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RESUMEN

Introduccion. El asma es una enfermedad inflamatoria crénica que afecta a cerca
del 15% de la poblacion infantil mexicana. Se ha reportado que polimorfismos de
un soélo nucleétido (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 poblacion pediatrica mexicana. Material y Métodos: En un estudio de
casos y controles se incluyeron 240 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 93 SNPs
localizados en 29 genes candidato y 10 marcadores de ancestria. Por
secuenciacion automatica de 100 controles y 100 casos, se buscaron SNPs en los
genes CHRM2 y CHRM3 y para identificar nuevos genes candidatos se analizaron
120 casos y 130 controles a través de microarreglos de ADN (Affymetrix V6.0). Los
datos se analizaron mediante los programas ADMIXMAP, FINETTI, HAPLOVIEW,
EPIINFO, QUANTO, Sequence Scaner y Helix Tree. Resultados: Se identificaron
SNPs en los genes CHRM2, STAT1, GATA3, PDCD1 y CHRM3 como nuevos
factores de riesgo genético para asma y se confirmé la asociacion descrita entre
TNFe, IL13, y MMP9 y asma. Interesantemente, genes que se han asociado con
asma en mas de 10 estudios independientes no mostraron asociacion en nuestra
poblacién. Asi, el analisis de secuenciacion mostré que las regiones codificantes
de los genes CHRM2 y CHRMS3 no contienen SNPs y el analisis de microarreglos
revel6 a ETS1 y ADAMTS19 como nuevos genes candidato. 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. Ademas, se debe determinar si los genes
ETS1y ADAMTS19 contribuyen a la etiologia del asma.
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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: Two hundred and forty 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 93 SNPs in 29 candidate genes. To discard false associations due to
sample stratification, we analyzed 10 ancestry informative markers which had been
validated elsewhere in Mexican populations. Data were analyzed using the
ADMIXMAP, FINETTI, HAPLOVIEW, EPIINFO, QUANTO, Sequence Scanner and
Helix Tree programs. Results: SNPs in the CHRM2, STAT1, GATA3, PDCD1,
ADRB2 and CHRM3 genes were identified as new genetic risk factors for asthma
and we confirmed the association between IL13, TNF«, and MMP9 genes with the
disease. In contrast, genes associated with asthma and related phenotypes in
more than 10 studies worldwide, were not associated in our population. Otherwise,
the sequencing analysis showed that the coding regions of CHRM2 and CHRM3
genes do not have SNPs and the microarrays analysis suggest that ETS1 and
ADAMTS19 could be new candidate genes for asthma. 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 and determinate the role of the ETS1 and ADAMTS19
genes in asthma etiology.
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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 atencién 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 méas 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 nilos mexicanos padecen la enfermedad (Pearce y cols., 2007). Sin embargo,
los estudios epidemiologicos 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 alcanzé 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 doélares (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 afio 2003, reporté 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 identificacién
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 nucledtido (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
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conocimiento tiene repercusiones potenciales en el desarrollo de métodos de
diagndstico y tratamiento méas especificos, en la identificacion de nuevos blancos
terapéuticos y por ende en el disefio de nuevas estrategias preventivas que
pueden contribuir a la reduccion en los costos de atencion de las principales

enfermedades cronicas que aguejan a la poblacién mundial, incluyendo al asma.

.1 ASMA

[.1.1 Definicion

El asma es una entidad compleja con un fenotipo muy heterogéneo que se
define como un trastorno inflamatorio crénico de las vias respiratorias,
caracterizada por obstruccion 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 nifios asmaticos cursan con sibilancias de las vias
respiratorias bajas durante los primeros 3 afos de edad (Huerta y Penagos, 2004;
GINA, 2007).

I.1.2 Diagnostico clinico

El diagnéstico clinico del asma se establece principalmente por medio de la
exploracion fisica, en la cual se identifica la presencia de sintomas indicadores de
obstrucciéon 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 obstruccion
bronquial y la funcién pulmonar se evalian mediante espirometria, con la cual se

estima el volumen espiratorio forzado por un segundo (FEV1), parametro
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fundamental para establecer el diagndstico. La obstruccion bronquial debe ser total
0 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 diagndstico y se define
como la exacerbacion 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 catiénica de
eosinofilos y del 6xido nitrico en aire exhalado, no son patognémonicos de la
entidad, resultan parametros muy Utiles para establecer el diagnéstico.

Aungue la historia clinica del paciente, en el examen fisico y en los estudios
tanto de laboratorio como de gabinete permiten establecer el diagnostico de asma,
la gran variabilidad en su expresion clinica, donde los sintomas pueden ir desde
leves hasta muy graves, pueden dificultar su diagndstico, por lo que en el
diagndstico diferencial deben considerarse otros padecimientos pulmonares como
la fibrosis quistica, bronquiectasis, disfuncion laringea episédica, 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 etiolégicos (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 etiologica, el asma se clasifica en extrinseca
e intrinseca. El asma extrinseca, también denominada at6pica, es mas frecuente
en ninos (60%) y se caracteriza por una exagerada respuesta inmune de tipo 2

(Th2) con presencia de niveles elevados de inmunoglobulina (Ig) E (IgE) en suero,
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donde puede demostrarse una reaccion antigeno-anticuerpo  como
desencadenante de la enfermedad. El asma intrinseca o no atdpica 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 crénico 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 suefio, FEV < 60 % del predicho)
(GINA, 2007).

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

de sus sintomas, actualmente no existe una clasificacion ideal.

I.I.4  Fisiopatologia
i Durante muchos afios se consideré que las alteraciones principales en el
asma lo constituian la excesiva produccién 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
gue las manifestaciones clinicas de esta enfermedad se deben principalmente a la

inflamacion cronica y la obstruccion de los conductos respiratorios; procesos que
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conducen a una excesiva reactividad bronquial a diferentes estimulos ambientales
(alergenos), edema, elevada secrecion de moco (hipertrofia de células globosas),
formacion de nuevos vasos sanguineos, descamacion de las células epiteliales,
alteraciones en la estructura y la funcion de las VA (remodelacion), 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
inflamacion crénica recurrente en asma y de hecho, la inflamacion 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, 5y 13, factor
estimulador de crecimiento de colonia de macrofagos (GM-CSF), factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa), etc.) (Carroll y cols., 1997; Minshall y cols., 1998;
Holgate, 1999) (Fig. 2).

La inflamacién 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 macrofagos). Los antigenos son procesados y presentados
por las CPAs a los linfocitos T colaboradores (Th) no activados (ThO), lo que
induce la expresion de IL4. Esta citocina estimula la diferenciacién 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 (IL4AR) 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 liberacion de proteinas que inducen inflamacién y
broncoconstricciéon (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. Representacion esquematica de los cambios anatomopatologicos que se
observan en las vias aéreas de pacientes asmaticos. a) Bronquiolo normal, b)
bronquiolo asmaético.
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Fig. 2. Representacion esquemética 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: interfer6n gama;

IL: interleucina; LT: leucotrieno; PBP: proteina

basica principal; PCE: proteina catiénica 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 transcripcién y transductor
de sefales 1; Thet: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 sefiales vy
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 sélo 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).

Aungue la inflamacién 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 Optimo para mantener la respuesta inflamatoria
cronica y en la forma méas grave de la enfermedad se crea un ambiente para el
desarrollo de un perfil de citocinas Thl. El perfil Thl involucra neutrofilos 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 Thl contribuyen al desarrollo
del asma en poblacion infantil (Heaton y cols., 2005; Umetsu y cols., 2005;
Holgate, 2008). Las citocinas Thl 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 sefialan la importancia de otro grupo de células Th en la regulacién

de la respuesta inmune e inflamatoria; las células T reguladoras (Tregs) y las Th17
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efectoras. Datos recientes, han mostrado que las células Th2 junto con las Th17
favorecen la inflamacién, mientras que las Tregs tienen un papel en el proceso
antiinflamatorio. Asi, la induccién local de células Th2 es criticamente dependiente
del balance entre los factores de transcripcion de Thl (T-bet) y Th2 (proteina 3 de
union a GATA: GATA3); mientras que las Thl7 y las Tregs requieren de los
factores de transcripcion 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, Thl, Thl7 y
Tregs (GATA3, Thet, ROR y FOXP3, respectivamente) juegan un papel relevante
(Finotto, 2008; Paik y cols., 2008).

[.1.5 Etiopatogenia

La participacion tanto de células Th2 como Thl en el asma, muestra solo
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 nitrégeno, azufre,

11
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Fig. 3. Etiologia del asma. El asma es una entidad de origen multifactorial en cuyo
desarrollo intervienen factores ambientales (polvo, &caros, etc.) y genéticos
(genes de respuesta inmune, de remodelacion 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 (Gerny cols., 1999).

[.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 nifios 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 poblacion 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
género se deben a la participacion de los estrogenos 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 poblacion 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.

I.1.5C Factores genéticos

El asma es una enfermedad muy compleja, sin un patrén 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).

13
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Fig. 4. Enfermedad monogénica vs enfermedad compleja. a) Un gen es el
responsable de la enfermedad, se identifica un patrén 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 patréon 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 epidemiologicos

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 poblacion
general (4-5 %) (Manian, 1997).

i) 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 sélo 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 hipétesis 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 o0 mas
marcadores genéticos polimérficos y se evalla 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 cosegregacién 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 identificO un
locus en el cromosoma 1113 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 regién con la regulacion de la respuesta alérgica y por ende,
con la patogénesis del asma. La importancia de 5g 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.

Aungque los estudios de ligamiento han aportado gran cantidad de
informacion y permitido identificar genes nuevos ligados a una entidad, la dificultad
inherente a la obtencion de un gran namero 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 identificacion de genes relacionados con la enfermedad.
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Estudios de ligamiento

a) Analisis de pedigries b) Pares de hermanos afectados
Familia 1 2 3
BC DD| @ AC —
Padres '
- HO EHH O @

Fig. 5. Andlisis de ligamiento. En ambos casos se evalla 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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i) Estudios de asociacion

Los estudios de asociacion evaltan 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 pequeiio 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 proteccién 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
poblacién general y 2) el desequilibrio de ligamiento (LD, por sus siglas en inglés),
el cual puede ser dado principalmente por una baja tasa de recombinacién 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
etnico (Choudhry y cols., 2006).
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Estudios de asociacion

a) Caso-control
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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 AIMs que resultan Utiles
para evaluar la estructura de la poblacion 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 asociacion basada en familias aplicando la prueba de
desequilibrio de transmision (TDT) es otra alternativa potencial para eliminar la
posibilidad de falsas asociaciones por estratificacién. 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 transmision 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 nimero 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 comuan de variacién 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 andlisis de cientos de
polimorfismos a la vez o incluso miles de ellos (microarreglos), tanto en estudios
con un disefio 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
namero 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 expresion de un gran numero de genes, a partir del ADN complementario
(cADN) obtenido directamente del RNA de casos y controles.

Asi, los GWS de genotipificacién o de expresion han sido Gtiles para evaluar
las diferencias genéticas entre asma atépica 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
cromosoOmicas 5q33, 11913, 1224, 16pl3, 17912 y 20p13 como las mas
consistentemente relacionadas al asma, alergia o HRB en varias poblaciones
independientes. Estos, también han permitido identificar nuevas regiones
cromosodmicas ligadas a asma (2pl12-g22.1, 3p22.1-g22.1, 5911.2-914.3, 6p22.3-
p21.1, 11924.1 y 17pl2-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).

21



_Jiménez-Morales Silvia

Escaneo completo del genoma

a) Poblacion de estudio Casos y controles Familias
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b) Identificacién de
Marcadores con LOD
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d) Formacién de
haplotipos

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 activacion de diferentes tipos celulares (células B y T, eosindfilos,
macrofagos) 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 contribucidon genética diferencial intrinseca a cada poblaciéon. 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 idnicos,
factores de transcripcion, enzimas, etc. (Bossé y Hudson, 2007). Dentro de éstos
se encuentran: IL4, IL13, receptor B 2-adrenérgico (ADRS2), HLA-DRB1, HLA-
DQB1, TNF¢, subunidad B del receptor Fc de alta afinidad a IgE (FCER1p), IL4R,
metaloproteasa y desintegrasa 33 (ADAM33), IL10, STAT®6, 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 participacion 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/proteccion, modificadores

0 de respuesta al tratamiento.

23



_Jiménez-Morales Silvia

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 1g31-g32 —-1082A/G, -571C/A Inmunoregulacion
CTLA4 20933 —318C/T, 49A/G Inmunoregulacion e inhibicion de la respuesta de

Cél-T
CD14 5031.1 -1721G/A, —260C/T Inmunidad innata y reconocimiento microbiano
IL4 . 5g31.1 —589C/T, +33C/T Diferenciacion de TH2 e induccién de IgE

SPINK5 5q32 —589C/T, +33C/T Inhibidor epitelial de proteasas de serina
ADRB2 5931-q32 Argl6Gly, GIn27Glu Relajacién del musculo liso
HAVCR1 5033.2 5383_5397del Regulacion de respuesta de cél-T
LTC4S 5q35 —444A/C Biosintesis de cisteinil-leucotrieno e inflamacién
LTA 6p21.3 Ncol (intréon 1) Inflamacién
TNF-all 6p21 -308 G/A, -238G/A Inflamacién
HLA-DRB1 6p21 Multiples alelos Presentacion de antigenos

-DQB1

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

neurales
FCERIB 11913 llel81Leu, Gly237Glu Receptor de IgE de alta afinidad
CC16 11q12.3 38A/G Proteina antinflamatoria derivada de epitelio
GSTP1 11913 lle105Val Detoxificacion de estrés oxidativo y ambiental
IL18 11g22.2 —656T/G, -137GI/C Induccién de IFNy y TNF
STAT6 1213 2964G/A, (GT)nex6n 1  Sefalizacién de IL4 e IL13
NOS1 12q24.2 3391C/T, 5266C/T Sintesis de 6xido nitrico y comunicacion celular.
ILARa 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 199g13.1 924T/C, 795T/C Inflamacién y contraccion del musculo liso
TGFB1 19g13.1 -509C/T Proliferacion celular e inmunoregulacién
ADAM33 20p13 D1, F1, L1, S1-2,T1-2, V1- Interaccion 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 vy 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 ADRp2,
ALOXS5 (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 atdpica, son proteinas
que actlan como mediadores de sefiales y estan vinculadas en la induccién y
control de una multitud de funciones celulares en los sistemas inmune y
hematopoyético. Dentro de éstas, estd 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 produccion de IgE, la
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diferenciacion de los linfocitos ThO a Th2, asi como la quimiotaxis y adherencia de
eosinofilos. El gen IL4, se localiza en el cromosoma 5932.1-32 y a la fecha se han
descrito algunos polimorfismos en la region 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 inflamacién
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, dafio de células epiteliales, hiperplasia de
células globosas, hiperproduccion de moco, eosinofilia, 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 5931 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 asociacion 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 interaccién significativa entre
polimorfismos en ambos genes. Por ejemplo, en individuos alemanes con un
genotipo 478P en el gen IL4R 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 interactian con

polimorfismos en el gen IL4 en el desarrollo del asma (Kabesch y cols., 2006).

