenotypes in
more than 10 studies worldwide, were not associated in our population.
Conclusion: This study gives evidence of a complex genetic background of
asthma in pediatric Mexican patients. Further studies are necessary to identify if

these genes are associated with severity of the disease .



l. INTRODUCCION

El asma es la enfermedad crénica mas comun en la poblacién mundial, que
aun cuando muestra diferencias de prevalencia y gravedad entre las distintas
poblaciones, su tendencia al incremento y el elevado costo de su atencion hacen
de ella un problema globalizado de salud publica. Los reportes de la Iniciativa
Global para el Asma (Global Iniciative for Asthma: GINA) estiman que la poblacién
de asmaticos en el mundo es de mas de 300 millones de individuos (Masoli y
cols., 2008) y segun el Comité del Estudio Internacional del Asma en la Nifiez
(International Study of Asthma and Allergies in Childhood: ISAAC), cerca del 8% de
los nifos mexicanos padecen la enfermedad (Pearce y cols., 2007). Sin embargo,
los estudios epidemioldgicos realizados en nuestro pais muestran que la
prevalencia del asma en la poblacién infantil es hasta de un 15% (Huerta y
Penagos 2004). En un estudio realizado en Europa el tratamiento anual de esta
entidad alcanz6 17.7 millones de euros (http://www.european-lung-foundation.org)
y en EU para el afio 2002 se gastaron cerca de 18 millones de ddélares (Masoli y
cols., 2008). En México, no existen datos precisos sobre los costos de atencion de
pacientes con asma; sin embargo, un estudio realizado por Ceballos-Martinez y
cols., en el afo 2003, reportd un gasto de 17,620,517.83 pesos en un Hospital de
segundo nivel durante tres afios, mientras que Gallardo-Martinez y cols., (2007)
estimaron que el costo del asma en México asciende a 32-35 millones de ddlares
por afo.

En afios recientes y con la secuenciacion del genoma humano se ha
generado una gran cantidad de informacién que esta favoreciendo la identificacion
de los factores causales de muchas enfermedades humanas. Una de las
principales aportaciones de este conocimiento ha sido la identificacion y ubicacion
de variaciones de un solo nucleétido (SNPs, por sus siglas en inglés) en genes
que tienen un papel importante en los procesos fisiologicos normales (genes
candidato); muchas de estas variantes se han relacionado con el desarrollo, la

progresion o la respuesta al tratamiento de entidades complejas. Este



conocimiento tiene repercusiones potenciales en el desarrollo de métodos de
diagnostico y tratamiento mas especificos, en la identificacion de nuevos blancos
terapéuticos y por ende en el disefio de nuevas estrategias preventivas que
pueden contribuir a la reduccién en los costos de atencion de las principales

enfermedades crénicas que aquejan a la poblacion mundial, incluyendo al asma.

.1 ASMA

[.1.1 Definicién

El asma es una entidad compleja con un fenotipo muy heterogéneo que se
define como wun trastorno inflamatorio cronico de las vias respiratorias,
caracterizada por obstruccién de las vias aéreas (VA) inferiores, la cual revierte
total o parcialmente de manera espontanea o con tratamiento. Clinicamente, esta
entidad se identifica por la presencia de tos, disnea (dificultad respiratoria),
opresion toracica y estertores sibilantes con episodios recurrentes particularmente
durante la mafiana o noche. Los sintomas del asma frecuentemente se desarrollan
durante los primeros afios de vida. Los estudios longitudinales muestran que por lo
menos el 60% de los niflos asmaticos cursan con sibilancias de las vias
respiratorias bajas durante los primeros 3 afos de edad (Huerta y Penagos, 2004;
GINA, 2007).

[.1.2 Diagnostico clinico

El diagndstico clinico del asma se establece principalmente por medio de la
exploracion fisica, en la cual se identifica la presencia de sintomas indicadores de
obstruccion bronquial tales como tos, disnea, sibilancias, espiracion prolongada e
hipoventilacion. Estos signos obstructivos se presentan en forma recurrente, con
exacerbaciones (crisis) en episodios cortos o largos dependiendo de la gravedad
de la enfermedad. Por otra parte, la reversibilidad de los sintomas de obstruccién
bronquial y la funcién pulmonar se evaluan mediante espirometria, con la cual se

estima el volumen espiratorio forzado por un segundo (FEV1), parametro



fundamental para establecer el diagndstico. La obstruccion bronquial debe ser total
o parcialmente reversible ante un tratamiento con broncodilatadores, una mejoria
del FEV1 mayor del 12% después del tratamiento con salbutamol o albuterol es
indicativa del diagndéstico de asma (GINA, 2007).

La presencia de hiperrespuesta bronquial (HRB) es otra caracteristica
importante del asma que debe ser considerada durante el diagnostico y se define
como la exacerbacién de signos y sintomas a una diversidad de estimulos fisicos
(ejercicio, cambios de temperatura o humedad ambiental), quimicos (olores
penetrantes, humo, aspirina, etc.) o emocionales (estrés). Asi mismo, aunque en el
asma los niveles en suero de IgE total y especifica, de la proteina catidénica de
eosinofilos y del 6xido nitrico en aire exhalado, no son patognémonicos de la
entidad, resultan parametros muy utiles para establecer el diagndéstico.

Aunque la historia clinica del paciente, en el examen fisico y en los estudios
tanto de laboratorio como de gabinete permiten establecer el diagndstico de asma,
la gran variabilidad en su expresion clinica, donde los sintomas pueden ir desde
leves hasta muy graves, pueden dificultar su diagnéstico, por lo que en el
diagnéstico diferencial deben considerarse otros padecimientos pulmonares como
la fibrosis quistica, bronquiectasis, disfuncion laringea episddica, insuficiencia
cardiaca temprana, enfisema, alergia a alimentos o medicamentos, etc. (Huerta y
Penagos, 2004; GINA, 2007).

1.1.3 Clasificacion

A lo largo de muchos afios se ha intentado clasificar al asma con base en
los factores inductores o etioldgicos (infecciones, alergenos, drogas, sustancias
ocupacionales, etc.) y la gravedad de la enfermedad (el grado de reactividad
bronquial, la respuesta terapéutica, etc.).

Con respecto a la clasificacion etiolégica, el asma se clasifica en extrinseca
e intrinseca. El asma extrinseca, también denominada atépica, es mas frecuente
en nifos (60%) y se caracteriza por una exagerada respuesta inmune de tipo 2

(Th2) con presencia de niveles elevados de inmunoglobulina (lg) E (IgE) en suero,



donde puede demostrarse una reaccion antigeno-anticuerpo  como
desencadenante de la enfermedad. El asma intrinseca o no atopica es un término
mas amplio y no esta asociado a la expresion de antigenos; este tipo de asma
suele comenzar en la vida adulta, en muchos casos se asocia con pélipos nasales,
sinusitis maxilar, ingesta de aspirina u otros anti-inflamatorios no esteroideos y
ejercicio; ademas, presenta un curso cronico que requiere de esteroides orales
para su control (Hinojosa, 1997; GINA, 2007).

La clasificacion del asma por gravedad se basa principalmente en el curso y
la gravedad de los sintomas (Bel, 2004). Asi, el asma se clasifica en intermitente
(sintomas menos de una vez a la semana, sintomas nocturnos no mayores a dos
veces al mes, FEV > 80% del predicho), persistente leve (sintomas mas de una
vez a la semana pero menos de una vez al dia, sintomas nocturnos en mas de
dos veces al mes, las exacerbaciones pueden afectar las actividades cotidianas,
FEV > 80% del predicho), persistente moderada (sintomas diarios, sintomas
nocturnos mas de una vez a la semana, los sintomas pueden afectar las
actividades cotidianas y el suefio, FEV 60 - 80% del predicho) y persistente grave
(sintomas diarios, sintomas nocturnos frecuentes, exacerbaciones frecuentes, los
sintomas limitan las actividades cotidianas y el suefo, FEV < 60 % del predicho)
(GINA, 2007).

Dada la amplia gama de factores etioldgicos y la expresividad tan variable

de sus sintomas, actualmente no existe una clasificacion ideal.

I.I.4 Fisiopatologia

Durante muchos afos se considerd que las alteraciones principales en el
asma lo constituian la excesiva producciéon de moco y el broncoespasmo. Estas
observaciones que provenian principalmente de estudios post mortem mostraban
la presencia de tapones compuestos por moco, proteinas séricas, células
inflamatorias y detritus celulares en las VA. Actualmente las evidencias apuntan a
que las manifestaciones clinicas de esta enfermedad se deben principalmente a la

inflamacioén cronica y la obstruccién de los conductos respiratorios; procesos que



conducen a una excesiva reactividad bronquial a diferentes estimulos ambientales
(alergenos), edema, elevada secrecion de moco (hipertrofia de células globosas),
formacién de nuevos vasos sanguineos, descamacion de las células epiteliales,
alteraciones en la estructura y la funcion de las VA (remodelacién), engrosamiento
de la membrana basal y contraccion del musculo liso (Fig. 1) (Hinojosa, 1997,
GINA, 2007).

Las alteraciones en la estructura de las VA, reflejan la importancia de la
inflamacién cronica recurrente en asma y de hecho, la inflamacién es considerada
como el factor mas directamente relacionado con la gravedad de la enfermedad
(Huerta y Penagos, 2004; GINA, 2007). El proceso inflamatorio involucra
infiltracion de diversos tipos de células (linfocitos, mastocitos, eosinofilos,
basdfilos, etc), liberacion de mediadores celulares (histamina, prostaglandina,
leucotrienos, etc.) y secrecion de varias citocinas (interleucinas: IL 4, 5 y 13, factor
estimulador de crecimiento de colonia de macréfagos (GM-CSF), factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa), etc.) (Carroll y cols., 1997; Minshall y cols., 1998;
Holgate, 1999) (Fig. 2).

La inflamacion cronica es orquestada por los linfocitos T e inicia con la
respuesta inmune cuando se activan las células presentadoras de antigenos (CPA:
células dendriticas y macréfagos). Los antigenos son procesados y presentados
por las CPAs a los linfocitos T colaboradores (Th) no activados (Th0), lo que
induce la expresion de IL4. Esta citocina estimula la diferenciacion de los linfocitos
ThO a un perfil Th2, caracterizado por la expresion de las ILs 4, 5, 9, 13, etc., asi
como el receptor de la IL4 (IL4R) y GM-CSF, los que a su vez estimulan la
liberacion de mayores cantidades de IL4 e IL5, promoviendo asi, la sintesis de
IgE por los linfocitos B y la liberacién de proteinas que inducen inflamacién y
broncoconstriccion (Fig. 2) (Huerta y Penagos, 2004).