26



Asma Y SNPS

ILARa. Este gen codifica para la cadena alfa del receptor de IL4, una proteina
transmembranal que se une a IL4 e IL13 para regular la produccién de IgE
(Izuhara 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 sefiales 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 Xql13. La subunidad IL13Ral 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 poblacion britanica
(Heinzmann y cols., 2000), mientras que en poblacion japonesa se reportd que el
polimorfismo 1050C/T estd asociado con asma atopica (Ahmed y cols., 2000).
Ambos estudios, aportaron evidencia de desordenes atépicos ligados al
cromosoma X. A la fecha no existen reportes de asociacién 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 basofilos, participa en la
presentacion de antigenos mediada por IgE. Ademés su agregacion permite la
regulacion de diversas respuestas efectoras incluyendo la secrecion de
mediadores alérgicos e induce la transcripcion de citocinas como IL4, IL6, TNFa y
GM-CSF (Donnadieu y cols., 2000). En el gen FceR1pB se han descrito varios
polimorfismos tanto en la region promotora como en la region codificante
(Traherne y cols., 2003). Sin embargo, s6lo algunos se han asociados a asma y
sus fenotipos relacionados. Dos de ellos presentes como una doble mutacion
llel81Leu y Leul83Val, se relacionan con un aumento en los niveles de IgE en
suero, atopia y HRB, otro (E233G) se encontr6 asociado con HRB e
hipersensibilidad cutanea (Shirakawa y cols.,1994; Hijazi y cols., 1998) y otro mas,

-109C/T se asoci6 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
gl1-22 del cromosoma 6, tienen un papel fundamental en la regulacién del sistema
inmune y otros procesos celulares (Shiina cols., 2004). El locus HLA,
especialmente algunos alelos de genes clase Il como HLA-DRB1, -DQAl y -
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 incluyé tres poblaciones, se identificd 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 Ill 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 bioldégicos 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 region promotora de este gen -
308G/A (rs1800629) se encuentra asociado con asma (Witte y cols., 2002; Shin y
cols., 2004; Wu vy 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).

iif) Factores de transcripcion

STAT. Los factores activadores de transcripcion y transductores de sefales
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 interaccién 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 document6 asociacion entre
el SNP rs3771300 y atopia en poblacién alemana (Pinto y cols., 2007). También se
ha reportado asociacién 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

ADAM33. 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 relacion 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 incluy6é 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 metodolégicas.

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,
modulacién proteolitica de proteinas biolégicamente activas y la migraciéon 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
asociacién entre polimorfismos en estos genes y asma son escasos Yy 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 poblacion japonesa.
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v) Receptores de broncodilatadores y broncoconstrictores

Las VA estan inervadas por el sistema simpatico y parasimético, lo cual
implica la activacion de receptores [-adrenérgicos Yy 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 R-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
estimulacién con agonistas de receptores [32-adrenérgicos induce una disminucién
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 méas
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 asociacion 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
funcién del receptor (Liggett, 1997). Al parecer, estos polimorfismos funcionales
modifican el fenotipo de la enfermedad; por ejemplo, los pacientes homocigotos
para el polimorfismo Glyl6 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 lo 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 confirmé la asociacion entre el polimorfismo Glyl6 y asma nocturna pero

no con HRB. Otros estudios encontraron evidencias de asociacién 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 liberacibn de ésta, funcionando como un autoreceptor. La
acetilcolina causa broncoconstriccion, hipersecrecion de moco y edema en las VA.
Existen muchas evidencias experimentales que sefialan a estos receptores como
factores importantes en la patogénesis del asma, particularmente al CHRM2 y
CHRM3 (Fisher y cols., 2004; Kanazawa Yy 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

CHRML1 confieren susceptibilidad para desarrollar asma (Maeda y cols., 2006).

vi) Otros genes asociados al asma

En menos de 10 afios el nimero 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 PHF1l (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 1314 y las predicciones en su
estructura sugieren gque esta involucrado en la regulacion transcripcional. Ademas,
se propone que la proteina PHF11l 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 homéloga 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 poblacién 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 tecnoldgico 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 poblacién, la replicacion de los hallazgos de asociacién entre
diversas poblaciones y la comprension de como los genes interactian 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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. JUSTIFICACION

El asma es la enfermedad crénica mas comudn 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
gue 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 poblaciéon podrian tener un
gran impacto en el desarrollo de nuevas estrategias de diagnoéstico 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
namero de alelos de riesgo genético y la edad de inicié 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 asociacion 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 econdmico 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 poblacion

pediatrica mexicana.

IV.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1.

Conocer el componente ancestral de un grupo de pacientes con asma y
parearlos con un grupo de individuos sanos.

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

Identificar nuevos SNPs en genes candidato.

Identificar haplotipos de riesgo o proteccion para padecer asma.

5. Identificar el modelo (aditivo, dominante o recesivo) en que los alelos de riesgo

o proteccion identificados contribuyen al desarrollo del asma en la poblacion
mestizo mexicana.
Conocer si la frecuencia de los SNPs analizados en una muestra de individuos

mexicanos sanos es similar a los descritos en otras poblaciones.

7. ldentificar SNPs etiqueta (“tags” SNPs) en poblacién mexicana.

Identificar nuevos genes asociados a la susceptibilidad o proteccion para
desarrollar asma, mediante microarreglos de ADN.
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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 240 casos diagnosticados con
asmay 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 realizé la extraccion del ADN. Se evalud la integridad y concentracion de
cada muestra de ADN y posteriormente todas las muestras se sometieron al
andlisis de discriminacion alélica para 96 SNPs utilizando sondas TagMan. Por
otro lado, se realiz6 el andlisis de secuenciacion de los genes CHRM2 y CHRM3
en 100 casos y 100 controles y se estudiaron 120 muestras de casos y 130 de
controles mediante microarreglos de ADN. Los datos derivados con los tres (Fig.
8). A continuacion se detalla la estrategia desarrollada en el estudio.

V.2.1 Poblacién 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 afios
para disminuir la probabilidad de seleccionar individuos con susceptibilidad a
padecer asma u otra entidad atépica. 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 asma y otra
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Fig. 8. Estrategia general.
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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 cumplio 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 hipétesis alternativa de 2-colas, 4)
un rango de valores de riesgo relativo o razon 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 conté con la aprobacion de los comités de ética de las
Instituciones participantes. Las muestras de sangre periférica fueron tomadas
después de que se cont6 con la carta de consentimiento informado firmada por los
padres o tutores y con el asentimiento de los pacientes.

V.2.2 Analisis Genético

El analisis genético consinti6 en un estudio de ancestria para descartar
estratificacion de las poblaciones incluidas en este trabajo, genotipificacion de
SNPs localizados en 29 genes candidato, secuenciacion de la region codificante
de dos genes altamente conservados (en donde los modelos in silico sugieren que
cambios en su secuencias pueden afectar de manera importante la actividad de la
proteina) y analisis de microarreglos de ADN para la identificacion de nuevos
genes candidato.
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V.2.2A Extraccién de ADN a partir de sangre periférica

De cada participante se obtuvieron 5 a 10 ml de sangre periférica mediante
venopuncion. La muestra de sangre se almacené 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 transfirié a un tubo limpio y las células se
lavaron con 6 ml de solucion de lisis de eritrocitos (RCLB).

Para la extraccion de ADN, se utilizaron alternativamente dos Kits, QIAgen
Blood (QIAGEN, GmbH D-40724, Hilden) y PUREGENE (GENTRA), bajo las
especificaciones establecidas por los proveedores. Se adicionaron 3 ml de
solucion de lisis celular al tubo que contenia el boton de células blancas; se agité
vigorosamente en el vortex durante 1 min hasta eliminar los agregados celulares.
Posteriormente, a este mismo tubo se le agregé 1 ml de solucion para precipitar
proteinas, se agité vigorosamente en el vortex durante 1 min y se centrifugé la
muestra a 3,000 rpm durante 15 min. ElI 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 inversién por lo menos 6 veces. Finalmente con una pipeta
Pasteur se extrajo el ADN y se diluyé en 500 ul de buffer TE (TEKNOVA).

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

La cuantificacion del ADN se realizd en un espectrofotometro (nanodrop) a
una longitud de onda (1) de 260 nm. El sistema arrojo la concentracion en ng/ul,
tomando en cuenta el valor de D0260 (densidad éptica 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 indic6 un nivel de pureza del ADN
adecuado para estudios posteriores.

La evaluacion de integridad del ADN se realizO mediante electroforesis en

geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio. En el gel se cargd 1 ul de
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ADN con 5 ul de azul de bromofenol. La electroforesis se corrio a 100 volts
durante 30 minutos y finalmente se observé en un transiluminador con luz UV. La
integridad del ADN se consider6 adecuada cuando su peso molecular fue mayor a
23,000 pares de bases (pb) (Fig. 9).

V.2.2C Andlisis del componente ancestral de casos y controles

Para descartar datos de asociacion falsos positivos debido a estratificacion
de la poblacién, se analizo la ancestria de la muestra incluyendo 10 AIMs. En la
determinacion de los genotipos se realizd la técnica de discriminacion alélica
usando sondas TagMan y el método fluorescente de la 5' exonucleasa (Applied
Biosystem Foster City, CA, USA). Las reacciones de PCR se llevaron acabo de
acuerdo a las especificaciones del proveedor (Applied Biosystem) y en un
termociclador en tiempo real 7900 HT (Applied Biosystem Foster City, CA, USA).
Los AIMs utilizados fueron: rs2814778, rs2065160, rs3340, rs2695, rs1800498,
rs2862, rs3830, rs3096, rs4884 y rs722098, los cuales se han validado en
pacientes mexicanos con otras patologias complejas (Martinez-Marignac y cols.,
2007; Villareal-Molina y cols., 2007).

V.2.2D Anadlisis de genes candidatos

En este andlisis se incluyeron 95 SNPs distribuidos en 29 genes candidato,
tales como: ADRB2, IL4, IL4R, IL10, IL12B, IL8, FCER1p, RANTES, PDCD1,
CTLA4, STAT4, STAT6, DPP10, CD14, VDR, TNFR1l, GATA3, TIMP1,
CHRM3, SPINK5, RAD50, CHRM1, FCRL3, GM-CSF2, CHRM2, TNF¢, IL13,
MMP9 y STAT1, los cuales codifican para proteinas involucradas en la regulacion
de procesos inmunes e inflamatorios, en la contraccion del musculo liso y en la

remodelacion de las VA.
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Fig. 9. Analisis de integridad de ADN. Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido
con bromuro de etidio. Carril 1: Marcador de peso molecular; carril 2-8: ADN
de pacientes.
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a) Disefio de oligonucleotidos y sondas especificas

Los oligonucleétidos para los andlisis de secuenciacion 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 reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
los primers hibridan con una secuencia especifica del templado de ADN. Si éste
contiene la secuencia polimérfica, la sonda TagMan también hibrida con su
secuencia homodloga. Durante la PCR, la AmpliTag Gold, que tiene actividad tanto
de ADN polimerasa como de exonucleasa 5’-3’, es capaz de digerir la sonda
marcada durante la amplificacién y liberar el colorante fluorescente de la accion
del “quencher”, de tal manera que dadas las condiciones de astringencia utilizadas
durante la reaccién, so6lo 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).

c) Validacion de SNPs mediante enzimas de restriccion

Dos de los polimorfismos localizados en el gen ADRA2 (Argl6Gly,
Glu27GIn) y en el gen IL4R (llel50Val), se validaron mediante fragmentos de
restriccion de longitud polimérfica (RFLPs). La amplificacion de las regiones
genéticas que contienen estos polimorfismos se llevd a cabo en un termociclador
9700 (Applied Biosystems Foster City, CA, USA). La reaccion se realizé con 50 ng
de ADN, 2nM de dNTPs, 2.5 pmoles de cada primer, 2U de AmpliTag Gold
polimerasa y 1.5 mM de MgCI2 y 1X de buffer (Applied Biosystem Foster City, CA,

42



Asma Y SNPS

Anadlisis de discriminacion 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 0 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 consistio 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°Cy
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 Ille50Val
respectivamente a una temperatura de incubacion de 37°C durante 12 hrs.
Posteriormente, se realizd una electroforesis con los productos de la digestion
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
finalizo, el gel se sumergié en una solucion al 15% de bromuro de etidio por
espacio de 10 min. Finalmente, se realizé la visualizacion de los productos
derivados de la restriccion y el registro fotografico en un fotodocumentador
(Upland, CA. USA).

V.2.2E Busqueda de nuevos SNPs

Para validar los datos derivados del estudio de discriminacion alélica en
aquellos SNPs que dieron evidencias de asociacion con asma y para identificar
nuevos polimorfismos en los genes CHRM2 y CHRM3 se realizé un analisis de
secuenciacion automatica (Fig. 11).

La secuenciacion de los genes CHRM2 y CHRMS3 incluyé sus regiones
codificantes y algunas bases aledafas localizadas en las regiones 5' y 3' UTRs.
Los pares de iniciadores utilizados fueron los descritos por Fenech y cols., (2001)
(Tabla 2) y se utilizé el kit Big Dye Terminator v3. Las condiciones de amplificacion
fueron: 50 ng de ADN genomico, 2.5 pmoles de cada iniciador, 2 mM de cada
.ANTP, 1 U de AmpliTaq Gold ADN Polimerasa, 1.5 mM de MgCI2 y 1X de buffer
(Applied Biosystems Foster City, CA, USA). El programa PCR incluyé un paso
inicial de desnaturalizacion a 95°C por 10 min, seguido de 35 ciclos que
consistieron cada uno en desnaturalizacion a 95°C por 20 seg, alineacion a 60°C

por 30 seg y extensién a 72°C por 30 seg. En el ultimo ciclo la extension se
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Secuenciacion automatica
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Fig. 11. Andlisis de secuenciacion automatica. Se realiza una PCR con dinucleotidos
(dNTPs) y dideoxinucleotidos (ddNTPs). Cuando los ddNTPs ( marcados con
fluorocromos) se integran a la cadena en crecimiento, se interrumpe la
replicacion del ADN. El producto de la PCR se somete a electroforésis capilar
y los resultados se analizan mediante un software.
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Tabla 2. Lista de primers para la secuenciacion de los genes CHRM2 y
CHRMS3.

Gen Primer Secuencia Producto Temperatura de
(pb) alineacion
CHRM2 1M2-F GAC ACA GTA ATC ATG CAG 572 60

IM2-R GCAGAT TCATAACTG AGG CAT

2M2-F CCCTCTACACTGTGATTG GT 521 60
2M2-R  ACT TGG AGAAAC GGG GTC

3M2-F GGATAAAGAAGG ACAAGAAGG 572 62
3M2-R AGT CAT CTT CAC AAT CTT GCG

4M2-F  AGT GGG GTC TTC AGG TCA 562 62
4M2-R CCTTTTATT CTT CTC AAG CTC

S5M2-F TGAAAAAGATAG AAG GTG GG 568 62
5M2-R  TAT GTC CCCATT GTATAG TG

CHRM3 1M3-F TTCAGCACC CTG TAATAG GC 525 60
IM3-R ATAATCAGATCG GCACAG GC
2M3-F  AAG ACG GTCAACAACTACTTC 464 60
2M3-R  GAG GAACTG AAT GAAGCACTC
3M3-F GTT GGAAAG AGAACT GTG CC 542 60
3M3-R GCT TGAGCACGATGG AGT AG
4M3-F AGGACATTG GCT CCGAGACG 588 60
4M3-R GAT GTAGCA CAG CCAGTAGC
5M3-F TGAACACCTTTT GTGACAGC 289 60
5M3-R AGG TCT GTG GGT TGATGT GT
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prolongo por 7 min. La PCR se realizé en un termociclador GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems Foster City, CA, USA).

Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 2.5%, se
purificaron utilizando el kit QIAquick PCR bajo las condiciones establecidas por el
proveedor (QUIAGEN) y se cuantificaron mediante espectrometria. La
secuenciacion se llevd acabo con el Kit ADN Sequencing Kit con Big Dye
Terminator en un secuenciador automatico ABI PRISM 3100 ADN (Applied
Biosystems Foster City, CA, USA). Las secuencias obtenidas se compararon con
las descritas en la base electronica de datos NCBI:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi.