Ademas de que las IL4 e IL13 dirigen la respuesta Th2, éstas también estan
involucradas en el cambio de isotipos de las IgM a IgE y en la sobrevivencia de las

células Th2, ya que al interaccionar IL4 con su receptor inicia la activacion
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Fig. 1. Representacién esquematica de los cambios anatomopatologicos que se
observan en las vias aéreas de pacientes asmaticos. a) Bronquiolo normal, b)
bronquiolo asmatico.
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Fig. 2. Representacion esquematica de los mecanismos y moléculas involucrados en la
patogénesis del asma. CPA: célula presentadora de antigeno; FAP: factor activador de
plaguetas; GM-CSF; factor estimulador de crecimiento de la colonia de macréfagos; IgE:
Inmunoglobulina E; IFNy: interferbn gama; IL: interleucina; LT: leucotrieno; PBP: proteina
basica principal; PCE: proteina cationica de eosindfilos; RANTES: regulado en activacion
secretado y expresado por células T normales; Th: linfocito T colaborador; ThO: linfocito T
no activado; Treg: Linfocito T regulador; STAT1: activador de la transcripcion y transductor
de sefales 1; Tbet:factor de trascripcion T-bet; GATA3: proteina 3 de unién a secuencias

GATA; FOXP3: factor transcripcional forkhead/winged-helix.
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transcripcional de otros genes a través de STAT6 (transductor de sefales y
activador de la transcripcion 6) y se induce la proliferacion celular (Moynihan y
cols., 2008). In vitro, se ha observado que las células del epitelio bronquial y los
fibroblastos son altamente responsivos a IL4 e IL13; de hecho la sobreexpresion
de IL13 en el epitelio bronquial de ratones transgénicos, no solo conduce a un
aumento en la produccion de IgE, también induce a la metaplasia en las células
globosas, fibrosis subepitelial, hiperplasia del musculo liso bronquial e HRB (Chen
y cols., 2005).

Aunque la inflamacion mediada por citocinas Th2 es fundamental en la
patogénesis del asma, no es suficiente para que la enfermedad se manifieste. En
las VA remodeladas; las citocinas, los mediadores celulares y las moléculas de la
matriz aportan un microambiente 6ptimo para mantener la respuesta inflamatoria
cronica y en la forma mas grave de la enfermedad se crea un ambiente para el
desarrollo de un perfil de citocinas Th1. El perfil Th1 involucra neutréfilos y
citocinas pleiotropicas tales como IL1, TNFa e interferon gama (INFy). Estas
citocinas a su vez son capaces de inducir mas estrés celular y dafio al tejido. De
hecho varias evidencias apuntan a que las citocinas Th1 contribuyen al desarrollo
del asma en poblaciéon infantil (Heaton y cols., 2005; Umetsu y cols., 2005;
Holgate, 2008). Las citocinas Th1 activan células endoteliales que aumentan la
expresion de moléculas de adhesion intracelular (ICAM1) y de células vasculares
(VCAM1) y permiten la infiltracion de células proinflamatorias a la mucosa de las
VA, asi como la activacién de eosindfilos y células cebadas, lo cual se refleja en
una reaccion inflamatoria continua (Popper y cols., 2002). Por su parte, las
quimiocinas, también juegan un papel importante, ya que éstas participan en el
reclutamiento de las células inflamatorias en las VA; de estas proteinas las mas
relevantes en asma son: IL8, el ligando 5 de quimiocinas CC (CCL5 o RANTES) y
MCP1 (proteina 1 quimoatrayente de monocitos).

Por otro lado, en la ultima década se ha generado una gran cantidad de
evidencias que sefalan la importancia de otro grupo de células Th en la regulacion

de la respuesta inmune e inflamatoria; las células T reguladoras (Tregs) y las Th17

13



efectoras. Datos recientes, han mostrado que las células Th2 junto con las Th17
favorecen la inflamacion, mientras que las Tregs tienen un papel en el proceso
antiinflamatorio. Asi, la induccion local de células Th2 es criticamente dependiente
del balance entre los factores de transcripcion de Th1 (T-bet) y Th2 (proteina 3 de
unién a GATA: GATA3); mientras que las Th17 y las Tregs requieren de los
factores de transcripcién receptores relacionados con los receptores de orfanos
(ROR) y “forkhead box” P3 (FOXP3) respectivamente. Los datos disponibles
actualmente sugieren que el asma es una enfermedad multifacética activamente
controlada por los linfocitos T, donde el desequilibrio en la expresion de los
factores de transcripcion que caracterizan a las poblaciones Th2, Th1, Th17 y
Tregs (GATA3, Tbet, ROR y FOXP3, respectivamente) juegan un papel relevante
(Finotto, 2008; Paik y cols., 2008).

[.1.5 Etiopatogenia

La participacion tanto de células Th2 como Th1 en el asma, muestra sélo
una de las aristas de la complejidad en la etiopatogénesis de esta entidad, ya que
el desarrollo del asma es dependiente de la interaccion de dos factores
principales: ambientales y genéticos. Existe la hipotesis de que la interaccion entre
estos factores para el desarrollo de la enfermedad es de una manera
inversamente proporcional, es decir, cuando el numero de elementos genéticos de
riesgo es elevado, se requieren de menos inductores ambientales, la enfermedad
aparece a mas temprana edad y la gravedad es mayor; mientras que en individuos
con poca susceptibilidad genética requieren de una fuerte exposicion a inductores

ambientales, aparece mas tardiamente y la gravedad es menor (Fig. 3).

[.1.5A Factores ambientales

Dentro de los factores ambientales desencadenantes de |las
manifestaciones clinicas se incluyen principalmente, la exposicion a agentes
domésticos (plumas de animales, acaros, pelo de gatos, caspa de animales,

moho, etc.), quimicos (tabaco, aspirina, ozono, diéxido de nitrogeno, azufre,
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Fig. 3. Etiologia del asma. El asma es una entidad de origen multifactorial en cuyo
desarrollo intervienen factores ambientales (polvo, acaros, etc.) y genéticos
(genes de respuesta inmune, de remodelacién de vias aéreas, etc.). Se
propone que la interaccion entre estos factores es inversamente proporcional.
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colorantes artificiales, detergentes, etc), virales (virus sincicial respiratorio, virus de
para-influenza, coronavirus, virus de la influenza y rinovirus), ejercicio y estrés

emocional (Gern y cols., 1999).

I.1.5B Factores intrinsecos

Se sabe que la edad, el género y la raza, también influyen en la
susceptibilidad a padecer asma. De hecho, en las dos primeras décadas de vida,
el asma es mas frecuente en hombres que en mujeres (2:1) y estudios de HRB
mostraron que los nifos tienen mayor respuesta a metacolina que las nifas,
quienes presentan estos mismos niveles de respuesta sélo hasta que alcanzan la
adolescencia (Postma, 2007). Ademas, se ha observado que tanto la incidencia
como la prevalencia de HRB en mujeres en edad reproductiva son mayores que
en hombres y la tasa de mortalidad por asma en poblacién adulta es mayor en el
género femenino (Zamel y cols., 1996). Aunque el impacto de las hormonas
sexuales no esta bien definido, algunos estudios sugieren que estas diferencias de
geénero se deben a la participacion de los estrégenos y la progesterona. Por otro
lado, estudios poblacionales han documentado una mayor prevalencia del asma
en hispanos que en las razas negra y caucasica, pero la gravedad de la
enfermedad es mayor en la poblacién de raza negra (Lester y cols., 2001), lo que
sugiere que ambos, la prevalencia y la gravedad de la enfermedad se encuentran

relacionadas a la etnicidad de las poblaciones.

[.1.5C Factores genéticos

El asma es una enfermedad muy compleja, sin un patron de herencia
definido y a diferencia de las entidades monogénicas, en donde un solo gen es el
responsable de la enfermedad, en esta patologia participan una gran variedad de
genes en su etiologia. Asi mismo, se ha propuesto que variaciones en la
secuencia de estos genes tienen una contribucion diferencial en la enfermedad
entre las poblaciones y aun entre los individuos (Fig. 4) (Contopoulos-loannidis y
cols., 2007).
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a) Enfermedades monogénicas b) Enfermedades complejas
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Fig. 4.

Enfermedad monogénica vs enfermedad compleja. a) Un gen es el
responsable de la enfermedad, se identifica un patron de herencia, el riesgo
para portadores de mutaciones en el gen es el mismo aun entre individuos de
distintas poblaciones; b).Varios genes son responsables de la enfermedad, no
hay un patrén de herencia definido, el riesgo genético es distinto entre cada
individuo.
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a) Evidencias de la participacion de los factores genéticos en asma
Las primeras evidencias que propusieron la participacion de los factores
genéticos en el asma se derivaron principalmente de los estudios epidemioldgicos

realizados en familias y en gemelos.

i) Estudios en familias

Los estudios en familias comparan la frecuencia con la que individuos
genéticamente relacionados con el paciente desarrollan la misma enfermedad y
estiman el riesgo que tienen sus familiares de primer grado para padecerla (factor
A). En el asma, estos estudios han mostrado que el riesgo de los familiares de
primer grado de un paciente es 4-5 veces mayor (20-25 %) que en la poblacién
general (4-5 %) (Manian, 1997).

ii) Estudios en gemelos

Los estudios en gemelos han documentado que la concordancia del asma
en gemelos monocigotos (MC), quienes comparten el 100% de su informacion
genética, es mayor que en gemelos dicigotos (DC), los cuales comparten solo el
50% de su genoma (36-79% vs 5-12, respectivamente). Asumiendo que tanto los
hermanos MC como DC crecen en condiciones ambientales similares, la mayor
concordancia observada en gemelos MC apoya la hipoétesis de la participacion de

factores genéticos en la etiologia del asma (Manian 1997).

b) Estrategias para la identificacion de genes en asma
La identificacion de los genes que influyen en el asma y sus fenotipos
relacionados como alergia e HRB, se ha llevado a cabo principalmente mediante

estudios de ligamiento y de asociacion.
i) Estudios de ligamiento

Los estudios de ligamiento fueron de los primeros abordajes que se

utilizaron para la identificacion de genes responsables de una patologia,
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particularmente en enfermedades monogénicas. En estos, se analizan dos o mas
marcadores genéticos polimorficos y se evalua su cosegregacion con la
enfermedad (marcadores heredados junto con la enfermedad) (Fig. 5) en familias
con pedigries extensos (Fig.5a) o pares de hermanos afectados (sib pair analysis)
(Fig. 5b). En los estudios de ligamiento, la cosegregacion de un marcador con la
enfermedad podria ser indicador de que este marcador se encuentra dentro o
aledafio al gen responsable de la patologia o de la susceptibilidad a padecerla
(Baca y Orozco, 2004). El primer estudio de ligamiento con fenotipos relacionados
a asma fue publicado por Dasgupta y cols., (1977), quienes reportaron asociacion
entre los haplotipos HLA-A1-B8 y HLA-A9-B7 del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC o HLA) con atopia. Posteriormente, se identificé un
locus en el cromosoma 11913 ligado a asma, alergia y rinitis, donde la elevacion
de los niveles séricos de IgE se heredaba con un patrén de herencia dominante
(Cookson y cols., 1989; Lympany y cols., 1992). Con base en estos estudios y
considerando que el incremento de los niveles de IgE en suero es una
caracteristica del asma atépica y de la alergia, Meyers y cols., (1994) realizaron un
analisis de marcadores localizados en el cromosoma 5q en familias con pares de
hermanos afectados. Estos estudios aportaron una gran cantidad de evidencias de
la relacion de esta regidén con la regulacion de la respuesta alérgica y por ende,
con la patogénesis del asma. La importancia de 5q en esta patologia y fenotipos
relacionados radica en que en este locus se localizan una gran cantidad de genes
que influyen en el control de los niveles de IgE e inflamacién como las citocinas
IL4, IL5, IL13, etc.

Aunque los estudios de ligamiento han aportado gran cantidad de
informacién y permitido identificar genes nuevos ligados a una entidad, la dificultad
inherente a la obtencion de un gran numero de familias con mas de un individuo
afectado, el patron complejo de la herencia del asma y el efecto pequefio de cada
factor genético involucrado en ella, han sido limitantes importantes para el uso de

esta estrategia en la identificacién de genes relacionados con la enfermedad.
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Estudios de ligamiento

a) Analisis de pedigries

b) Pares de hermanos afectados
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Fig. 5. Andlisis de ligamiento. En ambos casos se evalua la frecuencia con la que un
marcador cosegrega con la entidad. Este marcador puede ser el responsable
de la enfermedad o estar en cercania fisica con el gen causal.
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ii) Estudios de asociacion

Los estudios de asociacion evaluan la co-ocurrencia de un marcador con la
enfermedad en individuos no relacionados (Fig.6). Estos estudios son utilizados
ampliamente en el abordaje de las entidades complejas porque son menos
costosos, es mas facil obtener muestras de individuos no relacionados y se
pueden detectar genes con un efecto pequefio en la enfermedad. En los estudios
de asociacion existen dos principales tipos de disefio: a) casos y controles y b)

estudios basados en familias (trios: padres y paciente).

Casos y controles

Los estudios de casos y controles comparan las frecuencias de una variante
alélica o polimorfismo especifico entre el grupo de pacientes y la poblacion de
controles sanos (Fig. 6a). La predominancia o disminucion del alelo en alguna de
las poblaciones de estudio sugiere que esta variante se encuentra cercana al alelo
involucrado con la enfermedad o asociada a ésta como factor de susceptibilidad,
de proteccion o como modificador de la gravedad o de la respuesta al tratamiento.
Sin embargo, aunque estos estudios han arrojado una gran cantidad de datos que
han contribuido a identificar a los factores genéticos y por ende algunos
mecanismos moleculares involucrados en el desarrollo de asma, la estrategia de
casos y controles presenta ciertas limitaciones; dos de las mas importantes y que
conducen a establecer falsas asociaciones son: 1) la estratificacion de la
poblacion, la cual puede deberse a que el muestreo de los casos o de los
controles se realice en una region determinada (poblaciones con apareamiento no
azaroso o endogamicas), por lo que la muestra puede no ser representativa de la
poblacion general y 2) el desequilibrio de ligamiento (LD, por sus siglas en inglés),
el cual puede ser dado principalmente por una baja tasa de recombinacion u
origen reciente de las poblaciones. Una alternativa para eliminar estas desventajas
es el andlisis de marcadores de ancestria (AIMs, por sus siglas en inglés). Los
AlMs permiten parear el grupo de casos y controles de acuerdo con su origen
étnico (Choudhry y cols., 2006).
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Estudios de asociacion

a) Caso-control

Secuenciacion del DNA ‘ez ‘s
de varios individuos Poblacion no afectada Poblacién afectada
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b} Desequilibrio de transmisiéon
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Fig. 6. Estudio de asociacion. a) Compara las frecuencias del alelo de un
polimorfismo entre casos y controles y b) compara la frecuencia con la que
padres heterocigotos transmiten este alelo a su hijo enfermo.
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Actualmente, se han identificado alrededor de 44 AlMs que resultan utiles
para evaluar la estructura de la poblaciéon en grupos de gran heterogeneidad
genética como la mestiza mexicana, 10 de los cuales han sido validados en
estudios de asociacion de casos y controles en pacientes mexicanos con diabetes

(Martinez-Marignac y cols., 2007; Villarreal-Molina y cols., 2007).

Asociacion basada en familias

El analisis de la asociaciéon basada en familias aplicando la prueba de
desequilibrio de transmision (TDT) es otra alternativa potencial para eliminar la
posibilidad de falsas asociaciones por estratificacion. Estos estudios se realizan en
trios, con el objeto de obtener tanto casos como controles dentro de la misma
familia. La TDT determina la frecuencia con la que padres heterocigotos
transmiten un marcador especifico a sus hijos afectados. Asumiendo que cada
marcador tiene la misma probabilidad de pasar a la siguiente generacion (50%),
cuando la transmisién de uno de ellos se observa con mayor frecuencia en el
grupo de los casos, se sugiere que éste puede estar asociado a la enfermedad
(Fig. 6b) (Baca y Orozco, 2004). Sin embargo, la principal limitante de esta
estrategia es la disponibilidad del numero de trios que permita obtener un poder
estadistico adecuado (>80%).

Con sus limitaciones, tanto los estudios de casos y controles como los
analisis de trios, se usan ampliamente para la identificacion de los marcadores
genéticos asociados al desarrollo y la gravedad del asma, principalmente en la
busqueda de SNPs en genes candidatos (Hoffjan y cols., 2003). Los SNPs son la
fuente mas comun de variacion genética en el ser humano, actualmente se han
descrito alrededor de 11 millones de ellos y se estima que se puede encontrar un
SNP por cada 0.3 a 0.5 kilobases (Kb) (Schork y cols., 2000). La mayoria de los
SNPs son bialélicos (dos alternativas), tienen una baja tasa de mutacion
recurrente y son muy estables (Xion y Jin, 1999). Ademas, a diferencia de otros
marcadores genéticos (microsatélites y minisatélites), los SNPs pueden ser

analizados a gran escala en aparatos automatizados, por lo que tienen un alto
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potencial en el mapeo genético de las enfermedades complejas.

iii) Estudios amplios del genoma

El escaneo completo del genoma o genome wide scan (GWS, por sus
siglas en inglés), es una estrategia que permite el analisis de cientos de
polimorfismos a la vez o incluso miles de ellos (microarreglos), tanto en estudios
con un disefo de casos y controles como de ligamiento (en familias) (Brasch-
Andersen y cols., 2008; Denham y cols., 2008; Weidinger y cols., 2008; Terlink y
cols., 2009) (Fig. 7). Los microarreglos mas recientes (Affymetrix V 6.0) contienen
sondas para analizar hasta 906,600 de SNPs y cerca de 950 variaciones en el
numero de copias (CNVs, por sus siglas en inglés). La genotipificacion de mas de
500 marcadores polimérficos generalmente es adecuada para detectar regiones
ligadas a la enfermedad.

La técnica de microarreglos también puede utilizarse para estudiar el perfil
de expresiéon de un gran numero de genes, a partir del ADN complementario
(cADN) obtenido directamente del RNA de casos y controles.

Asi, los GWS de genotipificacion o de expresion han sido utiles para evaluar
las diferencias genéticas entre asma atopica y no atopica, la expresion de genes
relacionados con la fisiopatologia del asma tanto en humanos como en modelos
animales y la respuesta al tratamiento con corticosteroides inhalados en humanos,
entre otros. Los resultados obtenidos con los GWS muestran a las regiones
cromosomicas 5q33, 11913, 12924, 16p13, 17q12 y 20p13 como las mas
consistentemente relacionadas al asma, alergia o HRB en varias poblaciones
independientes. Estos, también han permitido identificar nuevas regiones
cromosomicas ligadas a asma (2p12-g22.1, 3p22.1-q22.1, 5911.2-q14.3, 6p22.3-
p21.1, 11924.1 y 17p12-q24.3, etc.) y nuevos genes candidato asociados a la
entidad como: moléculas de adhesion celular, enzimas proteoliticas, enzimas

antioxidantes, etc. (Denham y cols., 2008).
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Escaneo completo del genoma
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Fig. 7. Analisis amplio del genoma. a) Se analizan casos y controles o familias, b) se
identifican las regiones cromosomicas que son flanqueadas por los
marcadores con mas nivel de ligamiento (LOD score > 3), c) se analizan mas

marcadores dentro de la region, d) se generan haplotipos para identificar
SNPs etiqueta.
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c) Genes asociados a asma

La activaciéon de diferentes tipos celulares (células B y T, eosindfilos,
macréfagos) y moléculas (mediadores intracelulares, citocinas) en un espacio y
tiempo dado (fase temprana, remodelacion), reflejan la gran complejidad genética
del asma (Malerba y Pignatti, 2004). Aunado a lo anterior y dado que muchos de
los resultados derivados de los estudios de asociacion no son facilmente
replicados entre las poblaciones, se sugiere que esta complejidad también esta
dada por una contribucion genética diferencial intrinseca a cada poblacion. Sin
embargo, aun con estas limitaciones, a la fecha se han reportado mas de 100
genes candidato en asma, de los cuales cerca de 25 de ellos muestran resultados
consistentes en varias poblaciones. Estos incluyen genes que codifican para
citocinas y sus receptores, receptores nucleares, receptores transmembranales,
receptores acoplados a proteinas G, fosfatasas, transportadores, canales iénicos,
factores de transcripcidén, enzimas, etc. (Bossé y Hudson, 2007). Dentro de éstos
se encuentran: IL4, IL13, receptor § 2-adrenérgico (ADRf2), HLA-DRB1, HLA-
DQB1, TNFe«, subunidad B del receptor Fc de alta afinidad a IgE (FCER1p), IL4R,
metaloproteasa y desintegrasa 33 (ADAM33), IL10, STAT6, receptor celular 1 del
virus de la hepatitis A (HAVCR1), RANTES, filagrina (FGL), IL17F, antigeno 4 de
linfocitos T citotoxicos (CTLA4), antigeno 14 de diferenciacion de monocitos
(CD14), glutation S-transferasa T1 (GSTT1), glutation S-transferasa P1 (GSTP1),
entre otros (Bossé y Hudson, 2007; Vercelli, 2008) (Tabla 1).