V.2.2F Busqueda de nuevos genes candidato

Para la busqueda de nuevos genes candidato se utiliz6 el andlisis de
microarreglos. La infraestructura de Affymetrix SNP Array 6.0, incluye 1.8 millones
de sondas para identificar alrededor de un millon de SNPs (906,600) y
aproximadamente 950 mil sondas para detectar CNVs. En estos microarreglos, las
sondas estan ordenadas y unidas a una superficie sélida de silice, a la cual se
hibrida el ADN problema marcado con un fluorocromo. La presencia de los
polimorfismos se detecta en un sistema automatizado (Fig. 12). Para este analisis
se utilizaron 250 ng de ADN gendmico de 130 casos y 120 controles. ElI ADN fue
digerido con las enzimas de restriccion Hindlll y Xbal. Los productos de la
restriccién, fueron sometidos a amplificacion en presencia de un fluorocromo
mediante PCR utilizando oligonucle6tidos que reconocen los sitios de restriccion
de cada enzima. Posteriormente se llevd a cabo el andlisis de la emision de
fluorescencia. La técnica se realiz6 bajo las especificaciones del proveedor
(Affymetrix Inc) (GeneChip® Mapping 500K Assay Manual).
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Fig. 12. Analisis de Microarreglos. EI ADN de interés es digerido con enzimas de

restriccion, se somete a amplificacion, se marca con un fluorocromo, se
realiza una reaccién de hibridacién y se analiza en un escaner
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V.2.3 Analisis de resultados e interpretacion de datos

La asignacion alélica tanto de casos y controles se realizd6 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 determind 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 evaluacion 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/hwal). 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 asociacién simulando 2
poblaciones. Por otra parte, los microarreglos fueron analizados con los
programas Genotyping Console (Affymetrix® Genotyping Console™ Software) y
Helix Tree, este dUltimo implementado en el programa GOLDEN HELIX
(http://www.goldenhelix.com/SNP_Variation/index.html).
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VI. RESULTADOS

VI.1 POBLACION DE ESTUDIO

Se estudiaron un total de 240 pacientes no relacionados con diagndstico
clinico de asma antes de los 17 afios de edad. De estos 156 (65%) fueron
masculinos y 84 (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.

VI.2. ANALISIS GENETICO

VI.2.1 Analisis del componente ancestral de casos y controles

El analisis de los 10 AIMs, mostr6 diferencias significativas entre casos y
controles solamente en la distribucion de alelo A del SNPs rs3340, (42.1 vs 37.6
respectivamente, p=0.0169). Cabe sefalar que este resultado puede ser explicado
porque el marcador rs3340 se localiza en la region cromosomica 5933, aledafio a
los loci de por lo menos 6 genes que han mostrado evidencias de asociacion con
asma.

Por otro lado, el andlisis comparativo de las frecuencias alélicas de los AIMs
obtenidas en este estudio con las reportadas por el proyecto internacional del

HapMap (http://www.hapmap.org/), confirm6é la presencia de una gran

heterogeneidad genética en la poblacion analizada (Fig. 13).

VI.2.2 Analisis de genes candidato

La distribucién de los genotipos de los 93 SNPs localizados en 29 genes
candidato que se incluyeron en el analisis de asociacion, se encontraron en HWE,
excepto para el SNP rs4526098 (RAD50).
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entre poblaciones reportadas en el HAPMAP y la mestiza mexicana analizada
en este estudio.
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VI.2.2A Genes no asociados a asma en la poblacion mexicana

Una vez que se corroboro la ausencia de estratificacion en las poblaciones
de estudio, se procedié al andlisis de discriminacion alélica en genes candidato
para asma. En la tabla 3 se muestran las frecuencias de polimorfismos localizados
en los genes IL4, IL4R, IL10, IL12B, 1L18, FCER1pS, RANTES, CTLA4, STAT4,
STAT6, DPP10, CD14, VDR, TNFR1, TIMP1, SPINK5, RAD50, CHRM1, FCRL3 y
GM-CSF2, en donde el andlisis de las frecuencias alélicas y genotipicas no
revelaron diferencias significativas entre pacientes y controles. Cabe aclarar que
aunque el alelo G del SNP rs945636 (FCRL3) se encontré en menor frecuencia en
casos que en controles (44.3 vs 49.6, OR 0.79 IC 0.63-1, p=0.047) y el alelo C del
SNP rs1469149 (GM-CSF2) mostré una frecuencia mas elevada en el grupo de
pacientes (20.1 vs 15.7, OR 1.35 IC 1-1.83, p=0.042), en ambos casos, la
significancia estadistica se perdi6 después del andlisis de correccion de

Bonferroni, por lo que no se consideraron asociados a la enfermedad.

VI.2.2B Genes asociados al asma en poblacién mexicana

En este analisis, se identificaron SNPs que confieren susceptibilidad a asma
en 9 genes, reportdndose por primera vez asociacion entre CHRM2, STAT1,
GATA3, PDCD1, ADRf2 y CHRM3 y esta entidad. Frecuentemente, ADRf2 se ha
asociado a gravedad y respuesta a tratamiento, en el presente estudio se
documenta que el genotipo Glu27/Glu27 es un factor genético de riesgo a asma.

a) Genes nuevos

i) Receptor de acetilcolina M2: CHRM2

Para el analisis del gen CHRM2 se analizaron 7 SNPs (rs8191992 A/T,
rs978437 GI/A, rs1456858 A/G, rs1824024 GI/T, rs324640 G/A, rs324650 A/T,
rs6962027 A/T) localizados en intrones o regiones UTRs (Fig. 14a). El analisis

comparativo de las frecuencias alélicas y genotipicas entre casos y controles,
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Tabla 3. Genes y polimorfismos que no mostraron asociaciéon con
susceptibilidad a padecer asma.

Gen SNP Alelo menor Frecuencia del alelo menor P
Controles Casos
IL4 rs2243250 C 48.4 50.0 0.594
rs2070874 C 471 49.1 0.503
rs4986964 C 0.001 0.001 --
IL4AR rs1805010 G 51.5 449 0.2771
rs1805015 C 14 16 0.6678
rs1801275 A 30.5 33.8 0.4821
IL10 rs1800896 C 21.8 16.1 0.1935
rs1800871 G 42.8 37.5 0.3305
IL12B rs6870828 C 39.3 33.3 0.19
rs3181217 T 36.6 35.2 0.8319
IL18 rs4073 T 31.3 33.7 0.42
FCERIB rs535630 T 0.05 0 1.0
rs569108 C 1.1 1.7 0.7075
rs502581 C 24.3 17.4 0.0797
rs6870828 T 39.2 33.3 0.1914
RANTES rs2107538 C 33.7 37.3 0.4979
rs1800825 C 1.8 1.2 0.48
rs2306630 C 0 0 -
CTLA4 rs3087243 A 42.6 445 0.68
STAT4 rs30248866 T 15.4 12.7 0.6912
rs3024898 A 3.2 2.6 0.4093
STAT6 rs3001428 C 11 0.3 0.1635
rs2598483 T 51 6.7 0.1635
rs4559 A 40.9 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
DPP10 rs2053724 C 14.8 15.02 0.92
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

53



Tabla 3. (Cont.)

_Jiménez-Morales Silvia

VDR
CD14

TIMP1

SPINKS

RADS0

CHRM1
FCRL3

GM-CSF2

Fok
rs2228049

rs4898
rs1062849
rs5953060

rs4349706
rs3777134

rs4526098
rs11209026

rs11605665

rs7528684
rs1126479
rs945636

rs3761959

rs1469149
-130

> >

> OO0 O00

OGO 41046 H

50.58

37
37

21.0
20.6

1.0
1.9

13.2

49.6
23.7
49.3
48.7

15.7
25.0

44.18

45
45

21.5
21.3

1.8
2.7

12.4

44.3
23.5
43.6
43.9

20.1
23.8

0.14

0.110
0.104

0.8559
0.8295

0.2314
0.3145

0.71

0.60
0.949
0.047

0.0911

0.042
0.6411

54



Asma Y SNPS

547644 16858 mIBM0M g R0 R0 AT

Block 1 (29 kb) Block 2 (4 kby  |Block 3 (0 kb)
1 2 4 5 A 6 7

Fig. 14. Gen CHRMZ2. 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 >90.
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revelé una fuerte evidencia de asociaciéon con los 7 SNPs de este gen. En todos
estos polimorfismos, la frecuencia del alelo menor fue més alta en los casos que
en los controles y se identificé 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).

Por otro lado, el analisis de genotipos para determinar el modelo bajo el que
estos polimorfismos influencian el desarrollo del asma mostré6 que en poblacion
femenina, a excepcion del rs8191992 los SNPs asociados incrementan el OR
significativamente en estado homocigoto (rs978437 AA: OR 3.01 IC 95% 1.23-
7.38, p= 0.01; rs1455858 GG: OR 3.11, 95% IC 1.22-7.89, p= 0.01 y rs6962027
TT: OR 3.38, 95% IC 95% 1.1-10.35, p= 0.025) incluyendo el genotipo TT del
rs1824024 (2.83, 95% IC 1.1-7.29, p= 0.02). Mientras que en la poblacién
masculina las diferencias significativas se detectan en estado heterocigoto
(rs324650 AT: OR 2.12, 95% IC 1.36-3.27, p= 0.0007 y rs8191992 TA: OR 2.15,
95% IC 1.4-3.32, p= 0.0004), incluyendo el genotipo AG del rs324640 (OR 1.86,
95% IC 1.2-2.88, p= 0.004).

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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Tabla 4. Analisis comparativo entre casos y controles de alelos del gen

CHRM2.
SNP Region  Alelo MAF OR[95% IC] P P*
de mayor/ “Contr. Casos
CHRM2 menor
rs978437 intron 3 G/A 0.31 0.38 1.34[1.05-1.6] 0.01 0.08
rs1455858 intron 3 AIG 0.31 0.38 1.35[1.06-1.71] 0.01 0.08
rs1824024 intron 4 GIT 0.31 0.37 1.32[1.04-1.68] 0.02 0.18
rs324640 intron 5 G/A 0.21 0.28 1.38 [1.42-1.94] 0.001 0.04
rs324650 intron 5 AIT 0.22 0.30 1.49[1.15-1.9] 0.001 0.03
rs8191992 3'UTR AIT 0.22 0.30 1.52[1.18-1.97] 0.0001 0.001
rs6962027 3'UTR AIT 0.22 0.32 1.63[1.26-2.1] 0.001 0.01

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.

Tabla 5. Andlisis comparativo de alelos del gen CHRM2 entre géneros.

SNP Masculino OR[95% IC] P Femenino OR[95% IC] P
MAF MAF
Cont. Casos Cont. Casos
rs978437 0.33 0.39 1.3[0.95-1.77] 0.08 0.27 0.36 1.47 [0.98-2.2] 0.05
rs1455858 0.33  0.39 1.29[0.95-1.76] 0.09 027 0.35 1.47[0.98-2.2] 0.05
rs1824024 0.33  0.37 1.28[0.94-1.74] 0.1 0.27 035  1.4[0.93-2.12] 0.09
rs324640 0.22 0.31 1.63[1.17-2.29] 0.01 0.2 0.23 1.18[0.74-1.89] 0.46
rs324650 023  0.34 1.71[1.23-2.38] 0.0009 0.2 0.23 1.18[0.74-1.88] 041
rs8191992 0.23  0.31 1.49[1.06-2.08] 0.02 0.2 0.29  1.63[1.04-2.25] 0.02

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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bloques con un valor de D" >90 (Fig. 14b). La distribucion del haplotipo AGTATTT
que contiene los alelos de riesgo mostro diferencias estadisticamente significativas
entre casos y controles (controles: 16% vs casos: 21%, p= 0.02) y un OR de 1.42
(95% IC 1.05-1.91), significancia que se perdié después de un analisis con
100,000 permutaciones (Tabla 6).

i) Factor transductor de sefiales y activador de la transcripcién 1: STAT1

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

En el andlisis de haplotipos se encontr6 que los SNPs asociados estaban
contenidos en bloques diferentes (Fig.15b). ElI primer bloque lo conformaron el
SNP rs2280234, rs3088307, rs13395505 y rs1914408; mientras que el segundo
bloque incluy6 a los SNPs rs2030171, rs2280232 y rs13005843, ambos con un
valor de D> 80%. La distribucion entre casos y controles de los dos haplotipos
mostraron diferencias estadisticamente significativas. El haplotipo GGGT
conformado por los alelos ancestrales del primer bloqgue mostré un OR de
proteccion (OR 0.78 95% IC 0.61-0.98, p= 0.0238); mientras que el haplotipo
GCGQC, el cual contenia el alelo de riesgo del rs2030171 revelé 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 Unicamente 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
poblacién femenina y masculina. En ambos casos se detectaron dos blogues de

haplotipos pero la conformacién de bloque 1 en el grupo de hombres incluy6 4
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Tabla 6 Analisis comparativo entre casos y controles de haplotipos del gen

CHRM2.

Haplotipo Frecuencia OR[95% IC] P p*

(rs978437, rs1455858,

11824024, rs324640,

15324650, rsg101902,  controles  Casos
rs6962027)
GAGGAAA 0.63 0.55 0.71[0.56-0.9] 0.001 0.01
AGTATTT 0.16 021  1.42[1.05-1.91] 0.02 0.12
AGTGAAA 0.1 009  2.26[0.88-5.85] 0.47 0.99
GAGATTT 0.02 004  1.84[0.75-4.51] 0.13 0.77
AGTGATT 0.01 003  1.49[0.73-3.04] 0.11 0.63
AGTATAA 0.01 003  0.87[0.58-1.31] 0.08 0.43

Haplotipos con frecuencias < 0.01 no se muestran; OR: Odds ratio; IC: Intervalo de
confianza; P*: valores de p después de 100,000 permutaciones. La letra negrita muestra

los valores con significancia estadistica.
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151467199 1$13005843 152280234 513399505
1$2030171 152280232 1914408 153088307

Elock 1 (2 kb)
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F2

Fig. 15. Gen STATL. a) Estructura del gen y localizacién 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. Anélisis comparativo entre casos y controles de SNPs en el gen

STATL.

SNP Region de Alelo MAF OR[95% IC] P p*
STAT1 mayor/
menor Contr. Casos
rs3088307 3'UTR G/IC 0.24 0.28 1.32[0.96-1.83] 0.075 0.650
rs13395505 intrén 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[0.641.53] 0.954 1.000
rs2280234 intrén 15 TIC 0.25 0.31 1.17 [1.0-1.36] 0.036  0.404
rs2280232  intron 14 TIG 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 formd 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 poblacibn 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 realiz6 el andlisis con 100,000 permutaciones. No se
detectaron diferencias entre los grupos de mujeres.

iif) Genes ADRB2, GATA3, PDCD1 y CHRM3.

Una observacion interesante en los genes ADRS2, GATA3, CHMR3 vy
PDCD1 es que el andlisis comparativo entre casos y controles de los alelos de
riesgo de los SNPs rs1042714 (ADRf2), rs1269486 (GATA3) y rs10204525
(PDCD1) no revelé diferencias significativas. Sin embargo, cuando se compararon
los genotipos entre casos y controles, se observd asociacion de estos con asma.
Los genotipos homocigotos Glu27 del gen ADRA2 y rs1269486A de GATA3
mostraron ORs muy elevados para la susceptibilidad al asma (4.37, 95% IC
1.206-15.9, p= 0.01529; 5.04, 95% IC 1.21-24.17, p= 0.00870, respectivamente),
mientras que para el genotipo AA del SNPs rs10204525 (PDCD1), este riesgo fue
de 2.39 (95% IC 1.12-5.23, p= 0.022). En lo que respecta al gen CHRM3, el
haplotipo AGACTTC, el cual contiene todos los alelos de riesgo, confirié un
OR de 2.24 (1.04-4.85, p=0.0288).

b) Genes asociados a asma en poblacion mexicana y en otras poblaciones
En este analisis se confirmé la asociacion entre SNPs localizados en los

genes TNFa, IL13 y MMP9, como previamente se habia descrito en otras
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poblaciones

1) Factor de necrosis tumoral alfa: TNFa

Cuando se compararon las frecuencias de los polimorfismos -308G/A
(rs1800629) y -238G/A (rs361525) entre los grupos de estudio incluidos en esta
tesis, se encontré una mayor frecuencia del alelo -308A en pacientes asméaticos
comparado con los controles (6.0 vs 2.9% respectivamente, OR= 2.32, 95% IC
1.28-4.2, p= 0.002), sugiriendo que el alelo A de este polimorfismo tiene un papel
en la susceptibilidad para desarrollar asma (Tabla 8).