La participaciéon de cada uno de los genes candidato en la etiologia del
asma es principalmente a través de SNPs que modifican la actividad de la proteina
o la expresion de los genes y que pueden afectar el desarrollo de la enfermedad,
su evolucion o el metabolismo de los farmacos administrados a los pacientes; por
lo tanto, los polimorfismos pueden ser de susceptibilidad/protecciéon, modificadores

o de respuesta al tratamiento.
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Tabla 1. Genes que han mostrado evidencia de asociacion con asma y
fenotipos relacionados en varios estudios independientes.

Gen Loci SNP Funcion
GSTM1 1p13.3 +/null Detoxificacion de estrés oxidativo y ambiental
FLG g21.3 Arg510X, 2282del4 Integridad de la barrera epitelial
IL10 1931-g32 —1082A/G, -571C/A Inmunoregulacion
CTLA4 2933 -318C/T, 49A/G Inmunoregulacion e inhibicidn de la respuesta de

Ceél-T
CD14 5931.1 -1721G/A, —260C/T Inmunidad innata y reconocimiento microbiano
IL4 . 5931.1 —589C/T, +33C/T Diferenciacion de TH2 e induccion de IgE

SPINK5 5932 -589C/T, +33C/T Inhibidor epitelial de proteasas de serina
ADRB2 5931-g32 Arg16Gly, GIn27Glu Relajacién del musculo liso
HAVCR1 5933.2 5383 5397del Regulacion de respuesta de cél-T
LTC4S 5935 —444A/C Biosintesis de cisteinil-leucotrieno e inflamacion
LTA 6p21.3 Ncol (intron 1) Inflamacion
TNF-a 6p21 -308 G/A, -238G/A Inflamacion
HLA-DRB1 6p21 Multiples alelos Presentacion de antigenos

-DQB1

-DPB1
GPRA 7p14.3 Haplotipos Regulacion de crecimiento celular y mecanismos

neurales
FCERIB 11913 lle181Leu, Gly237Glu Receptor de IgE de alta afinidad
CC16 11912.3 38A/G Proteina antinflamatoria derivada de epitelio
GSTP1 11913 lle105Val Detoxificacion de estrés oxidativo y ambiental
IL18 11922.2 -656T/G, -137G/C Induccion de IFNy y TNF
STAT6 12913 2964G/A, (GT)nexdon 1 Sefalizacion de IL4 e IL13
NOS1 12924.2 3391C/T, 5266C/T Sintesis de d6xido nitrico y comunicacion celular.
IL4Ra 16p12.1  Arg551GIn, Ser727 Ala, Cadena o de los receptores de IL4 e IL13
Glu275Ala, Cys406Arg

CCL11 17921.1  Ala23Thr, —1328G/A Quimioatrayente de eosindfilos
CCL5 17q11.2 —403A/G, -28C/G Quimiotrayente de eosindfilos, cél-T y monocitos
TBXA2R 19913.1  924T/C, 795T/C Inflamacion y contraccion del musculo liso
TGFB1 19913.1  -509C/T Proliferacion celular e inmunoregulacion
ADAM33 20p13 D1, F1, L1, $1-2, T1-2, V1-  Interaccién matriz-célula y célula-célula

7
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Los polimorfismos de susceptibilidad confieren una predisposicion genética
para el asma a diferencia de los de proteccion, los cuales protegen o limitan el
desarrollo la enfermedad (estos ultimos no han sido reportados en asma). La
mayoria de los polimorfismos de susceptibilidad se encuentran en genes que
codifican para proteinas involucradas en los procesos inflamatorios; en la sintesis
de IgE y en la respuesta inmune. Entre los mas importantes estan las citocinas
IL4, IL5, IL9, IL13 y sus receptores, HLA y TNFa (Manian, 1997; Vercelli, 2008;
Zhang y cols., 2008).

Los polimorfismos modificadores, como su nombre lo indica, modifican el
curso de la enfermedad y por lo tanto estan relacionados con la gravedad de la
misma. Los principales genes asignados a este grupo son el ADRA2 y la
metaloproteasa ADAM33.

Por su parte los polimorfismos asociados a respuesta al tratamiento se
localizan en genes que codifican para proteinas que participan en el transporte y
metabolismo de los farmacos. Dentro de este grupo se ubican a los genes ADRf32,
ALOX5 (5-lipoxigenasa), LTCCA4S (leucotrieno sintetaza C4) y GCCR (receptor de
glucocorticosteroides) (Fenech y Hall, 2002; Joos y Sandford, 2002).

A continuacion se describen algunos de los genes candidato en asma.

i) Citocinas y sus receptores

Los genes de las citocinas, fueron los primeros factores genéticos de riesgo
identificados en asma. Las citocinas modulan la respuesta atépica, son proteinas
que actuan como mediadores de sefiales y estan vinculadas en la induccion y
control de una multitud de funciones celulares en los sistemas inmune y
hematopoyético. Dentro de éstas, esta su participacion en las reacciones
inflamatorias dependientes de IgE (Fig. 2) (Moffatt, 2008; Vercelli, 2008; Zhang y
cols., 2008).

Gen IL4. Esta interleucina, es una citocina clave en el desarrollo de la atopia y es

fundamental en la activacion de los linfocitos B para la produccién de IgE, la
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diferenciacion de los linfocitos ThO a Th2, asi como la quimiotaxis y adherencia de
eosinodfilos. El gen IL4, se localiza en el cromosoma 5q32.1-32 y a la fecha se han
descrito algunos polimorfismos en la regidn promotora de este gen, asociados a
niveles elevados de IgE y asma en algunas poblaciones (Vercelli, 2008). Aunque
los resultados son controversiales, la variante -590C/T es el polimorfismo que ha
mostrado un mayor nivel de asociacion con niveles elevados de IgE en las
poblaciones caucasica y japonesa (Walley y Cookson 1996; Noguchi y cols., 1998;
Chiang y cols., 2007).

Gen IL13. El gen IL13 juega un papel central como mediador de la inflamacion
alérgica. Experimentalmente se ha visto que induce varios de los sintomas
asociados a asma, ya que en un mecanismo dependiente de IL4R, promueve la
hiperreactividad inducida por alergenos, dafo de células epiteliales, hiperplasia de
células globosas, hiperproduccion de moco, eosindfilia, etc; (Gruning y cols., 1998;
Wills-Karp y cols., 1998; Wood y cols., 2003; Vladich y cols., 2005). El gen IL13 se
localiza en el cromosoma 5q31 y en el se han descrito 46 SNPs de los cuales
1923C/T, 2044G/A, 2525G/A, 2580C/A, y 2749C/T se encuentran en fuerte LD (Liu
y cols., 2003; Konstantinidis y cols., 2007). Los polimorfismos GIn110Arg (rs20541)
y 2044G/A han mostrado asociacién con el asma y eosinofilia; mientras que el
SNP C-1112T (rs1800925) contribuye significativamente al desarrollo de HRB y
asma (Heinzmann y cols., 2000; Howard y cols., 2002; He y cols., 2003). Se ha
propuesto que la interaccion entre los dos alelos -1112T y 110Arg contribuye a
obtener niveles elevados de expresion de IL13 y una proteina con mayor actividad.
Ademas, se ha reportado que existe una interaccion significativa entre
polimorfismos en ambos genes. Por ejemplo, en individuos alemanes con un
genotipo 478P en el gen IL4AR y —1112T en IL13, tienen una alta probabilidad de
desarrollar asma (OR: 4.87, p= 0.0004) (Howard y cols., 2002). Recientemente
también se ha demostrado que polimorfismos en el gen IL13 interactuan con

polimorfismos en el gen IL4 en el desarrollo del asma (Kabesch y cols., 2006).
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IL4ARa. Este gen codifica para la cadena alfa del receptor de IL4, una proteina
transmembranal que se une a IL4 e IL13 para regular la produccion de IgE
(lzuhara y Shirakawa, 1999). Se ha observado que ratones deficientes en IL4Ra
no son capaces de inducir reacciones inmunes mediadas por Th2, ni de promover
la sintesis de IgE. Estos datos indican que IL4R« es un componente crucial para la
unién y transduccion de sefales mediadas por IL4 e IL13. Aun cuando los
resultados derivados de estudios del analisis de polimorfismos de IL4Ra en
pacientes asmaticos o atopicos muestran resultados diversos, en este gen se han
identificado mas de 6 SNPs asociados a estos fenotipos; sin embargo, 150V,
S503P y Q576R han sido los mas analizados y este ultimo es el que ha mostrado
resultados mas consistentes en un mayor numero de poblaciones (Deichmann y
cols., 1998; Mujica-Lopez y cols., 2002; Cui y cols., 2003; Vercelli, 2008).

IL13R. Este receptor esta formado por dos subunidades; IL13Ral e IL13Ra2,
cuyos loci se encuentran en el cromosoma Xq13. La subunidad IL13Ra1 se une
débilmente a IL13, aunque puede formar un heterodimero con IL4Ra y funcionar
como un receptor tanto para IL4 como para IL13. En el gen IL13Ral se han
identificado por lo menos cinco polimorfismos (Ahmed y cols., 2000; Heinzmann y
cols., 2000, Konstantinidis y cols., 2007), dos de los cuales han revelado
asociacion con asma Yy sus fenotipos relacionados en varias poblaciones (Ahmed y
cols., 2000; Heinzmann y cols., 2000). EI SNP 1365A/G, localizado en la region 3'
no traducible del gen (UTR, por sus siglas en inglés), ha mostrado una asociacion
significativa con los niveles totales de IgE en suero en poblacién britanica
(Heinzmann y cols., 2000), mientras que en poblacion japonesa se reportd que el
polimorfismo 1050C/T esta asociado con asma atopica (Ahmed y cols., 2000).
Ambos estudios, aportaron evidencia de desordenes atopicos ligados al
cromosoma X. A la fecha no existen reportes de asociacion entre polimorfismos en

el gen IL13Ra2 y asma o alergia.
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FceR1p. Este gen codifica para la cadena e del receptor de alta afinidad para IgE
de los mastocitos y fue uno de los primeros genes investigados en asma. El gen
FceR1p controla la activacion de mastocitos y baséfilos, participa en la
presentacién de antigenos mediada por IgE. Ademas su agregacion permite la
regulacion de diversas respuestas efectoras incluyendo la secrecién de
mediadores alérgicos e induce la transcripcion de citocinas como IL4, IL6, TNFa y
GM-CSF (Donnadieu y cols., 2000). En el gen FceR1B se han descrito varios
polimorfismos tanto en la regiébn promotora como en la region codificante
(Traherne y cols., 2003). Sin embargo, solo algunos se han asociados a asma y
sus fenotipos relacionados. Dos de ellos presentes como una doble mutacién
lle181Leu y Leu183Val, se relacionan con un aumento en los niveles de IgE en
suero, atopia y HRB, otro (E233G) se encontré asociado con HRB e
hipersensibilidad cutanea (Shirakawa y cols.,1994; Hijazi y cols., 1998) y otro mas,

-109C/T se asocié a asma inducida por aspirina (Kim y cols., 2006).

i) Complejo principal de histocompatibilidad o antigeno leucocitario humano
HLA. Los genes del antigeno leucocitario humano o HLA, localizados en la region
g11-22 del cromosoma 6, tienen un papel fundamental en la regulacion del sistema
inmune y otros procesos celulares (Shiina cols., 2004). El locus HLA,
especialmente algunos alelos de genes clase || como HLA-DRB1, -DQA1 vy -
DQB1, se han identificado como importantes genes candidatos para asma en
varios estudios independientes (Ober y cols., 1998; Wijst y cols., 1999; Moffatt y
cols., 2001; Guo y cols., 2001). Estos genes, presentan una influencia
ampliamente reconocida en la capacidad para responder a alergenos especificos y
se ha demostrado que alelos particulares de ellos también se asocian con
hipersensibilidad de la piel a alergenos ambientales (Daniels y cols., 1996).

Por otro lado, en un estudio que incluyo tres poblaciones, se identifico que
un polimorfismo en el alelo HLA-G esta asociado a la susceptibilidad para

desarrollar asma y HRB (Nicolae y cols., 2005).
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TNFa. El gen TNFa. se encuentra dentro del MHC clase lll y tiene un papel central
como un mediador de la respuesta inflamatoria y en la regulacion de la respuesta
inmune. Esta citocina también se ha involucrado en procesos biolégicos como
proliferacion celular, diferenciacion y apoptosis. Aunque algunos estudios
muestran resultados controversiales (Bayley y cols., 2004; Shin y cols., 2004), un
gran numero de reportes, incluyendo un estudio realizado en poblacion mexicana,
muestran que el polimorfismo localizado en la regiébn promotora de este gen -
308G/A (rs1800629) se encuentra asociado con asma (Witte y cols., 2002; Shin y
cols., 2004; Wu y cols., 2007). Un dato interesante del estudio de pacientes
mexicanos con asma, es que el SNP -238G/A también es un factor de riesgo
genético para desarrollar esta entidad en nifios de padres fumadores (Wu y cols.,
2007).

iii) Factores de transcripcion

STAT. Los factores activadores de transcripcion y transductores de senales
comprenden una familia de 7 proteinas (1, 2, 3, 4, 5a, 5b, 6) de 750 a 900
aminoacidos. En células quiescentes, las proteinas STATs se mantienen en su
forma no activa, sin embargo después de la interaccion con sus ligandos, las
STATs son fosforiladas, forman heterodimeros y se translocan al nucleo para
inducir la expresion de algunos genes. Existen evidencias experimentales que
sugieren a los genes STAT1, STAT4 y STAT6 como candidatos para asma. De
hecho un analisis de polimorfismos en el gen STAT1 documentd asociacion entre
el SNP rs3771300 y atopia en poblacion alemana (Pinto y cols., 2007). También se
ha reportado asociacion entre SNPs y haplotipos localizados en el gen STAT6 con
fenotipos relacionados a asma (atopia y niveles de IgE en suero), aunque estos
hallazgos no se han replicado en otras poblaciones (Pykalainen y cols., 2005;
Schedel y cols., 2004).
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iv) Metaloproteasas

ADAMS33. La desintegrasa y metaloproteasa 33, se ha descrito como el principal
gen modificador en asma. Este gen se encuentra involucrado principalmente en la
patogénesis de la HRB y la remodelacion de la pared de las VA. ADAM33 se
localiza en el cromosoma 20p13 y su relacidn con asma lo establecieron van
Eerdewegh y cols. (2002). En un estudio de casos y controles, estos autores
identificaron 14 SNPs fuertemente asociados a asma, cinco de los cuales
mantuvieron los resultados de asociacion después de en un analisis de TDT. Sin
embargo, en otro estudio que incluyd pacientes mexicanos y puertorriquefios no
se encontré ninguna correlacion entre estos SNPs y asma; es probable que esta
falta de reproducibilidad en los hallazgos sean reflejo de la variabilidad genética
inter e intra poblacional, pero también existe la probabilidad de que tales

diferencias sean por cuestiones metodologicas.

MMP. Las metaloproteasas (MMPs) pertenecen a la familia de enzimas
extracelulares dependientes de Zinc (Parks y Shapiro, 2001). Estas enzimas,
cuyas funciones principales son la degradacion de la matriz extracelular,
modulacion proteolitica de proteinas bioldgicamente activas y la migracion celular,
son secretadas por células inflamatorias y no inflamatorias (Goetzl y cols., 1996;
Parks y Shapiro, 2001; Kheradmand y cols., 2002). Las MMPs se han involucrado
en distintos desordenes inflamatorios de las VA, asi como en enfermedades
pulmonares graves; por ejemplo, se ha reportado que MMP9 (gelatinasa B) y
ADAMS8 estan sobreexpresadas en pacientes con asma y fibrosis pulmonar
idiopatica (Cataldo y cols., 2000; Parks y Shapiro, 2001). Los analisis de
asociacion entre polimorfismos en estos genes y asma son escasos y los
resultados controversiales (Ganter y cols 2005; Nakashima y cols., 2006). Ganter y
cols., (2005) estudiando al los polimorfismos -1702T/A, -1562C/T, R279Q y 6C/T
del gen MMP9 en nifios alemanes con asma, no documentaron asociacion;
mientras que Nakashima y cols., (2006) si reportaron asociacion entre los SNPs -

1590C/T y 2127G/T con susceptibilidad a esta enfermedad en poblacién japonesa.
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v) Receptores de broncodilatadores y broncoconstrictores

Las VA estan inervadas por el sistema simpatico y parasimatico, lo cual
implica la activacion de receptores R-adrenérgicos y muscarinicos
respectivamente. Ambos receptores, estan acoplados a proteinas G y tienen
muchas similitudes en sus mecanismos de accion. Por ejemplo, los receptores
muscarinicos tipo 2 estan unidos a proteinas G inhibidoras (Gi/o) y que los
receptores [-adrenérgicos estan ligados a proteinas G estimuladoras (Gs).
Ademas, la expresion de un receptor puede ser modulado por la actividad del otro,
como se ha visto en células embrionarias de pulmén humano, donde la
estimulacion con agonistas de receptores 32-adrenérgicos induce una disminucion
en la expresion celular del receptor muscarinico 2 (Rousel y cols., 1996; Proskocil
y cols., 2005).

ADRp2. De los receptores 3-adrenérgicos, el gen ADRB2 (5931-32) ha sido el mas
investigado en estudios genéticos del asma. Aunque la mayor parte de ellos han
mostrado que la asociacion entre los polimorfismos en este gen y la
susceptibilidad al desarrollo de la enfermedad es muy débil o no existe (Dewar y
cols., 1998), se ha observado una asociacién importante con la respuesta al
tratamiento y con la gravedad de la misma (Hoffjan y cols., 2003). Cuatro de nueve
polimorfismos reportados para este gen resultan en sustituciones de aminoacidos
en las posiciones 16, 27, 34 y 164, que con excepcion del 34, todos alteran la
funcion del receptor (Liggett, 1997). Al parecer, estos polimorfismos funcionales
modifican el fenotipo de la enfermedad; por ejemplo, los pacientes homocigotos
para el polimorfismo Gly16 presentan sintomas nocturnos con mayor frecuencia,
tienen mayor reactividad de las vias respiratorias a histamina y muestran una
respuesta pobre a la terapia con b agonistas, por o que requieren del uso de
corticoesteroides e inmunoterapia (Turki y cols., 1995; Liggett, 1997; Dewar y
cols., 1998). En un meta-analisis publicado por Contopoulos-loannidis y cols.,
(2007) se confirmo la asociacién entre el polimorfismo Gly16 y asma nocturna pero

no con HRB. Otros estudios encontraron evidencias de asociaciéon entre
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polimorfismos en este gen y la respuesta a salmeterol y albuterol (Yancey y cols.,
2009).