La significancia estadistica de los hallazgos en el SNP -308G/A se mantuvo
después de ajustar el andlisis por 100,000 permutaciones (OR: 2.38, 95% IC 1.65-
3.38, p= 0.0143). El genotipo homocigoto AA para este SNP estuvo ausente en los
490 los individuos analizados, por lo que no fue posible evaluar su participacién en
la susceptibilidad a asma en estado homocigoto.

Por otra parte, no se observé evidencia de asociacion del SNP-238 G/A con
asma (OR: 1.14 IC 0.63-2.06, p= 0.69). El genotipo homocigoto para este SNP fue
detectado s6lo en un caso y un control.

El andlisis de estratificacion por género, revelo al alelo -308A como un
factor de riesgo para desarrollar asma Unicamente en mujeres (OR= 4.04, 95% IC
1.55-10.73, p= 0.0009). ElI polimorfismo -238G/A (rs1800629) no mostré
asociacion con asma en ningun género (Tabla 9).

Las frecuencias alélicas de los polimorfismos -308G/A y -238G/A
documentadas en el grupo de controles sanos fue similar a la reportada por otros
grupos para la poblacion mexicana (Zufiiga y cols., 2001, Rodriguez-Carre6n y
cols., 2005). Sin embargo, las frecuencias del alelo -308A difieren
significativamente de aquellas obtenidas para otras poblaciones como USA, ltalia,
Espafa; Korea, India, Gambia, etc., (Jiménez-Morales y cols., 2009).
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Tabla 8. Anélisis comparativo entre casos y controles de SNPs en el gen
TNFa.

SNP MAF OR [95%IC] p* Ajustado por ancestria
Poblacién OR [95%Cl] P

-308

Controles 0.29

Casos 0.6 2.32[1.28-4.20] 0.002* 2.38[1.65-3.38] 0.0143
-238

Controles 0.04

Casos 0.05 1.14 [0.63-2.06] 0.69 1.42 [0.96-2.10] 0.40

MAF: frecuencia del alelo menor, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza, *: se mantiene
la P significativa después de la correccion por Bonferroni (p= 0.004), P** valores

ajustados por ancestria usando un modelo dominante. La letra negrita muestra los valores
con significancia estadistica.

Tabla 9. Anédlisis comparativo del alelo TNF-a-308A entre géneros.

Género Poblacién MAF OR 95%ClI P
Femenino Controles 0.02
Casos 0.078 4.16[ 1.58 - 11.23] 0.0008
Masculino Controles 0.04
Casos 0.06 1.53[0.71- 3.29] 0.23

MAF: frecuencia del alelo menor, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza, P: valores de

p con respecto al alelo menor. La letra negrita muestra los valores con significancia
estadistica.
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ii) Interleucina 13: 1L13

En este gen se realizd el andlisis de cuatro polimorfismos, dos de ellos
localizados en la region 5"UTR (rs1881457 A/C, rs1800925 C/T) y los otros dos en
la region codificante (rs20541 T/C y rs1295685 T/C) (Fig. 16). Los polimorfismos
rs1881457 y rs1800925 se encontraron en estrecho LD (D> 90), por lo que la
distribucion de sus genotipos fue muy similar. Los alelos C y T de ambos SNPs
mostraron una mayor frecuencia en casos comparado con los controles
(rs1881457: p= 0.009, OR 1.38, 95% IC 1.07-1.7; rs1800925: p= 0.05, OR 1.32,
95% IC 1.02-1.7) (Tabla 10). El analisis de genotipo mostré que el alelo C del
rs1881457 en estado homocigoto incrementa el riesgo a asma (OR 2.02, 95% IC
1.1-3.73, p= 0.018) (Tabla 11). Por otro lado, aunque los alelos C de los SNPs
rs20541 y rs1295685 también se encontraron con mayor proporcion en casos que
en controles, las diferencias es su distribucion no fueron estadisticamente
significativas (rs20541: 39 vs 36, p= 0.22 y rs1295685: 40 vs 36, p= 0.16,
respectivamente). Al estratificar por género ninguno de los 4 SNPs reveld
asociacion con asma.

El analisis de haplotipos incluyendo todos los SNPs de IL13 permitid
identificar 8 haplotipos con una frecuencia mayor al 1%, de los cuales 6 mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre casos y controles (ACCC: p= 0.02,
CTTT: p= 0.04, ACCT: p= 6.60E-007, ACTC: 1.00E-004, CTCC: p=0.0025y CTTC:
p= 0.004), aunque Unicamente los ultimos cuatro mantuvieron esta significancia
después del analisis con 100,000 permutaciones. De estos, tres haplotipos
confirieron proteccién a asma (ACCT: OR= 0.1, 95% IC 0.02-0.42, p= 0.00001;
ACTC: OR= 0.01, 95% IC 0.02-0.438, p= 0.001 y el CTCT. OR= 0.17, 95% IC
0.03-0.73, p= 0.025), mientras que el haplotipo que contenia todos los alelos de
riesgo, CTCC, evidencié un OR de 3.05 (95% IC 1.41-6.69) (Tabla 12). Asi mismo,
el andlisis de LD mostré que estos SNPs se segregan en dos bloques (LD> a

80%), uno conformado por los SNPs localizados en la region 5'UTR (rs1881457,
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O

rs1881457  rs1800925  rs20541  rs1295685

Block 1 {0 ki Block 2 {0 ki
1

Figura 16. Gen IL13: 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 dos bloques con LD >80.
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Tabla 10. Analisis comparativo entre casos y controles de SNPs en el gen
IL13.

SNP Region Alelo MAF OR[95% IC] P p*

de mayor/

Contr. Casos
IL13 menor

rs1881457 5'UTR AIC 0.25 0.32 1.38[1.07-1.7] 0.009 0.050
rs1800925 5'UTR CIT 0.26 0.31 1.32[1.02-1.7] 0.025 0.138
rs20541 exon 4 T/IC 0.36 0.39 1.32[1.04-1.68] 0.22 0.84
rs1295685 3'UTR CIT 0.36 0.4 1.38 [1.42-1.94] 0.16 0.72

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.

Tabla 11. Analisis del SNP rs1881457 en el gen IL13.

rs1881457 Frecuencia OR [95% IC] P
Controles Casos

Genotipo

0.56 0.46
ﬁé 0.38 0.44 0.03
ac 0.06 0.10

AAVS AC 1.35[0.097-1.88]  0.074

AA Vs CC 2.02[1.11-3.73] 0.018

OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza, La letra negrita muestra los valores con
significancia estadistica.
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Tabla 12. Andlisis comparativo entre casos y controles de haplotipos del gen
IL13.

Haplotipo Frecuencia OR[95% IC] P p*
(I'Sl881457, rs1800925, Controles Casos
rs20541, rs1295685)

ACTT 0.36 0.33  0.85[0.67-1.09] 0.17 0.75
ACCC 0.27 032  1.29[1.01-1.66] 0.02 0.2
CTTT 0.2 0.25  1.40[1.07-1.83] 0.04 0.23
ACCT 0.06 0.004  0.1[0.02-0.42] 6.60E-007 1.00E-005
ACTC 0.04 0.004  0.1[0.02-0.43] 1.00E-004  0.001
cTCC 0.01 0.04  3.05[1.41-6.69]  0.002 0.01
CTCT 0.02 0.003 0.17[0.03-0.73]  0.004 0.025
ATCC 0.01 0.01  1.34[0.41-4.27] 0.61 0.99

Haplotipos con frecuencias < 0.01 no se muestran; OR: Odds ratio; IC: Intervalo de
confianza; P*: valores de p después de 100,000 permutaciones. La letra negrita muestra
los valores con significancia estadistica.
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rs2274755 y rs1800925) y el otro por los SNPs localizados en la region codificante
(rs20541, rs1295685) (Fig. 16b). Asi mismo, el haplotipo CC del bloque 1, que
contiene el alelo de riesgo del SNP rs1881457 y el alelo ancestral de rs1800925,
fue identificado como de alto riesgo (OR: 6.04, 95% IC 1.53-27.76, p= 0.0022).
Con respecto al bloque 2, el haplotipo que contiene los alelos de riesgo de
los SNPs rs20541 y rs1295685 (CC), confiere un OR de 1.53 (95% IC 1.2-1.95 ,
p= 0.004), mientras los haplotipos que contienen un alelo ancestral y uno de
riesgo (TC o CT), los cuales se presentaron en mayor proporcion en controles que
en casos (7% vs 1% y 7% vs 0.05%, respectivamente) mostraron un efecto
protector (TC: OR 0.17, 95% IC 0.07-0.42, p= 0.0001 y CT: OR: 0.06, 95% IC 0.01-
0.24 p= 0.00001, respectivamente), aun después de corregir los datos con

100,000 permutaciones.

iii) Metaloproteasa 9: MMP9

El analisis de los SNPs rs3918247 T/C, rs25650 G/C, rs2274755 GIT,
rsl7576 A/G, rs6017725 T/C, rs6104428 A/IG y rs2274756 G/A reveld que los
polimorfismos rs25650, rs6017725 y rs6104428 no fueron polimorficos en las
muestras analizadas, dado que no se detectd el alelo de riesgo en ninguno de los
690 individuos analizados. Cuando se compararon las frecuencias alélicas de los
cuatro SNPs polimorficos rs3918247, rs2274755, rs17576 y rs2274756 entre
casos Yy controles, tres de ellos mostraron diferencias estadisticamente
significativas, sugiriendo que estos se encuentran asociados a la susceptibilidad
para desarrollar asma con un OR de 1.43 para el rs3918247 (95% IC 0.97-2.1,
p=0.05), de 2.39 para el rs2274755 (95% IC 1.3-4.41, p= 0.002) y 2.32 para el
rs2274756 (95% IC 1.26-4.24, p=0.003). Unicamente los dos ultimos SNPs
permanecieron con diferencias significativas entre casos y controles después del

analisis con 100,000 permutaciones (p= 0.03 para ambos) (Tabla 13).

El analisis de haplotipos mostr6é un fuerte LD entre los 4 SNPs informativos
(D">94) (Fig. 17b), de hecho este fue del 100% (r’=1) entre los polimorfismos
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MMPO.
SNP Region  Alelo MAF OR[95% IC] P p*
de mayor/
MMP9  menor contr. Casos

rs3918247 5'UTR T/IC 0.2 0.26 1.43[0.97-2.1] 0.05 0.26
rs25650 exon 3 G/C 0 0 - -- -
rs2274755 intrén 4 GIT 0.05 0.11 2.39 [1.3-4.41] 0.002 0.03
rs17576 exon 6 AIG 0.24 0.4 1.36 [0.92-2.01] 0.11 0.48
rs6017725 exén9 T/IC 0 0 - - -
rs6104428 exon 11 AIG 0 0 - - -
rs2274756 exbn 12 G/A 0.05 0.11  2.32[1.26-4.24] 0.003 0.03

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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1525650 156017725 156104428

183918247 182274755 1817576 182274756
b)

Elock 1 (4 kb

1 3

Figura 17. Gen MMP9: a) Estructura del gen y localizacién de SNPs incluidos es este
estudio. Los exones son representados por cuadros. b) valores de
desequilibrio de ligamiento (LD) entre los SNPs analizados. Se identifica un
bloque con LD >90.
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rs2274755 y el rs2274756. Asi mismo, en la poblacion analizada, Unicamente se
documentaron tres haplotipos con frecuencias mayores a 1%: TGAG, CGGG vy
CTGA. El haplotipo CTGA, el cual contiene todos los alelos de riesgo, se presento
en mayor proporcion en el grupo de pacientes que en los controles (10% vs 4%,
p=0.001), lo que sugiere que este haplotipo confiere riesgo para desarrollar asma
(OR 2.59, 95% IC 1.39-4.81, p=0.0009). Después del analisis con 100,000
permutaciones se mantuvo la significancia estadistica para el haplotipo de riesgo
(p=0.002) (Tabla 14).

VI.2.3 Identificacion de nuevos polimorfismos.

La busqueda de nuevos SNPs se realizé en las regiones codificantes de
los genes CHRM2 y CHRM3 mediante secuenciacion automatica. En las bases de

datos electrénicas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/), se reportan cuatro SNPs en

CHRM2 y dos en CHRMS, localizados en sus regiones codificantes. En este
analisis no se identificaron polimorfismos para ambos genes en 200 individuos
analizados (100 casos y 100 controles), Unicamente documentamos la presencia
del SNP rs8191992 T/A, el cual se localiza dentro de la region 3'UTR (Fenech y
cols., 2001) (Fig. 18)

VI.2.4 Identificacién de nuevos genes candidato

Para la identificacion de genes nuevos candidato se analizaron un total de
250 individuos, 130 casos y 120 controles mediante microarreglos (Affy V6.0) (Fig.
19), obteniendo una eficiencia de genotipificaciéon (call rate) >95%. Durante el
analisis de datos se incluyeron so6lo aquellos marcadores en los que se obtuvo
confiabilidad en al menos el 95% de los genotipos, se encontrd una distribucion de
los genotipos en HWE en los controles (p< 10E-8) y cuyos alelos menores
estuvieron en una frecuencia >0.01. Después de aplicar estos filtros de calidad,

780,000 SNPs fueron utiles para el estudio de asociacién. En el analisis bajo un
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Tabla 14. Anélisis comparativo entre casos y controles de haplotipos del gen
MMP9.

Haplotipo Frecuencia OR[95% IC] P p*
(rs3918247, rs2274755,
rs17576, rs2274756)

Controles Casos

TGAG 0.79 0.73 0.7 [0.48-1.0] 0.05 0.25
CGGG 0.15 0.14 0.95[0.59 -1.5] 0.74 0.999
CTGA 0.04 0.1 2.59[1.39-4.81] 0.001 0.027

Haplotipos con frecuencias < 0.01 no se muestran; OR: Odds ratio; IC: Intervalo de
confianza; P*: valores de p después de 100,000 permutaciones. La letra negrita muestra
los valores con significancia estadistica.
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Fig. 18. SNP rs8191992. Electroferograma de la secuenciacién de un paciente
heterocigoto A/T.
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modelo aditivo, un total de 17 SNPs mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre casos y controles (p< 9.3262E-6). Cuatro de estos SNPs se
localizan en el cromosoma 5g23.3 y sugieren al gen ADAMTS19 (del inglés a
Disintegrin and metalloproteinase domain, with thrombospondin type-1 modules)
como un gen candidato para asma (Tabla 15), cabe mencionar que este patron
también se detectdé cuando se realizd el andlisis bajo un modelo dominante. Asi
mismo, el modelo recesivo arrojo diferencias estadisticamente significativas (p<
9.61 x10-6) en la distribucion de 6 polimorfismos ubicados en la region 11924.2,
tres de los cuales se localizan en el gen ETS1 (del inglés v-ets erythroblastosis

virus E26 oncogene homolog 1).

En resumen, en la presente tesis se analizaron 29 genes candidato, de los
cuales variantes alélicas en nueve de ellos presentaron asociacion con asma.
Cinco de estos genes (CHRM2, STAT1, PDCD1, ADRB2 y CHRM3) se identifican
por primera vez como factores de riesgo para a desarrollar la enfermedad y se
replicaron los resultados descritos en otras poblaciones para los genes TNF¢, 1L13
y MMP9. Asi mismo, mediante el analisis de microarreglos se identificaron dos

potenciales genes candidato para asma (ADAMT19 y ETS1).
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Tabla 15. SNPs que mostraron diferencias estadisticamente significativas en
el andlisis de microarreglos.