CHRM. Los receptores de acetilcolina tipo muscarinicos (CHRM, por sus siglas en
inglés) son 5 (CHRM1-5) y estan ampliamente distribuidos en las neuronas que
inervan las VA. Los CHRM son activados por acetilcolina y el CHRM2 es el
regulador de la liberacion de ésta, funcionando como un autoreceptor. La
acetilcolina causa broncoconstriccion, hipersecrecion de moco y edema en las VA.
Existen muchas evidencias experimentales que sefalan a estos receptores como
factores importantes en la patogénesis del asma, particularmente al CHRM2 y
CHRMS3 (Fisher y cols., 2004; Kanazawa y cols., 2006). Por ejemplo, Fisher y cols
(2004) observaron que ratones knockout M2-/- desarrollaban una mayor respuesta
broncoconstrictora ante un estimulo con acetilcolina, mientras que esta respuesta
es nula en ratones deficientes de chrm3 (M3-/-). Sin embargo hasta el momento
s6lo un reporte en poblacion japonesa sugiere que polimorfismos en el gen

CHRM1 confieren susceptibilidad para desarrollar asma (Maeda y cols., 2006).

vi) Otros genes asociados al asma

En menos de 10 afios el numero de genes candidato en asma se ha
incrementado enormemente y aunque de algunos de estos nuevos genes aun no
se conoce su funcién, se han asociado a asma y atopia en mas de dos estudios
independientes. Ejemplo de ello son los genes PHF11 (del Inglés “plant
homeodomain zinc finger protein 11”), DPP10 (dipeptidil peptidasa 10) y GPRA
(gen del receptor de susceptibilidad para asma acoplado a proteina G) (Allen y
cols., 2003; Zhang y cols., 2003; Laitinen y cols., 2004; Hersh y cols., 2007).

EL gen PHF11 se localiza en el cromosoma 13q14 y las predicciones en su
estructura sugieren que esta involucrado en la regulacién transcripcional. Ademas,
se propone que la proteina PHF11 tiene una participacion importante en el
aumento de los niveles de IgE y la gravedad del asma (Zhang y cols., 2003).

DPP10 codifica para la dipeptidil peptidasa (DPP) 10 homdloga a DPP4, una
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enzima que juega un papel central en el procesamiento de la quimiocinas como
parte del sistema inmune innato y probablemente modula la respuesta inflamatoria
en las VA de pacientes asmaticos (Laitinen y cols., 2004; Gao y Huang, 2004).

En lo que respecta al gen GPRA, éste se localiza en 7p, presenta dos
isoformas que se expresan de manera diferencial entre los tejidos y se ha
observado que la isoforma B es mas comun en células epiteliales y células del
musculo liso de las VA de los pacientes asmaticos que en los controles sanos. Los
estudios en poblacion canadiense y finlandesa han mostrado que polimorfismos
en este gen se asocian con niveles de IgE en suero y asma (Laitinen y cols.,
2004). Cabe mencionar que en un estudio de pacientes mexicanos con asma en
donde se analizaron 27 SNPs localizados en este gen, no se replicaron los
resultados reportados en otras poblaciones (Wu y cols., 2008).

El constante crecimiento tecnolégico en el disefio de técnicas mas
eficientes y menos costosas para la genotipificacion de un gran numero de
individuos y el desarrollo de herramientas mas poderosas para el analisis de la
gran cantidad de datos derivados de estos estudios, estan incrementando
considerablemente el conocimiento del componente genético del asma. Sin
embargo, la identificacion de todos los genes involucrados en su etiologia, la
caracterizacion de las variantes genéticas que contribuyen a la etiopatogénia de la
enfermedad en cada poblacion, la replicacion de los hallazgos de asociacion entre
diversas poblaciones y la comprensiéon de como los genes interactuan entre si o
con el ambiente, son metas que deben de ser alcanzadas para entender mejor la

complejidad genética de esta entidad.
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ll.  JUSTIFICACION

El asma es la enfermedad cronica mas comun en la infancia, de hecho es
una de las principales causas de hospitalizacion de nifios en México, lo que
aunado al alto costo de su tratamiento, hacen de ella, un serio problema de salud
publica. Actualmente, se han identificado SNPs en mas de 100 genes candidato
que confieren riesgo a asma, modifican su gravedad o modulan la respuesta al
tratamiento. Los analisis genéticos realizados en diferentes poblaciones han
revelado que las diferencias en la contribucion de cada SNP entre grupos étnicos
y entre individuos de una sola poblacion, explican la heterogeneidad inter e intra
poblacional en el riesgo a padecerla. Asi, el descubrimiento de factores genéticos
asociados a asma y aquellos que son propios de cada poblacion podrian tener un
gran impacto en el desarrollo de nuevas estrategias de diagndstico y de
tratamiento. Un conocimiento invaluable en el area de la Medicina Gendmica, cuyo
objetivo es aplicar esta informacion al desarrollo de una medicina mas preventiva,
eficaz e individualizada, que permita incrementar y mejorar la calidad de vida del
paciente.

Por otro lado, las evidencias sugieren una relacién proporcional entre el
numero de alelos de riesgo genético y la edad de inici6 de una entidad compleja,
por lo que es posible que en el paciente pediatrico el componente genético de
riesgo sea mayor que en el adulto. Asi, la poblacion pediatrica es ideal para el
estudio de los factores genéticos implicados en el desarrollo de asma. Ademas, en
esta poblacion es mas factible realizar estudios de asociacién basados en familias
(TDT), lo que permite validar los resultados encontrados en casos y controles.

Sin duda, una de las mejores vias para incrementar el conocimiento de la
patogénesis del asma y mejorar las estrategias de diagndstico y tratamiento, es la
identificacion de los genes y sus variantes alélicas asociadas a ella en la poblacion
mexicana, lo cual tiene una aplicacion potencial en el cuidado del paciente y

podria contribuir a disminuir el alto costo social y econdémico de esta entidad.
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. HIPOTESIS

Variantes alélicas de genes implicados en la respuesta inmune e
inflamatoria confieren riesgo para desarrollar asma en la poblacién infantil

mexicana y son distintos a los reportados en otras poblaciones.

IV. OBJETIVOS

IV.1 OBJETIVO GENERAL
Identificar genes que participan en la etiopatogenia del asma en poblacién

pediatrica mexicana.

V.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar si SNPs localizados en genes asociados con asma en otras
poblaciones confieren susceptibilidad o proteccion a padecer esta enfermedad
en niRos mexicanos.

2. ldentificar nuevos SNPs en genes candidato.

3. ldentificar haplotipos de riesgo o proteccion para padecer asma.

4. Identificar el modelo (aditivo, dominante o recesivo) en que los alelos de riesgo
o proteccién identificados contribuyen al desarrollo del asma en la poblacién
mestizo mexicana.

6. Conocer si la frecuencia de los SNPs analizados en una muestra de individuos

mexicanos sanos es similar a los descritos en otras poblaciones.
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V. METODOLOGIA

V.1 TIPO DE ESTUDIO

Casos y controles, transversal, observacional, descriptivo y comparativo.

V.2 ESTRATEGIA GENERAL

En este estudio se incluyeron un grupo de 150 casos diagnosticados con
asma y un grupo de 450 controles que aceptaron firmar la carta de consentimiento
informado. A todos ellos se les tom6 una muestra de sangre periférica a partir del
cual se realiz6 la extraccion del ADN. Se evalud la integridad y concentracion de
cada muestra de ADN y posteriormente todas las muestras se sometieron al

analisis de discriminacion alélica para 17 SNPs utilizando sondas TagMan.

V.2.1 Poblaciéon de estudio

Como controles se incluyeron individuos sanos no relacionados, pareados
por origen étnico y género, sin antecedentes personales de asma o atopia; todos
ellos fueron obtenidos del banco de sangre del INP. Dado que el genotipo
evaluado no es dependiente de la edad, los controles fueron mayores de 18 afos
para disminuir la probabilidad de seleccionar individuos con susceptibilidad a
padecer asma u otra entidad atoépica. Todos los pacientes y controles nacieron en
México, al igual que sus padres, abuelos y bisabuelos (mexicanos-mestizos).

Se excluyeron a los pacientes y los controles con antecedentes de

ascendencia extranjera. También se excluyeron aquellos casos con asmay otra
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enfermedad crénica concomitante (Fibrosis Quistica, Tuberculosis, etc). Por
razones de seguridad, se excluyeron a todos los pacientes o controles con
enfermedades infectocontagiosas como SIDA o hepatitis. Se eliminaron del
estudio a los pacientes y controles cuyo ADN no cumplié los criterios de integridad
y pureza para su analisis.

El célculo del tamafio de la muestra se realizo mediante el programa
QUANTO (http://hydra.usc.edu/GxE), asumiendo un modelo de riesgo aditivo y
tomandose en consideracion lo siguiente: 1) los valores previamente reportados
de las frecuencias alélicas de los SNPs (0.01-0.3), 2) la prevalencia de la
enfermedad en la poblacién (10%), 3) un poder estadistico minimo del 80% con un
nivel de significancia estadistica de 0.05 y una hipotesis alternativa de 2-colas, 4)
un rango de valores de riesgo relativo o razén de momios (OR) de 1.3 a 3.0, el
cual abarcaba los valores descritos para los SNPs que se incluyeron en el estudio
y 5) un limite de confianza del 95% (1-alfa= 95%).

El estudio contd con la aprobacion de los comités de ética de las
Instituciones participantes. Las muestras de sangre periférica fueron tomadas
después de que se contd con la carta de consentimiento informado firmada por los

padres o tutores y con el asentimiento de los pacientes.

V.2.2 Anélisis Genético

El analisis genético consintié en genotipificacion de SNPs localizados en 4
genes candidato.
V.2.2A Extraccion de ADN a partir de sangre periférica

De cada participante se obtuvieron 5 a 10 ml de sangre periférica mediante
venopuncién. La muestra de sangre se almacend en tubos Vacutainer con EDTA
para evitar su coagulacion. Las células nucleadas se obtuvieron a partir de la
centrifugacion de 5 ml de sangre total a 3,000 rpm durante 20 min. Posteriormente
la interfase compuesta por leucocitos se transfirio a un tubo limpio y las células se
lavaron con 6 ml de solucién de lisis de eritrocitos (RCLB).

Para la extraccion de ADN, se utilizaron alternativamente dos Kits, QIAgen
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Blood (QIAGEN, GmbH D-40724, Hilden) y PUREGENE (GENTRA), bajo las
especificaciones establecidas por los proveedores. Se adicionaron 3 ml de
solucién de lisis celular al tubo que contenia el boton de células blancas; se agitd
vigorosamente en el vortex durante 1 min hasta eliminar los agregados celulares.
Posteriormente, a este mismo tubo se le agregdé 1 ml de solucién para precipitar
proteinas, se agitd vigorosamente en el vortex durante 1 min y se centrifugo la
muestra a 3,000 rpm durante 15 min. El sobrenadante se transfirid
cuidadosamente a un tubo limpio, al cual se le agregé 5 ml de isopropanol para
precipitar el ADN. Las hebras de ADN se hicieron evidentes después de que se
agité el tubo fue por inversion por lo menos 6 veces. Finalmente con una pipeta
Pasteur se extrajo el ADN y se diluy6 en 500 ul de buffer TE (TEKNOVA).