Modelo Cromosoma Citobanda rs Gen P

Aditivo 5 g23.3 rs12513998 ? 3.97E-007
rs13153828 ADMATS19  5.26E-007
rs15514002 ADAMTS19  2.86E-007

rs17618197 ISOC1 4.08E-007
Recesivo 11 q24.2 rs1893167 ? 5.61E-007
rs6590290 ? 2.14E-006
rs4497423 ETS1 2.14E-006
rs1940745 ETS1 2.14E -006
rs7116628 ? 2.26E-006
rs10873215 RAD51L 8.31E-006
rs12795392 ETS1 9.61E -006

ADAMTS19: Disintegrina y metalloproteinasa con un dominio de trombospodina 19, ETS1:
homodlogo 1 del oncogen E26 del virus v-ets de erythroblastosis, ISOC1: del inglés
“isochorismatase domain containing 1", RAD51L: parecido al homoélogo RAD51 (RecA
homolog, E. coli)
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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 patologicos 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 IL4, IL4R, IL5, IL9, I1L13,
IL13R, TNF, etc., asi como proteinas liberadas por eosindéfilos y mastocitos, las
cuales inducen la broncodilatacion y vasoconstriccion de las VA, juegan un papel
fundamental en el establecimiento y progresién 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 méas 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 poblacién (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 tamafios
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.

En el presente trabajo se muestra un analisis extenso de asociacion de
SNPs localizados en genes que participan en la regulaciéon de los procesos
inflamatorios e inmunes (IL4, IL4R, IL13, TNF¢, 1L10, IL12B, IL18, FCER1p,
RANTES, PDCD1, CTLA4, STAT1, STAT4, STAT6, DPP10, TNFR1, CD14, VDR,
SPINK5, RAD50, GATA3, FCRL3 y GM-CSF2), en la contraccion del musculo liso
(CHRM1, CHRM2, CHRM3 y ADRB2) y en la remodelacion de tejido (MMP9 y
TIMPL).

Debido a que la distribucion de algunos polimorfismos puede variar
dependiendo del origen étnico de las poblaciones y dada la diversidad en la
composicion racial que caracteriza a la poblacibn mexicana, el andlisis de
ancestria en nuestra muestra fue fundamental. En este estudio se incluyeron 10
AlIMs para descartar estratificacion de la poblacion, los cuales fueron validados
previamente en estudios de asociacion en pacientes mexicanos con diabetes
mellitus tipo 2 (Martinez-Marignac y cols., 2007; Villarreal-Molina y cols., 2007).
Los resultados derivados de este analisis, mostraron frecuencias similares entre
casos y controles en nueve de los AIMs incluidos, evidenciando que las
poblaciones analizadas en este trabajo tenian un origen étnico similar y por lo
tanto se descartd la presencia de falsas asociaciones por estratificacion de la
muestra. A diferencia de las poblaciones cuacasica, africana y asiatica incluidas en
el proyecto del HapMap Internacional, el andlisis de ancestria en las muestras de
estudio no reveld ningin marcador ancestral caracteristico (Fig. 13), lo que
sustenta observaciones previas sobre la gran heterogeneidad genética de la
poblaciébn mexicana derivada de la mezcla de razas, donde los genes nativos
americanos contribuyen en el 51%, los europeos con el 45.4% y los africanos con
el 3.7% (Linsker, 1998; Choudhry y cols., 2006). Cabe sefalar que en los analisis
de ancestria, es una observacion frecuente encontrar diferencias significativas en
la distribucion de alelos de algunos AlMs, como fue el caso del marcador rs3340

(p= 0.0169) en la poblacién de estudio; de hecho este abordaje ha sido utilizado
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para la identificacion de nuevos genes candidato. De manera interesante, el SNP
rs3340 se localiza en el intron 2 del gen que codifica para la proteina semejante a
la proteina asociada alfa-Sin3A (SAP30L), que se expresa abundantemente en
tejidos de origen hematopoyeético y del que se derivan las células implicadas en los
procesos inflamatorios e inmunes (Viiri y cols., 2006). Ademas, aunque se conoce
poco de la funciébn de SAP30L, se propone que tanto esta proteina como SAP30
por su actividad de desacetilasas de histonas, regulan los procesos de
transcripcion de varios genes (Viiri y cols., 2009). Sin embargo antes de sugerir a
SAP30L como nuevo gen candidato es asma, es necesario considerar que el SNP
rs3340 puede estar en LD con SNPs localizados en genes aledafios. De hecho, en
el locus de SAP30L, 5031, se encuentran los loci de por lo menos 7 genes que
han dado evidencias de asociacion con asma en mas de cinco estudios
independientes, como 1L13, IL4, CD14, SPINK5, ADRB2, HAVCR1 y LTC45
(Vercelli, 2008). Cualquier, hipotesis debe ser confirmada mediante el andlisis de
otros SNPs del gen SAPL30 y la construccion de haplotipos entre éstos y SNPs
localizados en genes aledafios.

Para determinar si SNPs en genes que previamente se han asociado a asma
en otras poblaciones o cuyos productos tienen una funcién relevante en el sistema
inmune son factores de riesgo genético en la poblacion mestiza mexicana, se
realiz6 un estudio de asociacion de casos y controles donde se incluyeron 93
SNPs localizados en 29 genes candidato. Los SNPs seleccionados fueron algunos
que habian documentado asociacion con asma en otras poblaciones y otros que
se localizan en genes que han dado evidencia (usando ratones knockout o
evaluando su expresion en esputo de pacientes asmaticos) de tener implicaciones
importantes en la patogénesis de la enfermedad. Asi mismo, para identificar
nuevos SNPs y nuevos genes involucrados en el desarrollo de esta entidad,
realizamos un analisis de secuenciacion de las regiones codificantes de los genes
CHRM2 y CHRMS3 y un estudio de microarreglos de ADN.

En el analisis de genes candidato se identificaron polimorfismos en 20 genes

cuyas frecuencias alélicas o genotipicas no mostraron evidencia de asociacion con
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asma (Tabla 3) y nueve genes en donde se identificd asociacién entre algunos
SNPs o genotipos con esta entidad, documentandose asociacion con los genes
TNFa, IL13 y MMP9, previamente descritos en otras poblaciones y con los genes
CHRM2, STAT1, PDCD1, GATA3, ADRB2 y CHRM3 por primera vez asociados
con el riesgo a padecer la enfermedad.

Los resultados derivados de este estudio sugieren que algunos factores
genéticos involucrados en el desarrollo del asma son diferentes a los descritos en
otras poblaciones, ya que cuando se compararon las frecuencias alélicas de SNPs
localizados en los genes IL4, IL4R, IL10, IL12B, IL8, FCER1p3, RANTES, CTLA4,
STAT4, STAT6, DPP10, TNFR1, VDR, CDI4, TIMP1, SPINK5, RAD50, CHRML,
FCRL3, GM-CSF2 no se documentd asociacion incluso en genes cuya asociacion
con asma se han replicado en por lo menos 5 estudios realizados en diferentes
poblaciones (IL4, FCR1B, IL4R, IL10, RANTES y CTLA4) (Vercelli, 2008). Los
resultados anteriores pueden ser el reflejo de la presencia de importantes
diferencias étnicas en las variantes alélicas que confieren susceptibilidad a la
enfermedad y apoyan la aseveracion de que asociaciones observadas en una
poblacion determinada no pueden ser extrapoladas a otras. Sin embargo, no
descartamos la posibilidad de que otros SNPs localizados en estos genes, tengan
un efecto relevante no solamente confiriendo susceptibilidad, sino modificando el
curso clinico (modificadores) de la enfermedad. Para confirmar esta hipétesis se
debera desarrollar un estudio de correlacién entre la presencia de los alelos de
riesgo y las caracteristicas clinicas de los pacientes asmaticos, analisis que
requiere de un mayor numero de muestra que el incluido en la presente tesis.

Uno de los genes en los que se debera poner atencién es IL10, ya que
aunque en este estudio no mostro evidencia de asociacion con asma, esta
involucrado en el metabolismo de broncodilatadores y atiinflamatorios, los
principales farmacos que figuran en el esquema de tratamiento de los pacientes
asmaticos. Los SNPs de importancia deberan ser -1082G/A (rs1800896), -819C/T
(rs1800871) y -592C/A porque las evidencias apuntan a que pueden influenciar la

expresion de ésta proteina proinflamatoria, la cual juega un papel importante en la
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regulacion de la respuesta Th2 (Chatterjee y cols., 2005; Kim y cols., 2009; Lacy y
cols., 2009). De hecho, se ha reportado una asociacion entre los niveles de IL10
en suero y la respuesta a farmacos dirigidos a inhibir a los leucotrienos como el
montelukast y la correlacién entre el alelo -819T y niveles incrementados de IgE
total en suero (Stelmach y cols., 2002). EI SNP -592C/A no fue incluido en el
presente estudio ya que se encuentra en alto LD con el -819C/T (Karjalainen y
cols., 2003; Chatterjee y cols., 2005).

Otro gen de especial interés es ADRf2, quizd uno de los genes mas
investigados en los estudios de asociacion entre polimorfismos y asma. Mas de 40
reportes, describen una asociacion de los SNPs Arg16Gly (rs1042713) y GIn27Glu
(rs1042714) con la gravedad y la respuesta a los B, agonistas en el asma,
particularmente el SNP Glyl6 (Martinez y cols., 1997; Contopoulos-loannidis y
cols., 2007; Finkelstein y cols., 2009). Las frecuencias alélicas de Argl6 y Glu27
detectadas en este andlisis, fueron muy similares entre casos y controles (43.7 vs
46.9%, p= 0.4207 y 4.9 vs 4.2%, p= 0.7848, respectivamente), sin embargo, dado
que la distribucion del genotipo homocigoto Glu27Glu (rs1042714) reveld un OR
de 4.37 (95% IC 1.206-15.9, p= 0.01529), se sugiere que el alelo Glu27 en estado
homocigoto confiere riesgo para desarrollar asma en nifios mexicanos. Estos
datos, difieren de lo reportado por Santillan y cols., (2003), quienes analizaron
pacientes adultos mexicanos con asma y reportaron que el alelo Glu27 tiene un
efecto protector. Otros autores han analizado la participacion del alelo Arg16 en la
gravedad del asma tanto en adultos como en nifios mexicanos, sin embargo los
resultados también son controversiales (Santillan y cols., 2003; Burchard y cols.,
2004; Choudhry y cols., 2005).

De los polimorfismos asociados a asma que se describen en esta tesis
(Tablas 4, 7, 8, 10, 13), es la primera vez que se identifican SNPs en los genes
CHRM2, STAT1, GATA3, PDCD1 y CHRM3 como factores genéticos de riesgo
para desarrollar la enfermedad, estos tres dltimos sélo revelaron un efecto de

riesgo cuando se analizaron los genotipos homocigotos.
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A la fecha, se han publicado tres andlisis de polimorfismos en el gen
CHRMZ2 y su asociacion con asma en poblaciones caucasica y asiatica y ninguno
de ellos sugiere la participacion de este gen en la susceptibilidad a padecerla
(Fenech y cols., 2001, Yamamoto y cols., 2002, Szczepankiewicz y cols., 2009).
En contraste, con estos estudios, el analisis comparativo de las frecuencias
alélicas y genotipicas entre pacientes y controles y después de 100,000
permutaciones, revelé asociacion con 4 SNPs localizados en las secuencias no
codificantes del gen CHRM2 (Tabla 4). Aunque aun no existen estudios
funcionales de estos SNPs incluidos, dada su localizacion (regiones reguladoras
5 y 3 UTR), es posible que alteren sitios de interaccion con factores de
transcripcion o modifiguen la estabilidad del mRNA, lo que en ambos casos
afectaria los niveles de expresion del receptor (Costello y cols., 1998; Fenech y
cols., 2004). Bajos niveles del CHRM2 conducirian a una liberacion excesiva de
acetilcolina, resultando en una actividad incrementada de CHRM3 sobre el
mauasculo liso y en consecuencia mayor broncoconstriccion de las VA. Este
fendbmeno se ha observado en presencia de proteinas inflamatorias, PBC de
eosinofilos, la cual inhibe la interaccion de CHRM2 con la acetilcolina; de hecho, la
PBC es muy abundante en las VA de pacientes asmaticos (Durcan y cols., 2006).

El andlisis del gen CHRMS3 revel6 que el haplotipo AGACTTC, el cual
contiene todos los alelos de riesgo confiere un OR de 2.24 (p= 0.0288). Este gen
se ha investigado poco desde el punto de vista genético, hasta donde sabemos se
han realizado sélo 3 estudios en este sentido y ninguno de ellos ha documentado
asociacion con asma (Fenech y cols., 2001, Yamamoto y cols., 2002; Donfack y
cols., 2003). Sin embargo existen reportes que sefialan la participacion relevante
de CHRM3 en la patogénesis del asma (Donfack y cols., 2003; Fisher y cols.,
2004; Durcan y cols., 2006). De hecho Fisher y cols., (2004) observaron que
ratones knockout M3-/- no desarrollan HRB después de que son tratados con
acetilcolina.

En el andlisis de secuenciacién de las regiones codificantes de los genes

CHRM2 y CHRMS revelo que estas regiones estan altamente conservadas, dado
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gue no se identificaron variaciones en sus secuencias, incluyendo SNPs que se
reportan en bases de datos publicas con una heterocigocidad de 0.379, como el
rs2067481 del gen CHRM3 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP). Dada la
conservacion de estas regiones, la presencia de polimorfismos en ellas podrian
contribuir a la etiologia del asma o influir en la respuesta al tratamiento, ya que los
anticolinérgicos utilizados en el manejo de ésta enfermedad, son competidores de
los ligandos de los receptores tipo muscarinicos (Fenech y Hall, 2002). En
contraste, estos genes contienen multiples polimorfismos en sus secuencias no
codificantes, los que podrian alterar los niveles de su expresion. De hecho, en el
presente andlisis documentamos la presencia del SNP rs8191992, una sustitucion
de A/T en la region 3'UTR del gen CHRM2, el cual mostré asociacion con asma
(Fenech y cols., 2001) (Fig. 18).

Asi mismo, al comparar la estructura y frecuencia de los haplotipos
identificados en las muestras estudiadas con el de otras poblaciones, se
observaron diferencias importantes. En la poblacion mexicana el andlisis de
haplotipos evidencié un fuerte LD con los 7 SNPs incluidos se generaron tres
bloques de 6 haplotipos cada uno con frecuencias mayores a 1%, mientras que en
otras poblaciones (dependientes de alcohol), se reportaron 10 con frecuencias
mayores al 1% y valores distintos de LD. Por ejemplo la D entre rs978437 y
rs6792027 en la poblacion analizada fue de 75, mientras que en un grupo de
individuos euroamericanos y afroamericanos ésta fue de 56 y 31, respectivamente
(Wang y cols., 2004).

La proteina STAT1 es un transductor de sefiales y activador de la
transcripcion que esta involucrado en distintos procesos inflamatorios a través de
la activacion de otros factores de transcripcion como IFNy y FOXP3 (Hattori y
cols., 2007; QOuaked y cols., 2009). Sin embargo a pesar de las evidencias
experimentales que sefalan a STAT1 como un gen candidato importante para
asma y fenotipos relacionados, solo se ha realizado un estudio de asociacion entre
SNPs en este gen y atopia (Pinto y cols., 2007). En dicho andlisis, Pinto y cols.,

(2007), incluyeron 3099 nifios alemanes y sugieren que el SNP rs3771300 puede
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proteger a sensibilizacion atdpica En el presente estudio, Unicamente dos de los
ocho SNPs analizados, rs2280234 (intrén 15) y rs2030171 (intrén 5), mostraron
asociacion con susceptibilidad al asma y de manera interesante, ambos se
localizaron en dos bloques distintos de haplotipos (Fig. 15). Los ocho SNPs
incluidos en este estudio se localizan en regiones no codificantes y dado el
comportamiento de los haplotipos, es probable que la asociacion que observamos
se deba a un LD entre los SNPs identificados y otros localizados en regiones UTR
del mismo gen o en genes cercanos a STAT1. Aledafios a STATL1 se localizan los
genes glutaminasa (GLS) y STAT4. GLS se expresa en epitelio de las VA y se
propone que puede ser relevante en la fisiopatologia de la inflamacién aguda de
las VA de los pacientes asmaticos (Hunt y cols., 2002). Por su parte, STAT4 juega
un papel importante en la respuesta inmune Thl, de hecho los ratones knockout
para este gen desarrollan un fenotipo inmune predominantemente de tipo Th2,
aunque los resultados de dos SNPs analizados en este estudio no sugieren que
variantes alélicas en este gen sean un factor de riesgo para asma (Park y cols.,
2005; Pykalainen y cols., 2005).

Con relacibn a los genotipos de los genes GATA3 y PDCD1, los
homocigotos (AA) de los SNPs rs1269486 (GATA3) y rs10204525 (PDCD1)
mostraron ORs de riesgo de 5.04 y 2.39, respectivamente. Hasta el momento, no
existen reportes de asociacion entre SNPs en ambos genes y asma, solamente un
estudio reciente ha reportado que el SNP rs1269486 del gen GATA3 es un factor
de riesgo para rinitis alérgica en poblaciéon china (Wang y cols., 2008; Suttner y
cols., 2009). Este SNPs se localiza en la regién 3'UTR del gen GATAS3 y se sugiere
qgue la presencia del alelo A puede estar asociado a una mayor estabilidad del
MRNA, lo que podria conducir a niveles incrementados de la proteina y por
consecuencia a la sobreexpresion de citocinas proinflamatorias tipo Th2 (IL4, IL5 e
IL13) y a la inhibicion de factores especificos de células Thl (Zhu y cols., 2006).
Se ha demostrado que una respuesta inmune dominada por GATA3 es esencial
para la HRB, de hecho el tratamiento con moléculas antisentido dirigidas a

bloquear la actividad de esta proteina, disminuye la gravedad de la respuesta
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alérgica de las VA, por lo que es posible que pacientes homocigotos para el alelo
de riesgo, sean candidatos al tratamiento anti-GATA3 (Yamashita y cols., 2006).

Por su parte el alelo A del rs10204525 de PDCD1 también podria modificar
la estabilidad del mRNA. Este gen codifica para una molécula co-estimuladora que
se expresa en linfocitos T y B activados y ha sido asociado con homeostasis
inmune y autoinmunidad. Datos recientes demuestran que PDCD1 previene la
proliferacion incontrolada de células T autoreactivas (Keir y cols., 2007). A la fecha,
no se habia determinado la participacién de SNPs en PDCD1 en la susceptibilidad
a asma, pero las evidencias de asociacion con algunas de sus variantes alélicas y
entidades inmunes e inflamatorias como artritis reumatoide y lupus eritematoso
sistémico (LES), incluyendo nifios mexicanos con LES (Veldazquez-Cruz y cols.,
2007); aunado a la participacion de esta molécula coestimuladora en la respuesta
inmune del asma, sugieren que PDCD1 es un importante gen candidato que no
debe ser excluido en estudios de asociacion, de correlacion genotipo-fenotipo o de
interaccidn génica para determinar su participacion en la patogénesis de esta
enfermedad respiratoria.

Otro de los genes que ha mostrado tener importantes implicaciones en la
etiopatogenia del asma es TNFa. La participacion de TNF en los procesos de
remodelacion del tejido, permeabilidad de la barrera epitelial, activaciéon de
macréfagos, reclutamiento de células proinflamatorias, efectividad en la respuesta
inflamatoria local y sistémica, etc., (Babu y cols.,1997), aunado a los estudios
funcionales que indican que el alelo -308A tiene un efecto funcional en la
sobreexpresion del gen (Wilson y cols., 1997), apoyan la importante participacion
de esta citocina en la fisiopatologia del asma y los resultados de asociacién entre
el alelo -308A y asma encontrados en el este proyecto (Tabla 8). El alelo -308A
como factor de riesgo para asma ya se ha reportado en pacientes mexicanos y en
un gran numero de poblaciones analizadas, sin embargo, en ninguno de ellos se
ha documentado una asociacion dependiente del género (Wu y cols., 2007,
Vercelli, 2008). En este estudio, el analisis del polimorfismo -308 G/A por género

revel6 que este alelo no se asocia a asma en hombres y que el riesgo que confiere
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el alelo A para padecer asma que se obtuvo durante el andlisis de casos y
controles, esta a expensas del grupo de mujeres, con un valor de OR casi dos
veces mas que en la poblacion total de pacientes (4.04 vs 2.4). Estos hallazgos
son apoyados por el estudio de Ono y cols., (2005) quienes al comparar los
niveles de TNFa. circulante entre hombres y mujeres, detectaron que las mujeres
tenian niveles mas altos que los hombres.

Asi mismo, el presente analisis confirmé la asociacion descrita entre el gen
IL13 y asma en otras poblaciones, ya que aunque no detectamos diferencias
significativas en la distribucion de uno de los SNPs (rs2054) que se ha asociado a
esta entidad en mas de 10 estudios independientes, los SNPs localizados en la
region promotora, el rs1881457 y el rs1800925 mostraron diferencias significativas
entre casos y controles (p= 0.009, p= 0.025, respectivamente) (Tabla 10). IL13 es
una citocina producida por células Th2, cuyo locus se encuentra en una region que
ha sido constantemente ligada a asma y fenotipos relacionados (5g31), (Graves y
Cols., 2000; Bossé y Hudson 2007; Vercelli, 2008). Esta citocina es capaz de
promover una HRB inducida por alergenos, dafio a células epiteliales, hiperplasia
de células globosas con hiperproduccion de moco y eosinofilia (Wills-Karp y cols.,
1998). Se ha evaluado los efectos de la presencia del alelo -1112T en la expresion
de IL13 y tanto en humanos como en modelos animales ha quedado claro que
esta variante incrementa los niveles de expresion de esta citocina, lo que podria
estimular una respuesta alérgica crénica (Liu y cols., 2003; Cameron y cols., 2006)

En otras poblaciones el rs1800925 (-1112 C/T) se encuentra en LD con el
SNP rs20541; sin embargo en nuestro analisis estos SNPs mostraron valores de
LD muy bajos, lo cual podria explicar el hecho de que el rs20541 no se encuentre
asociado a asma en la poblacién mestiza mexicana (Tabla 10). No obstante, dado
gue el SNP rs20541 en otras poblaciones se ha asociado con asma, incremento
de IgE en suero, atopia y dermatitis atOpica, un analisis de asociacion entre
fenotipos relacionados a asma y este SNP (Vladich y cols., 2005; Cameron y cols.,
2006) permitira determinar su papel en la etiologia del asma en nifios mexicanos.

Otro de los genes donde también se documentd una fuerte asociacién con
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asma fue MMP9 (Tabla 13). MMP-9 es la principal metaloproteasa detectada en
fluidos de lavado broncoalveolar y en biopsias obtenidas de pacientes con asma
(Matuino y cols., 1997; Oshita y cols., 2003). Esta enzima degrada principalmente
colageno tipo IV y todos los componentes de la matriz extracelular, ademas
contribuye a la migracién de células proinflamatorias a través de ella (Bode y cols.,
1999; Greenlee y cols., 2006). De este gen, Unicamente el polimorfismo rs2274756
se ha analizado en pacientes japoneses, alemanes y australianos con asma, pero
s6lo se reportd asociacion en poblacion japonesa (Nakashima y cols., 2006;
Ganter y cols., 2005). La asociacién de este polimorfismo es plausible, dado que
este SNP conduce a una sustitucion de una arginina (R) por una glutamina (Q) en
la posicibn 668 del dominio de interaccion con la proteina inhibidora de
metaloproteasas 1 (TIMP1), lo que es posible que esta interaccion se encuentre
afectada y la MMP9 se mantenga constantemente activa, conduciendo a un
incremento en la degradacion del tejido de las VA.

Los rs26650, rs6017725 y rs6104428 no se encontraron en la poblacion de
690 individuos incluidos en este estudio, por lo que a diferencia de otras
poblaciones estos no son polimérficos en poblacion  mexicana
(http://www.ncbi.nim.nih.gov). De los 4 SNPs informativos, sélo 3 (rs3918247,
rs2274755 y rs2274756) mostraron diferencias significativas entre casos y
controles (p= 0.05, 0.002 y 0.003, respectivamente). Por otro lado, el analisis de
haplotipos formados por las 4 variantes informativas, permitio la identificacion de
un haplotipo de riesgo CTGA. Parece ser que la interaccion de estos alelos en el
haplotipo mencionado ejerce un mayor riesgo para padecer asma (OR= 2.59, p=
0.0009), que cuando los alelos se encuentran en forma independiente (OR= 1.43-
2.3, p= 0.05 — 0.001) (Tabla 14). Cabe aclarar que el valor de r* para LD entre los
SNPs rs2274755 y rs2274756 fue de uno (Fig. 17), lo que se traduce en que
ambos SNP estan ligados en un 100%, por lo que al analizar cualquiera de estos
SNPs se puede deducir el otro (“tag SNP”). EI SNP rs2274755 se localiza dentro
del intrén 4 por lo que posiblemente no esté ejerciendo ningun efecto sobre la

funcion del gen y es probable que la asociacion mostrada con asma, se deba en
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realidad a que este polimorfismo se encuentra en LD con la variante funcional
(rs2274756). La importancia de la identificacion de “tags SNPs”, lo cual es uno de
los objetivos del proyecto internacional del HapMap, es que permite reducir costos
en los andlisis de genotipificacion. Asi, este primer estudio del gen MMP9 en
poblacion mexicana, permitirAd optimizar recursos en estudios de asociacion en
donde este gen sea candidato, tomando en cuenta que: 1) de 7 SNPs reportados
s6lo 4 son polimérficos en la poblacion analizada y 2) de 3 que muestran
asociacion, uno es un tag SNP. Por lo tanto, s6lo los SNPs rs2274756, el cual es
no sinénimo y el rs3918247, el cual se encuentra en la regidon no traducible 5
podrian tener efectos funcionales sobre el gen.

Las diferencias de asociacion entre géneros observadas en este analisis
para genes como STAT1 y TNFa, es un comportamiento que se ha documentado
para otros genes y en otras poblaciones. Por ejemplo en un estudio de 644 recién
nacidos de la poblacién China, se reportd una asociacion entre el SNP +49 A/G del
gen CTLA4 vy niveles elevados de IgE en corddn umbilical en nacidos del género
femenino (Chang y cols., 2004). Por su parte, Yang y cols. (2004) analizando
adultos de la misma poblacion encontraron asociacion entre las concentraciones
de IgE en suero y el mismo polimorfismo pero solo en mujeres. Otro ejemplo lo da
el andlisis de asociacion entre SNPs y el gen COX2 (prostaglandina
endoperoxidasa y sintaza H 2 de cicloxigenesa 2). En este gen se reporté que el
SNP -165 G/C es un modificador de la inflamacién bronquial Gnicamente en
mujeres, el homocigoto CC se presentd en mayor frecuencia en poblacion
femenina con asma pero no en hombres (OR= 3.08 95% IC, 1.35-6.63, p= 0.01)
(Szcseklik y cols., 2004). Por su parte Dijkstra y cols., (2006) también reportan una
asociacion entre variantes en el receptor de estrogenos y desarrollo de HRB en
mujeres. Aunque los mecanismos no estan claros, existe la hipétesis de que los
estrogenos pueden estar involucrados en el desarrollo anormal del pulmén, o de
las VA y esto puede reflejarse en un efecto diferencial entre los géneros (Postma,
2007).

Por otra parte, los datos derivados del analisis de microarreglos de ADN,
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sugieren que los genes ADAMTS19 (5g23.3) y ETS1 (rs1192402) son nuevos
genes candidato en esta entidad. ADAMT19, es una metaloproteasa que
pertenece a la familia de las proteasas dependientes de zinc con dominios de
trombospodina y desintegrina (ADAMTS) y recientemente se ha descrito que
desempefia una funcion relevante en condiciones patolégicas como cancer y
artritis (Cal y cols., 2002; Knauff vy cols., 2009). Asi mismo, un estudio de
expresion de metaloproteasas en esputo de pacientes con asma demostraron que
la expresion de ADAMs y ADAMTS vy sus inhibidores pueden jugar un papel
importante en la patogénesis de la enfermedad (Paulissen y cols., 2006). Por su
parte el gen ETS1 es un factor de transcripcion cuya expresion esta restringida a
los linfocitos y se ha implicado en la regulacién de la expresion de genes como
TCRa, TCRp, CD4, IL2 y TNFa (McKinlay y cols., 1998). Ademas, se ha
observado que ratones deficientes en Etsl presentan altos niveles de transcritos
iI17 en los pulmones y un aumento en la produccién de moco por las células
epiteliales de una forma dependiente de esta citocina (Moisan y cols., 2007). Por
lo anterior, ambos representan interesantes genes candidato que deben ser
estudiados en un mayor numero de pacientes, aunque no se puede descartar la
posibilidad de que estas observaciones se deban a un LD con SNPs localizados
en otros genes. El cromosoma 5 ha dado evidencia de ligamiento a asma en
varios estudios de GWS realizados en diversas poblaciones, particularmente el
loci 5933, una regién que contiene al cluster de citocinas Th2 que caracterizan al
asma como las IL4, IL13, IL9 (Shek y col., 2001; Noguchi y cols., 2005; Ryu y
cols., 2006). Por lo anterior, para determinar si ADAMTS19 participa en la etiologia
del asma es necesario realizar un estudio de casos y controles con un mayor
namero de SNPs de este gen e incrementar el niumero de pacientes.

Nuestros resultados apoyan la hipétesis de que multiples genes actian de
manera sinérgica en la susceptibilidad del asma y de que existe una gran
heterogeneidad genética entre las poblaciones. Ademas, considerando que
existen evidencias que apuntan a que TNFa interacciona directa o indirectamente

con los mecanismos que regulan la expresion de los genes CHRM2, IL13 y MMP9,
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por lo que es posible que un mecanismo dependiente de TNFe, tenga gran
relevancia en la etiologia del asma. Se requieren de mas estudios que permitan
conocer estos mecanismos, esclarecer las consecuencias funcionales de los
SNPs que mostraron asociacion y entender el papel de ellos en la susceptibilidad
al asma. Sin duda el presente estudio contribuye al conocimiento del componente
genético del asma en poblacion mexicana y sienta las bases para el desarrollo de
nuevos proyectos de investigacion encaminados a entender mejor la patogénesis
de esta entidad, la atopia, la HRB y el de otras patologias inmunes.
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CONCLUSIONES

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

proyecto del HapMap.

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

Variantes alélicas de los genes CHRM2, TNFa, IL13, MMP9, PDCD1,
GATA3, CHRM3: y STAT1 confieren riesgo para desarrollar asma en la
poblacién infantil mexicana.

Los genes CHRM2, PDCD1, GATA3, CHRM3- y STAT1 no se han reportado
en otras poblaciones como genes de susceptibilidad en asma.

El alelo -308A del gen TNFa es un factor de riesgo para asma dependiente

de género.

El SNP rs2274755 del gen MMP9, es un “tag” SNP para nuestra poblacion,
lo que permitird reducir costos en el analisis de esta variantes en otras

enfermedades.

Los datos de microarreglos sugieren a ADAMTS19 (5023.3) y ETS1

(11924.2) como nuevos genes candidato en asma.

Se sugiere la posible participacion del gen SAP30L en la patogénesis del

asma.

Es necesario evaluar la relacion entre la gravedad del asma y el genotipo
para identificar a los genes modificadores de la enfermedad en poblacién

infantil mexicana.

Este estudio ha contribuido al conocimiento de las bases genéticas del

asma en la poblacion mestiza mexicana.
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PERSPECTIVAS

El presente estudio contribuye enormemente a la identificacion de factores

genéticos de riesgo para padecer asma. Sin embargo el conocimiento generado

en él, aun no puede ser utilizado para desarrollar pruebas moleculares que

permitan determinar el riesgo para padecer la enfermedad, para modificar los

esquemas de tratamiento o para proponer estrategias de prevencion basados en

el conocimiento gendmico. Para alcanzar estos objetivos el siguiente paso en la

investigacion genomica del asma debera platearse las siguientes metas:

1.
2.