V.2.2B Cuantificacién y evaluacion de la integridad del ADN

La cuantificacion del ADN se realizé en un espectrofotdmetro (nanodrop) a
una longitud de onda (1) de 260 nm. El sistema arrojé la concentracion en ng/ul,
tomando en cuenta el valor de D0260 (densidad Optica a 260 nm) y la constante
para ADN (0.05). Los indices de pureza y de proteinas también se determinaron
automaticamente. Un valor mayor a 1.6 indicé un nivel de pureza del ADN
adecuado para estudios posteriores.

La evaluacion de integridad del ADN se realizé mediante electroforesis en
geles de agarosa al 1% tefidos con bromuro de etidio. En el gel se cargd 1 ul de
ADN con 5 ul de azul de bromofenol. La electroforesis se corrio a 100 volts
durante 30 minutos y finalmente se observd en un transiluminador con luz UV. La
integridad del ADN se consideré adecuada cuando su peso molecular fue mayor a
23,000 pares de bases (pb) (Fig. 9).

V.2.2C Andlisis de genes candidatos

En este analisis se incluyeron 23 distribuidos en 4 genes candidato, tales
como: STAT1, STAT3, STAT4 Y STAT6, los cuales codifican para proteinas
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involucradas en la regulacién de procesos inmunes e inflamatorios, en la

contraccion del musculo liso y en la remodelacion de las VA.

a) Disefio de oligonucleotidos y sondas especificas

Los oligonucleétidos para los anadlisis de secuenciacién y las sondas de
cada uno de los SNPs fueron disefiadas obteniendo la secuencia de cada gen del
“Gene Bank” (NCBI) y utilizando los programas Primer Express 3.0 y File Builder
v3.0 (Applied Biosystem Foster City, CA, USA), respectivamente.

b) Método fluorescente de 5’ exonucleasa (TagMan)

Para cada ensayo de discriminacion alélica se disefiaron 2 sondas
especificas marcadas en el extremo 5 con fluorocromos diferentes, VIC para el
alelo 1 y FAM para el alelo 2. Ademas ambas sondas contenian en el extremo 3’
un “quencher” (TAMRA) el cual mientras la sonda permanece intacta, inhibe la
emision de fluorescencia. Durante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
los primers hibridan con una secuencia especifica del templado de ADN. Si éste
contiene la secuencia polimoérfica, la sonda TagMan también hibrida con su
secuencia homologa. Durante la PCR, la AmpliTaq Gold, que tiene actividad tanto
de ADN polimerasa como de exonucleasa 5-3’, es capaz de digerir la sonda
marcada durante la amplificacion y liberar el colorante fluorescente de la accion
del “quencher”, de tal manera que dadas las condiciones de astringencia utilizadas
durante la reaccion, soélo la sonda especifica para el polimorfismo presente es
capaz de hibridar. Por lo tanto fue posible diferenciar un alelo del otro con base en

el tipo de fluorescencia emitida (Fig. 10).

43



Andlisis de discriminacién mediante sondas TagMan
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Fig. 10. Analisis de TagMan. a) La polimerasa (p) digiere la sonda que es 100%
complementaria al ADN blanco, de esta forma el fluorocromo que la identifica
(F o V) emite fluorescencia, la cual es detectada en un sistema automatizado
(b). Por las diferencias en la longitud de onda entre F o V, se pueden conocer

el genotipo de cada individuo (c).
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USA) en un volumen final de 25ml. El programa de PCR consistié de 1 ciclo a
95°C durante 10 min, 30 ciclos de 20 seg a 95°C, 20 seg a 62°Cy 30 sega 72°C y
un ciclo final de 7 min a 72°C. Posteriormente, los productos de PCR se
sometieron a digestion con 5U de enzimas MspAl, Rsal y Tru9, los cuales
permitieron la discriminacion de los polimorfismos Arg16Gly, GIn27Glu e lle50Val
respectivamente a una temperatura de incubacién de 37°C durante 12 hrs.
Posteriormente, se realizd una electroforesis con los productos de la digestiéon
mezclados con 5 ml de colorante acarreador y un marcador de pesos en geles de
poliacrilamida al 15% durante 90 min a 120 V. Después de que el corrimiento
finalizod, el gel se sumergid en una solucién al 15% de bromuro de etidio por
espacio de 10 min. Finalmente, se realizd la visualizacion de los productos
derivados de la restriccion y el registro fotografico en un fotodocumentador
(Upland, CA. USA).

45



V.2.3 Andlisis de resultados e interpretacion de datos

La asignacion alélica tanto de casos y controles se realizo6 a partir del
programa SDS implementada en el sistema de PCR en tiempo real 7900 HT Fast
(Applied Biosystem Foster City, CA, USA). Mediante la prueba de X2 incluida en el
programa Epi Info v. 6.02 (CDC Atlanta USA), se determin6 la significancia
estadistica de las diferencias observadas entre casos y controles en la distribucién
de genotipos y alelos. Los valores de p< 0.05 fueron considerados como
significativos. La evaluacién de equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE, por sus siglas
en inglés) se realiz6 a través del programa FINNETI (http://ihg2.helmholtz-
muenchen.de/cgi-bin/hw/hwa1). Los haplotipos se construyeron con el programa
HAPLOVIEW 3.32 (http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/contact.php) y la
evaluacion de estructura de la poblacion se realiz6 con los programas
STRUCTURE, STRAT y ADMIXMAP (http://pritch.bsd.uchicago.edu/structure.html
y  http://homepages.ed.ac.uk/pmckeigu/admixmap/index.html).  El  programa
ADMIXMAP también fue utilizado para ajustar los datos de asociacion simulando 2

poblaciones.
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VI. RESULTADOS

VI.1  POBLACION DE ESTUDIO

Se estudiaron un total de 150 pacientes no relacionados con diagnostico
clinico de asma antes de los 17 afios de edad. De estos 65% fueron masculinos y
35% femeninos, con una edad promedio de 11.5 afos (sd +3.3). La poblacion
control estuvo conformada por 450 individuos sanos: 250 (55%) masculinos y 200

(45%) femeninos.

0.9

0.8

0.7

0.6

0.54

0.4

0.3

0.2

0.14

b
\
Y

rs2814778 G rs2065160 T rs3340

>

152695

@

rs1800498 T rs2862 C  rs223830 C  rs203096 G rs4884 C  rs722098

MAF

4 Caucasicos F1 Asiaticos W Africanos B Amerindios O Este estudio

Fig. 13. Analisis comparativo en la distribucion de AlMs entre poblaciones reportadas
en el HAPMAP y la mestiza mexicana analizada en este estudio.
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Tabla 3. Genes y polimorfismos que no mostraron asociacion con
susceptibilidad a padecer asma.

Gen SNP Alelo menor Frecuencia del alelo menor P
Controles Casos

STAT4 rs30248866 T 15.4 12.7 0.6912
rs3024898 A 3.2 2.6 0.4093

STAT6 rs3001428 C 1.1 0.3 0.1635
rs2598483 T 5.1 6.7 0.1635
rs4559 A 409 38.4 0.4400
rs1059513 G 5.9 8.0 0.1947
rs3024974 T 8.7 6.9 0.2925
rs324011 C 5.1 6.7 0.2892

TNFR1 rs4149570 A 32.6 30.2 0.38
rs767455 C 30.5 27.0 0.18
rs2234679 G 5.4 6.4 0.46

48



15978437 1456858 rs1824024  ps304640 w0 re819199) AR

Block 1 (29 kb) Block 2 (4 kb) Block 3 {0 kb)
1 2

Fig. 14. Gen CHRM2. a) Estructura del gen y localizacion de SNPs incluidos es este
estudio. Los exones son representados por cuadros, los cuadros blancos son
regiones no traducibles. b) valores de desequilibrio de ligamiento (LD) entre
los SNPs analizados, se identifican tres bloques con LD >80.
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En todos estos polimorfismos, la frecuencia del alelo menor fue mas alta en los
casos que en los controles y se identifico un OR muy similar entre los diferentes
SNPs. En la tabla 4 se muestran los datos tanto de las frecuencias alélicas como
de los ORs que confiere cada alelo en la susceptibilidad al asma. Una vez que se
corrigieron los datos con 100,000 permutaciones, unicamente los SNPs rs324640
(p= 0.04), rs324650 (p= 0.03), rs8191992 (p= 0.001), rs6962027 (p= 0.01)
mantuvieron la significancia estadistica, siendo este ultimo el que mostré un mayor
OR (1.63, 95% IC 1.26-2.1).

De manera interesante, el analisis comparativo entre géneros mostré que
los SNPs rs978437, rs1455858 confieren riesgo al asma en poblacién femenina
pero no en la poblacién masculina (p= 0.05 vs p= 0.08 y p= 0.05 vs p= 0.09,
respectivamente), mientras que los polimorfismos rs324640 y rs324650,
evidenciaron riesgo al asma unicamente para el género masculino (p= 0.46 vs p=
0.01 y p= 0.41 vs p= 0.0009, respectivamente). Los SNPs rs8191992 y rs6962027
mostraron asociacion en ambos géneros (masculino: p= 0.02 y p= 0.02; femenino
p= 0.007 y p= 0.006, respectivamente) (Tabla 5).

En este gen se identificaron 6 haplotipos de frecuencias mayores a 1%; y se

detecto un fuerte LD entre los polimorfismos analizados, documentando tres
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i) Factor transductor de sefales y activador de la transcripcion 1: STAT1

Se analizaron 8 SNPs distribuidos a lo largo del gen STAT1: rs3088307
G/C, rs13395505 GJ/A, rs1914408 GJ/A, rs2280234 T/C, rs2280232 T/G,
rs13005843 C/T, rs2030171 A/G y rs1467199 C/G (Fig.15a). De estos unicamente
el alelo C y G de los SNPs rs2280234 y rs2030171, respectivamente, evidenciaron
diferencias estadisticamente significativas en su distribucion entre casos (31% vs
25%, p= 0.0367) y controles (39% vs 32% p= 0.009) (Tabla 7).