9.

Identificar el mayor nimero posible de variantes de riesgo.

Evaluar el efecto en la expresion del mensajero de polimorfismos
asociados a asma y que se encuentren localizados en regiones 5y 3
UTR.

Determinar si polimorfismos localizados en regiones codificantes que se
asocian a asma, modifican la actividad de la proteina.

Incrementar el nimero de casos y controles en el estudio de GWS y
densificar el analisis de las regiones que evidencien asociacion con asma.
Realizar un andlisis de casos y controles con polimorfismos localizados en
los nuevos genes candidato (derivado del GWS) como ADAMTS19 y ETSI1.
Realizar un andlisis de interaccion gen-gen.

Establecer la correlacién entre el genotipo y el fenotipo.

Identificar genes modificadores y aquellos asociados a la respuesta al
tratamiento.

Evaluar las interacciones gen-ambiente

10.Realizar estudios de replicacion en otras poblaciones.
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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 evalla 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 relacion entre si.

Desequilibrio de Ligamiento (LD): Segregacion de dos o mas marcadores en un
porcentaje mayor al esperado (>50%) por que existe baja tasa de
recombinacién entre ellos 0 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 poblacién
se mantiene en equilibrio mientras no existan factores como la seleccién
natural, la endogamia, nuevas mutaciones, etc. que la modifiquen.
Desviaciones en el HWE pueden ser resultado de errores de
genaotipificacion o una asociacion real entre el marcador y la enfermedad.

Estratificacién: 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 polimorficos que permiten definir el origen étnico
de los grupos de estudio.

Estudio de asociacion: Andlisis 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 asociacidn: Asociacion positiva debida a estratificacion de la muestra.

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

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

Gen candidato: Gen que por su funcidon 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
gue 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 méas alelos en una
poblacion.

RFLP: Variacion en la longitud de fragmentos de ADN generados por
endonucleasas de restriccion. 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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i Instituto Nacional de ~ CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA NIRNOS CON ASMA

% =\ Medicina Genémica
ab=" MEXICO
México, D. F. a de de 200
Por medio de la presente hago constar que mi hijo (a)

, Mi conyuge y yo (y en caso necesario mis otros

hijos), estamos de acuerdo en participar en el proyecto de investigacién “Asociacion de Polimorfismos en
Genes Candidato con la Susceptibilidad, Gravedad y Respuesta al Tratamiento en Poblacion Infantil
Mexicana con Asma”

Estamos enterados de que nuestra participacion en el estudio consistira Unicamente en donar una
muestra de sangre venosa y responder preguntas relacionadas con la enfermedad de mi hijo(a).

Se no han explicado que la sangre serd tomada de una vena del brazo con todos los requisitos de
seguridad, como el uso de material nuevo y por personal calificado, por lo que no representa ningun riego para
nosotros y que la Unica molestia que podria presentarse es la aparicion de un pequefio hematoma o moreton
gue desaparecerd en dias. Asi mismo, nos han comentado que la informacién obtenida del estudio genético y
de los cuestionarios es absolutamente confidencial y que esta informacion serd manejada Unicamente por los
investigadores y s6lo sera utilizada para conocer los antecedentes y evolucién de la enfermedad.

Estamos conscientes de que nuestra participacién en el estudio es completamente voluntaria, que
participar no implica pago o retribucién alguna y que si en medio del proceso decidimos no continuar, toda la
informacion recopilada serd eliminada. Hemos leido la informacién descrita y nuestras preguntas acerca del

estudio han sido respondidas satisfactoriamente.

Atentamente
Nombre y firma del padre o tutor (No. Telefénico) Asentimiento del menor
Nombre y firma del testigo Nombre y firma del testigo

He entregado al paciente y al padre o tutor del nifio la informacién precisa y necesaria sobre los
objetivos del proyecto, riesgos, beneficios y derechos que tienen cada uno de los participantes. Declaro que su
decision de participar en el estudio ha sido tomada de manera libre, sin presiones o influencias de ningun tipo, y

soy testigo de que esta carta ha sido firmada por el padre o tutor del nifio arriba mencionado.

Nombre y firma del Investigador (No. Telefénico)
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MEXICO

POBLACION INFANTIL MEXICANA CON ASMA

FICHA DE IDENTIFICACION

1. Nombre

CON

LA

1 _msth;u,mféacicena!dcASOClAClON DE POLIMORFISMOS EN GENES
f ..., edicina Genémica CAND'DATO

SUSCEPTIBILIDAD,
GRAVEDAD Y RESPUESTA AL TRATAMIENTO EN

1.- Folio

Fecha

Institucion

2. Tipo de asma

1 = Leve intermitente 2= Persistente leve
3= Persistente Moderada 4= Persistente grave

3.- Caso indice (0) Familiar (1)

4.- Registro

5. Sexo O=masc, 1=Fem

6.- Edad actual

1fios, meses en decimales (ver claves)

7. Fecha de nacimiento

8. Direccién actual

9. Tel.

10.- Lugar de nacimiento del paciente

11.- Origen del padre

Origen étnico: 12.- Padre

14.- Origen de la madre

Origen étnico 15.- Padre

18.- Historia familiar

13.- Madre

16.- Madre

19.- Otros (especifique)

20.- Edad de inicio de los sintomas

21.- Edad al diagndstico

, TIMESES €1

aect

les

afios, meses en decimales
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22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

ANTECEDENTES PERSONALES

Enfermedad atépica

Dermatitis

Rinitis

Asma

Alergia a medicamentos

Alergia a alimentos

Otros

ESTADO ACTUAL

Crisis aguda

Tos

31.Sibilancias

32.

33.

34.

35.

36.

38.

Disnea

Opresién toracica

Exacerbacion por:
Polvo

Animales

Humedad

Polen

Infecciones

Cambios climaticos

Estaciones

Ejercicio
Otros
- Talla cm 37.- Percentila CDC
- Peso kg 39.- Percentila CDC
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EXAMENES DE LABORATORIO Y GABINETE
Indicar el valor obtenido:

40. Niveles de IgE (técnica)

42. Prueba cutanea (14 alergenos)
1 positivo 2 negativo

Alérgenos tipos

FUNCION PULMONAR

Funcién Pulmonar

Lts

% del predicho
Polgar

44.- FVC (pre broncodilatador)

45.- FVC (post broncodilatador)

46.- FEV1 (pre broncodilatador)

47.- | FEV1 (post broncodilatador)

48.- FEV1/FVC

49.- FEF25-75% (pre broncodilatador)

50.- FEF25-75% (post broncodilatador)

EVOLUCION EN EL ULTIMO ANO

51.-Tratamiento y seguimiento

52.- Desde hace

53.- No. de crisis agudas

54. -N° de hospitalizaciones

55.- Manejo servicio de urgencias

56.- Crisis en casa

57.- N° de visitas de seguimiento

0= no, 1= continuo, 2= intermitente

58. Tratamiento en casa

meses
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TRATAMIENTO EN LOS ULTIMOS TRES MESES

59.- Tratamiento

0 =regular 1=irregular
60.- Medicamento
0= Si 1=No
0= topico 1= oral

B2-agonistas accién rapida/sem
B2-agonistas accién prolongada
Esteroides

Antileucotrienos

Xantinas

Otros

COMPLICACIONES EN EL ULTIMO ANO

61.- Respiratorias

L] L

0= no, 1= si, 9= seignora

62.- Fallecimiento

63.- Edad al fallecimiento

64.- Causa de muerte

Dosis
Dosis
Dosis y tipo
Dosis
Dosis

Dosis

afos meses en decimales

HISTORIA FAMILIAR DE ASMA O ALERGIA

64.- Consanguinidad de los padres

66.- N° de hermanos afectados

67.- N° de hermanos sanos

68.- N° tios paternos sanos

69- N° de tios paternos afectados
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70.- N° de tios maternos sanos

71.- N° de tios maternos afectados

72.- N° de primos hermanos afectados (maternos)
73.- N° de primos hermanos afectados (paternos)

74- Otros familiares afectados

Especifique

ARBOL GENEALOGICO
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: There is a great deal of evidence that points to the association of the tumor necrosis factor-alpha (TNF-«) gene
Received 4 August 2008 as a common genetic factor in the pathogenesis of diseases that are caused by inflammatory and/or autoim-

Accepted 28 January 2009

- ) mune etiologies. Two single nucleotide polymorphisms (SNPs) identified in the TNF-a promoter region have
Available online 4 February 2009

been associated with disease susceptibility and severity. We investigated whether —308G/A and —238G/A
TNF-« polymorphisms were associated with asthma, systemic lupus erythematosus (SLE), and juvenile

{Fﬁmorrﬂse'cmsis factor alpha rheumatoid arthritis (JRA) in a pediatric Mexican population. Ina ca.sg—control study of 725 pati.ents (asthmg:
Association studies 226, JRA: 171, and SLE: 328) and 400 control subjects, the participants were analyzed using the allelic
Asthma discrimination technique. The genotype distribution of both TNF-« polymorphisms was in Hardy-Weinberg
Systemic lupus erythematosus equilibrium in each group. However, there were significant differences in the allele frequency of TNF-a-308A
Juvenile rheumatoid arthritis between the patients and the healthy controls. This allele was detected in 2.9% of the controls, 6.0% of
Childhood Mexican patients asthmatic and JRA patients (p = 0.002 and p = 0.0086), and 6.7% of SLE patients (p = 0.00049); statistical

significance was maintained after ancestry stratification (asthma: p = 0.0143, JRA: p = 0.0083, and SLE: p =
0.0026). Stratification by gender showed that the risk for the —308A allele in asthma and JRA was greater in
females (OR = 4.16, p = 0.0008 and OR = 4.4, p = 0.0002, respectively). The TNF-« -238A allele showed an
association only with JRA in males (OR = 2.89, p = 0.004). These results support the concept that the TNF-«

gene is a genetic risk factor for asthma, SLE, and JRA in the pediatric Mexican population.
© 2009 American Society for Histocompatibility and Immunogenetics. Published by Elsevier Inc. All rights
reserved.

1. Introduction factors, likely account for the marked clinical heterogeneity among
such diseases. One of the major cytokines that has been intensely
investigated is the tumor necrosis factor-a (TNF-«), a multifunc-
tional cytokine T helper 1 (Th1) molecule [4,5]. TNF-a plays a
central role in inflammation; it induces the expression of other
proinflammatory molecules, chemotactic cytokines and adhesion
I factors [5,6]. In vivo and in vitro studies have shown that high levels
This work was submitted in partia} ful[?lment qf the requiriemerllts for th}e PhD of TNF-« lead to exacerbation of the inflammatory response. This,
dMeegtrriep;ﬁ;ijal\/l at Doctorado en Biologia Experimental, Universidad Autonoma  ,oather with its potent immunomodulator activities, has been
* Corresponding author. suggested as important to the pathogenesis of diseases such as
E-mail address: lorozco@inmegen.gob.mx (L. Orozco). asthma, systemic lupus erythematosus (SLE) and rheumatoid ar-

There is strong evidence supporting the role of cytokine and
cytokine receptor genes in the pathogenesis of inflammatory
and/or autoimmune diseases [1-3]. The differences in the produc-
tion of these cytokines, as well as the participation of other genetic

0198-8859/09/$32.00 - see front matter © 2009 American Society for Histocompatibility and Immunogenetics. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.
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mailto:lorozco@inmegen.gob.mx
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01678809/

252 S. Jiménez-Morales et al. / Human Immunology 70 (2009) 251-256

thritis (RA) [7-9]. Several studies have shown that high serum
TNF-« levels are linked to several pathologic features such as hy-
perresponsiveness in asthma, joint destruction in RA and the pro-
duction of autoantibodies in SLE [10-16]. Furthermore, TNF-a ex-
erts a wide variety of immunoregulatory effects on several cell
types such as B and T lymphocytes, dendritic cells, and mast
cells, which are relevant to the pathogenesis of these diseases
[6,9,11,14].

The TNF-a gene is a member of the TNF superfamily located
within the class III region of the human major histocompatibility
complex (MHC) on chromosome 6p21 [17]. Several SNPs have been
identified in the TNF-a gene [18-20]. However, the most exten-
sively studied are the biallelic TNF-a 308 G/A and TNF-a 238 G/A
polymorphisms in the promoter region [21-40]. There is no strong
evidence to date showing that the —308 site is a binding site for
transcription factors, or is correlated with protein expression
[41,42]. However, the TNF-a-308A allele appears to be associated
with a several fold increase in transcriptional activity and has been
associated with increased levels of TNF [13,43,44]. In fact, recent
studies have shown that individuals carrying the GA genotype have
a greater amount of TNF-a mRNA, and serum level concentrations,
than individuals with the GG genotype; the AA genotype was not
present in their sample [10,45,46]. Similarly, Louis et al. [47], re-
ported an in vitro study where cells stimulated with lipopolysacha-
ride, from individuals with the TNF-a-308A allele, expressed more
TNF-a than did the cells from individuals that were homozygous for
the G allele. On the other hand, although the effect of other poly-
morphisms on gene regulation has not been clearly defined, current
data suggest that the TNF-a-238 polymorphism appears to influ-
ence gene function; for example, the TNF-a-238G allele has been
shown to create a CpG methylation site that could modulates the
gene transcriptional rate [48].

Many independent studies, and several meta-analyses, have
shown that these polymorphisms are associated with the suscep-
tibility and severity of asthma, SLE and RA, particularly the TNF-a-
308A allele [49-51]. However, these observations have not been
replicated in all populations, suggesting the possibility of ethnic
differences [21,22,27,30,33,52-55].

Given the known importance of TNF-« in inflammatory and/or
immune functions and the variation in susceptibility to immune
disorders in different ethnic groups, we investigated the associa-
tion of this gene with the development of asthma, juvenile rheu-
matoid arthritis (JRA) and SLE in a pediatric Mexican population.

2. Subjects and methods
2.1. Study population

A total of 226 patients with asthma, 171 with JRA and 328 with
SLE, were enrolled into this study. All patients were less than 16
years of age and were recruited from four tertiary level institutions
located in Mexico City. The diagnosis of asthma was made based on
the definition used by the American Thoracic Society and the Global
Initiative for Asthma (GINA) criteria. The patients with JRA and SLE
fulfilled the American College of Rheumatology (ACR) criteria for
the diagnosis. Because there is no evidence of a correlation between
TNF alleles and age [56], we included 400 unrelated healthy sub-
jects more than 18 years of age, without autoimmune or inflamma-
tory disease as healthy controls. The study was conducted with the
approval of the ethics and research committees from all four par-
ticipating institutions. Informed parental consent was obtained for
all patients. Parents provided consent for the children’s participa-
tion and the children assented.

2.2. Genotyping analysis

Genomic DNA was extracted from blood samples using the
standard salting out technique (QIAgen Systems, Inc., Valencia, CA,

USA). Genotyping analyses of TNF-a-308 G/A and TNF-a-238 G/A
polymorphisms were performed using the TagMan allelic discrim-
ination assay (Applied Biosystems, Foster City, CA). The polymerase
chain reaction (PCR) was carried out using the ABI PRISM 7900
system. The primers were added in a PCR mix consisting of 10 ng of
genomic DNA, 2.5 ul of TagMan master mix, 0.125 ul of 20X assay
mix, and ddH20 up to a final volume of 5 ul. The amplification
protocol included denaturing at 95°C for 10 minutes, followed by
40 cycles of denaturing at 95°C for 15 seconds and annealing and
extension at 60°C for 1 minute. The genotype of each sample was
assigned automatically by measuring the allele-specific fluores-
cence using SDS 2.2.3 software for allelic discrimination (Applied
Biosystems, Foster City, CA).

The overall genotype call rate by TagMan was 99.9%; only one
sample for asthma and SLE diseases were not successful in one of
the SNPs analyzed. A total of 426 randomized samples were geno-
typed in duplicate for both polymorphisms; the genotyping repro-
ducibility was 100%. To confirm the TNF-«-308 genotype, 100 ran-
dom samples, and the only AA homozygote case, were sequenced.