En el analisis de haplotipos se encontré que los SNPs asociados estaban
contenidos en bloques diferentes (Fig.15b). El primer bloque lo conformaron el
SNP rs2280234, rs3088307, rs13395505 y rs1914408; mientras que el segundo
bloque incluyé a los SNPs rs2030171, rs2280232 y rs13005843, ambos con un
valor de D> 80%. La distribucidn entre casos y controles de los dos haplotipos
mostraron diferencias estadisticamente significativas. EI haplotipo GGGT
conformado por los alelos ancestrales del primer bloque mostr6 un OR de
proteccion (OR 0.78 95% IC 0.61-0.98, p= 0.0238); mientras que el haplotipo
GCGC, el cual contenia el alelo de riesgo del rs2030171 revel6 un OR de 1.65
(95% IC 1.04-2.64, p= 0.025). Cuando se estratificé por géneros se encontré que
el alelo G del rs2030171 confiere riesgo para desarrollar asma uUnicamente en
varones (OR: 1.67, 95% IC 1.22-2.28, p= 0.0009). Estas diferencias se observan

aun después de la correccion con 100,000 permutaciones (p= 0.012).

Interesantemente los patrones de LD revelaron diferencias entre la
poblacion femenina y masculina. En ambos casos se detectaron dos bloques de

haplotipos pero la conformacion de bloque 1 en el grupo de hombres incluy6 4
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Fig. 15. Gen STAT1. a) Estructura del gen y localizacion de SNPs incluidos es este
estudio. Los exones son representados por cuadros. b) valores de
desequilibrio de ligamiento (LD) entre los SNPs analizados, se identifican dos
bloques con LD >80.
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Tabla 7. Analisis comparativo entre casos y controles de SNPs en el gen

STATI.

SNP Region de Alelo MAF OR[95% IC] P p*
STAT1 mayor/
menor Contr. Casos
rs3088307 3'UTR G/C 0.24 0.28 1.32[0.96-1.83] 0.075 0.650
rs13395505 intron 24 G/A 0.23 0.27 1.22 [0.93-1.6] 0.128  0.829
rs1914408  intrén 22 G/A 0.08 0.08 0.99[0.64 1.53] 0.954  1.000
rs2280234  intrén 15 T/IC 0.25 0.31 1.17 [1.0-1.36] 0.036  0.404
rs2280232  intrén 14 T/G 0.35 0.38 1.05[0.91-1.22] 0.490 0.999
rs13005843 intron 11 CIT 0.03 0.03 1.08[0.71-1.55] 0.818  1.000
rs2030171 intrén 5 AIG 0.32 0.39 1.36 [1.09-1.74] 0.009 0.036
rs1467199 5' CIG 0.13 0.11 0.84[0.58-1.23] 0.354 0.996

MAF: frecuencia del alelo menor, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza, P: valores de
p con respecto al alelo menor, P*: valores de P después de 100,000 permutaciones. La
letra negrita muestra los valores con significancia estadistica.
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SNPs (rs3088307, rs13395505, rs1914408, rs2280234), mientras que en la
poblacion femenina este bloque no contuvo al rs2280234. En lo que respecta al
bloque dos, en la poblacion masculina, este se formdé con el rs2280232,
rs13005843 y rs2030171 y en el grupo de mujeres el bloque no contenia al
rs2030171. Asi mismo los valores de LD entre los SNPs analizados difirieron entre
ambos grupos. En poblacion masculina, se identificaron 2 haplotipos de cada
bloque con diferencias estadisticamente significativas en su distribucion entre
casos y controles, pero ninguno de los 4 haplotipos mantuvo la significancia
estadistica cuando se realizé el analisis con 100,000 permutaciones. No se

detectaron diferencias entre los grupos de mujeres.
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VIl. DISCUSION

El asma es una enfermedad que muestra una heterogeneidad clinica y
genética muy compleja. Se han realizado enormes esfuerzos para identificar los
factores involucrados en la génesis y en los procesos patoldgicos caracteristicos
de esta entidad, como son la inflamacion cronica de las VA, hipersecrecion de
moco, HBR, remodelacion, etc.

Los estudios en modelos experimentales han mostrado que las citocinas
caracteristicas de una respuesta TH2, particularmente la I1L4, IL4R, IL5, IL9, IL13,
IL13R, TNF, etc., asi como proteinas liberadas por eosindfilos y mastocitos, las
cuales inducen la broncodilatacion y vasoconstriccion de las VA, juegan un papel
fundamental en el establecimiento y progresion del asma (Gruning y cols., 1998;
Wills-Karp y cols., 1998; Gern y cols., 1999). Sin embargo, el conocimiento de las
bases genéticas de la enfermedad es todavia un gran reto. Esto se debe a que a
diferencia de las enfermedades monogénicas donde mutaciones en un solo gen se
reflejan en un fenotipo patoldgico, en el asma y en otras entidades complejas, el
efecto aditivo de variantes alélicas comunes de baja penetrancia predisponen
genéticamente a los individuos para que desarrollen la enfermedad. De hecho en
la actualidad se han identificado mas de 100 genes cuyos polimorfismos confieren
riesgo al asma, modifican la gravedad de la enfermedad o modulan la respuesta al
tratamiento. Aunado a lo anterior, los analisis genéticos de pacientes asmaticos
realizados en distintos paises han revelado que el efecto de cada uno de estos
polimorfismos en la susceptibilidad al asma es diferente entre las poblaciones y
aun dentro de los individuos de una misma poblacion (Verselli, 2008). La
disparidad de estos datos puede ser debido a diferencias en el disefio de los
estudios, a falsas asociaciones por la estratificacion de la poblacion o a tamanos
de muestra con un insuficiente poder estadistico. Sin embargo, también puede ser
el reflejo de una heterogeneidad genética inter e intrapoblacional. Por lo anterior,
resulta imprescindible realizar estos estudios en cada grupo étnico para identificar

los factores genéticos que contribuyen a la enfermedad, aquellos que son
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compartidos entre las poblaciones y conocer a los que son especificos de cada

una de ellas.
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VIIl. CONCLUSIONES

1. La poblacion mestiza mexicana no parece tener un marcador ancestral
especifico, como lo observado en las poblaciones reportadas por el
proyecto del HapMap.

2. Existen diferencias genéticas importantes entre distintas poblaciones vy la
mexicana, detectada tanto en la distribucion de algunos alelos de riesgo,
COmo en su asociacion con el asma.

3. Variantes alélicas de los genes STATL1 confieren riesgo para desarrollar

asma en la poblacion infantil mexicana.
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XI. GLOSARIO

Alelo: Uno de dos o mas alternativas de la secuencia nucleotidica de un gen.

Alérgeno: Proteina o sustancia que induce una reaccion alérgica.

Andlisis de ligamiento: Se evallua la cosegregacion de un marcador con la
enfermedad.

Atopia: Presencia de altos niveles de IgE en suero y pruebas cutaneas positivas a
alérgenos comunes.

Bialélico: Dos alternativas (Ao G, G o T, etc.).

Caso indice: Individuo bajo estudio.

Concordancia: Pares o grupos de individuos idénticos en fenotipos. Presencia de
un caracter entre gemelos.

Cosegregar: Herencia conjunta de dos marcadores por su cercania fisica o dos
caracteres por que existe una relacién entre si.

Desequilibrio de Ligamiento (LD): Segregacion de dos 0 mas marcadores en un
porcentaje mayor al esperado (>50%) por que existe baja tasa de
recombinacion entre ellos o es una mutacion de origen reciente.

Enfermedad compleja: Patologia que resulta de la interaccion de varios factores
ambientales y genéticos y que no muestra un patron de herencia definido.

Enfermedad monogénica: Entidad causada por mutaciones en un solo gen.

Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE): La composicion genética de una poblacion
se mantiene en equilibrio mientras no existan factores como la seleccioén
natural, la endogamia, nuevas mutaciones, etc. que la modifiquen.
Desviaciones en el HWE pueden ser resultado de errores de
genotipificacidn o una asociacién real entre el marcador y la enfermedad.

Estratificacion: La presencia de muestras de individuos con diferente historia
demografica y ancestral. Poblacion que contiene subgrupos que puede
ser como consecuencia de apareamientos no azarosos, consanguineidad,
etc.

Estudio de ancestria: Evaluacion del componente ancestral de cada poblacion.
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Se incluyen marcadores polimérficos que permiten definir el origen étnico
de los grupos de estudio.

Estudio de asociacion: Analisis que busca relacionar un marcador genético con
la enfermedad en una poblacion.

Estudio de caso-control: Compara la frecuencia con la que un marcador se
encuentra en un grupo de individuos afectados con la que se detecta en
individuos sanos.

Falsa asociacién: Asociacion positiva debida a estratificacion de la muestra.

Frecuencia alélica: Porcentaje de un alelo determinado en una poblacion.

Frecuencia genotipica: Proporcidén en la que se observan los genotipos de una
poblacion para un locus especifico.

Gen candidato: Gen que por su funcion puede juega un papel relevante en la
etiologia de una enfermedad.

Genome Wide scan o estudios amplios del genoma. Estudios en los que un
arreglo denso de marcadores genéticos, los cuales capturan un
proporcién substancial de variaciones comunes en la secuencia del
genoma es tipificado en un set de muestras de ADN que son informativas
para un rasgo de interés.

Genotipo: Alelo especifico o conjunto de genes de un individuo.

Haplotipo: Conjunto de marcadores que se heredan en bloque.

Hiperrespuesta bronquial: Respuesta excesiva a alérgenos ambientales.

Heredabilidad: Fraccién de la variabilidad fenotipica que es atribuible a los genes.

Hoterocigoto: Individuos con alelos diferentes en un locus.

Homocigoto: Individuos con alelos idénticos en uno o mas loci.

Locus (plural Loci): Lugar de un cromosoma donde se localiza un gen dado.

Odds ratio (OR): Cociente entre la probabilidad de que un evento suceda y de
que no suceda. Forma de comparar si la probabilidad de que ocurra un
evento entre dos grupos es el mismo. Un OR= 1, implica que la
probabilidad de que ocurra un evento o se presente una enfermedad

entre los grupos de estudio es igual.
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Polimorfismo genético. Coexistencia estable de dos o mas alelos en una
poblacion.

RFLP: Variacion en la longitud de fragmentos de ADN generados por
endonucleasas de restriccidon. Estas variaciones son causadas por
mutaciones que generan o eliminan sitios de corte de enzimas de
restriccion.

Sonda: Molécula de ADN que permite identificar genes o secuencias especificas

de genes.
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