The PCR products were sequenced directly with a DNA Sequenc-
ing Kit with the Big Dye Terminator on an automated ABI PRISM
3100 DNA sequencer (Applied Biosystems). The forward and re-
verse primer sequences were 5'-AAACAGACCACAGACCTGGTC-3’
and 5'-GGGAGGATGGGAGTGTGAG-3' [29]. We also evaluated a
panel of 10 informative ancestry markers (rs4884, rs2695, rs17203,
rs2862, rs3340, rs722098, rs203096, rs223830, rs1800498, and
rs281478) that mainly distinguish Amerindian and European an-
cestry (& > 0.44). These markers have been validated in prior case-
control studies in the Mexican population [57,58].

2.3. Statistical analysis

The FINNETI program (http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl)
was used to test Hardy-Weinberg equilibrium for genotype distri-
butions in the cases and controls. Odds ratios (OR) with 95% confi-
dence intervals (95% Cls) were calculated using allele frequencies
for the case patients and controls. The Stat-Calc program (Epic Info
2005 V.3.2; Centers of Disease Control and Prevention, Atlanta, GA)
was used for all statistical calculations. The x? value was calculated
from 2 X 2 contingency tables, and values of p < 0.05 were consid-
ered statistically significant. The ADMIXMAP program [59] was
used to test the possible effect of population stratification, as pre-
viously described in prior studies [60,61] and performed with the
two primary parental populations of Mexican-Mestizo (Amerin-
dian and European). Because of the almost complete absence of AA
homozygotes in both SNPs, we used a dominant model of inheri-
tance. We included a gender covariate as a potential confounder
and the genotype was considered a fixed factor, using the logistic
regression fits in the ADMIXMAP. However, age was not considered
a confounding factor, since there is no evidence that the TNF-«
polymorphisms may be related to a lesser life span.

The statistical power for asthma, JRA, and SLE studies was esti-
mated using QUANTO software (version 1.2; http://hydra.usc.edu/
GxE/) and all of them reached more than 80% under dominant
model.

3. Results

The asthmatic patients ranged in age from 5 to 17 years and
fulfilled the GINA criteria for asthma. The SLE and JRA cohorts
included patients from less than 16 years of age at onset of disease
and fulfilled the ACR criteria. The mean (+SD) age at onset of
asthma, JRA, and SLE were 8.4 + 2.8,8.7 = 2.46, and 11.62 + 2.46
years, respectively. The female/male gender distribution was 83
(37%)/143 (63%) among asthmatic patients, 97 (57%)/74 (43%) in
the JRA patients, and 274 (84%)/54 (13%) in the SLE patients. The
gender ratio for the 400 healthy, ethnically matched controls was
1:1 (female:male); all were more than 18 years of age. Because
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Table 1

Allelic distribution and OR analysis of —308 G/A and —238 G/A TNF-« polymorphisms in asthma, JRA and SLE

TNF Allele G/A X2 Test Adjusting by ancestry
polymorphism OR (95% CI) p? OR (95% CI) p°
—308
Control n (%) 777 (97.1)[23(2.9)
Asthma n (%) 423 (94.0) / 29(6.0) 2.32(1.28-4.20) 0.002* 2.38(1.65-3.38) 0.0143
JRA n (%) 321(94.0) / 21 (6.0) 2.21(1.16-4.21) 0.0086* 2.30(1.57-3.28) 0.0083
SLE n (%) 610(93.3) [ 44 (6.7) 2.44(1.42-4.21) 0.00049* 2.77 (1.96-3.93) 0.0026
—238
Control n (%) 767 (95.9) / 33 (4.1)
Asthma n (%) 429 (95.0) /21 (5.0) 1.14 (0.63-2.06) 0.69 1.42 (0.96-2.10) 0.40
JRA n (%) 321(93.9)/ 16 (6.1) 1.52 (0.87-2.70) 0.14 2.01(1.39-2.85) 0.11
SLE n (%) 624 (95.1) /32 (4.9) 1.19(0.70-2.02) 0.48 1.21(0.84-1.70) 0.47

2After Bonferroni correction: asthma: p= 0.004; JRA: p = 0.017; SLE: p = 0.00098.
bValues after using dominant model.

differences between the genders in healthy individuals were not
observed, when allelic frequencies of TNF-a-308 G/A and TNF-a-
238 G/A polymorphisms were compared (p = 0.20 and 0.6, respec-
tively), we used the same control group for all analyses. Genotype
distributions of TNF-a-308 G/A and TNF-«-238 G/A polymorphisms
were in Hardy-Weinberg equilibrium in the cases (asthma: p = 0.55
and 0.30; JRA: p = 0.68 and 0.44; SLE: p = 0.8 and 0.66) and the
controls (p = 0.46 and 0.54). The allele frequencies of both TNF-«
polymorphisms, in patients and healthy controls, are shown in
Table 1.

The TNF-a-308A allele was more frequent in asthma, JRA, and
SLE case patients than in the controls. This allele was carried by only
2.9% of the controls, whereas among the three groups of patients it
was similar; in the asthma and JRA patients it was observed in 6.0%
of cases (OR = 2.32,95% C1 1.28-4.2, p = 0.002; OR = 2.21,95% CI
1.16-4.21, p = 0.0086, respectively), and for the patients with SLE
it was present in 6.7% of cases (OR = 2.44,95% Cl = 1.42-4.21,p =
0.00049). The TNF-«a-308A association remained significant after
Bonferroni correction (asthma: p = 0.004; JRA: p = 0.017; and SLE:
p = 0.00098). Adjusting for ancestry, the following values were
noted: for asthma, OR = 2.38, 95% CI = 1.65-3.38, p = 0.0143; for
JRA, OR = 2.3,95% CI = 1.57-3.28, p = 0.0083; and for SLE, OR =
2.77,95% Cl = 1.96-3.93, p = 0.0026 (Table 1).

When we compared the frequency of the TNF-«-308 genotypes
containing the A allele (GA + AA) between the case patients and
controls, a significant difference was observed for all three dis-
eases: asthma (OR = 2.41, 95% CI = 1.31-445, p = 0.002), JRA (OR =
2.29,95% Cl = 1.18-4.46, p = 0.007), and SLE (OR = 2.48,95% CI =
1.42-4.36, p = 0.0005). Only one homozygote AA was identified in
apatient with SLE. Sequencing 100 random and the AA homozygote
samples confirmed the TNF-a-308 genotype.

Stratification analysis by gender showed a specific female gen-
der association between the TNF-«-308A allele and both asthma
(OR=4.16,95%Cl = 1.58-11.23,p = 0.0008) and JRA (OR = 4.4,95%
Cl = 1.74-11.46, p = 0.0002). However, both female and male SLE
patients showed significant differences from the controls (p =
0.001 vs 0.04 respectively; Table 2).

The TNF-a-238G/A failed to show an association with asthma
(p = 0.69),JRA (p = 0.14), or SLE (p = 0.48). However, a significant
difference was observed when we compared the frequency of the A
allele between the male JRA patients and the male controls (10.1%
vs 3.7% respectively, OR = 2.89,95% CI = 1.37-6.08, p = 0.004), this
association remained after correction for ancestry (p = 0.017; data
not shown). The frequency of the TNF-a-308A allele, obtained in our
healthy Mexican sample (2.9%) was significantly different from that
of other populations described elsewhere (Table 3).

4. Discussion

TNF-« is a proinflammatory cytokine involved in several bio-
logic processes shared by many immune diseases such as tissue

remodeling, epithelial cell barrier permeability, macrophage acti-
vation, recruitment of inflammatory infiltrates, effectiveness of the
local and systemic inflammatory response, and amplification of the
effects of other proinflammatory cytokines [3-5]. The important
role of this cytokine in the initiation and perpetuation of immune
diseases has been supported by the clinical findings of improved
symptoms in patients with RA, asthma, and SLE after treatment
with recombinant anti-TNF-« antibodies [62-65]. Multiple associ-
ation studies evaluating the association between TNF-a polymor-
phisms and these immune diseases also support this relationship
[21-40,66]. One of the SNPs that has consistently shown an asso-
ciation with susceptibility to these three diseases is TNF-a-308 G/A;
in fact, the A allele of this polymorphism has been correlated with
an increase in transcription activity and secretion levels of this
cytokine [43-47]. We found a similar frequency of the TNF-a-308A
allele (2.9%) as reported by previous studies in healthy Mexican
individuals (3-4%) [21,22], showing that there is no difference in
the frequency of this allele between children and adults. In this
study, the age of the case patients (<17 years) and healthy controls
(<18 years) was significantly different; however, given that there
is no evidences that TNF-a polymorphisms may be related to an less
life span that could increase the TNF-a-308A allele in childhood
group, age was not considered as a confounding factor in this study.
Moreover, in a study testing the relationship between the TNF-a-
308 SNP, as a predisposing factor to longevity in Mexican Mestizo
healthy elders, the TNF-a-308A allele frequency increased in the
elder group when compared with young controls [56]. This would
suggest that we might expect to find a higher frequency of this
allele in controls compared with case patients, contrary to what we
actually observed.

The results of this study confirm the association between the
TNF-a-308A allele and asthma, as has been found in most popula-
tions, including Mexican patients [63]. To date, only in Italian,
Belgian, Japanese, and Korean populations does this allele appear to
be either protective or has it not been found to be associated with
asthma [30,31,36]. Of note, among our asthmatic patients we found

Table 2
OR of the TNF-a —308A allele in female and male patients
Gender Disease Samples,n  Allelesn G/A  OR (95% CI) p Value
Female Controls 200 392 /8
Asthma 83 153/13 4.16 (1.58-11.23)  0.0008
JRA 97 178 /16 4.40 (1.74-11.46)  0.0002
SLE 2732 511/35 3.36 (1.47-7.93) 0.001
Male
Asthma 143 285/17 1.53(0.71-3.29) 0.23
JRA 74 143 /5 0.90(0.28-2.7) 0.83
SLE 54 99/9 2.33(0.91-5.85) 0.04

Bold characters mean significant values.
20ne case was not successful in the genotyping analysis.



254 S. Jiménez-Morales et al. / Human Immunology 70 (2009) 251-256

Table 3
Genotypes and alleles frequencies of TNF-« -308G/A polymorphism in healthy populations from different geographic regions
Geographic region Samples GG Genotype n (%) p Alleles Alleles n (%) D
0 GA 0 G A
North America
Current study 400 377 (94) 23(6) 0(0) — 800 777 (97) 23(3) -
Mexico (21) 55 52(94) 3(6) 0(0) 0.93 110 107 (97) 3(3) 0.93
Mexico (22) 166 148 (91) 14 (9) 0(0) 0.33 232 310 (96) 14 (4) 0.33
USA (23) 273 212 (78) 55 (20) 6(2) * 546 479 (88) 67(12) *
Canada (24) 108 81(75) 25(23) 2(2) * 216 187 (87) 29(13) *
South America
Chile (25) 42 38(90) 4(10) 0(0) 0.33 82 80(98) 4(2) 0.33
Colombian (26) 430 338(79) 87 (20) 5(1) * 860 763 (89) 97 (11) *
Europe
Italy (27) 45 36 (80) 8(18) 1(2) * 90 80(89) 10(11) *
Spain (28) 343 265 (77) 71(21) 7(2) * 686 601 (88) 85(12) *
UK (29) 691 522 (75) 149 (22) 0(3) * 1382 1193 (86) 189(14) *
Belgium (30) 95 64 (67) 31(33) 0(0) * 190 159 (84) 31(16) *
Sweden (31) 103 70 (68) 27 (26) 6(6) * 206 167 (81) 39(19) *
Czech (32) 155 116 (75) 38 (24) 1(1) * 310 270 (87) 40 (13) *
Asia
Japan (33) 465 454 (98) 10(2) 1(0) * 930 918 (99) 12(1) *
Iran (34) 113 103 (91) 9(8) 1(1) 0.11 126 215(95) 11(5) 0.14
Taiwén (35) 99 89 (90) 10(10) 0(0) 0.18 198 188 (95) 10(5) 0.12
Korea (36) 170 131(77) 37(22) 2(1) * 340 299 (88) 41(12) *
South Korea (37) 300 231(77) 65 (22) 4(1) * 600 527 (88) 73(12) *
Hong Kong (37) 100 79(79) 19(19) 2(2) * 200 177 (88) 23(12) *
China (38) 149 111(86) 18 (14) 0(0) * 258 240 (93) 18(7) *
India (10) 252 217 (86) 33(13) 2(1) * 504 467 (93) 37(7) *
Africa
Gambia (39) 325 224 (69) 97 (30) 4(1) * 650 545 (84) 105 (16) *
Oceania
Australia (40) 312 211 (68) 89 (28) 12 (4) * 624 511(82) 113(18) *

*p < 0.05 statistically significant.

one of the highest odds ratios (ORs; 2.41) worldwide for heterozy-
gous TNF-a-308. However, as we did not detect homozygous TNF-
«-308A in this group of patients, we could not determine whether
the risk for asthma was increased in Mexicans in the homozygous
state, as described in other studies [34,49].

Prior studies have reported that Mexicans with the TNF-a-238A
allele are at risk for SLE and RA in adulthood [21,22]. Regarding SLE
and the TNF-«-308A allele, our data are similar to those published
previously, mainly in European-derived populations, but surpris-
ingly they are in contrast to prior reports on adult Mexican SLE
patients [21,50]. The discrepancies between our findings in the SLE
pediatric patients and the previously reported findings in adult
Mexican patients [21] could be caused by differences in the sample
sizes studied or other differences in study design, laboratory meth-
ods, and analysis; for our study the Zuiliga et al. analysis had a low
statistical power because of the small sample size (n = 52). Al-
though prior studies that included the IRF5 and PDCD1 genes re-
ported similar frequencies among Mexican adults and children in
SLE cohorts [67,68], we cannot rule out the possibility that the SNPs
associated with late-onset disease might be different in childhood
or that there may be a greater background of susceptibility alleles in
earlier-onset disease.

Meta-analyses have demonstrated that the TNF-a-308A allele
may represent a significant risk factor for RA, particularly in Latin
Americans [51,69]. Given that RA shares an autoimmune back-
ground as well as other pathogenetic features with JRA, we in-
cluded JRA in this study. We found an association of this allele with
susceptibility to JRA. However, this has not been observed in Turk-
ish, Czech, German, and Spanish populations [32,69,70], suggesting
that, similar to RA, the TNF-a-308A allele is associated with JRA
mainly in Latin Americans.

Distribution by gender of the TNF-a-308A allele reveled that in
the patients with SLE it was associated with risk for the disease in
both males and females; however, this allele was not associated

with susceptibility in males with asthma or JRA. Regarding the
TNF-a-238G/A polymorphism, we did not find an association with
asthma or SLE; however, there was an association with susceptibil-
ity toJRA with the TNF-a-238A allele in males (data not shown). The
association of gender differences with the distribution of alleles has
been documented in asthma and RA. In fact, specific alleles of COX-2
(prostaglandin endoperoxide H synthase cyclooxygenase gene)
have been associated with susceptibility, particularly in female
asthmatic patients [71-73]. In addition, in other inflammatory dis-
eases, HLA alleles and IL4 SNPs have been found to be associated
with susceptibility in males with bowel disease, and in females
with multiple sclerosis, respectively [74,75]. These results, in com-
bination with the fact that some diseases have a different gender
prevalence, suggest that certain genetic factors may influence dis-
ease risk in a gender-dependent manner. We discarded gender as a
confounding covariate, as there were no significant differences in
the frequencies of the polymorphisms between males and females.
These data were confirmed by logistic regression analysis with the
ADMIXMAP software (http://homepages.ed.ac.uk/pmckeigu/
admixmap/index.html).

The findings of this study show the necessity for further analysis
to understand the complex mechanisms involved in immune dis-
eases and to illustrate the importance of stratifying data by gender
in all studies that include genetic factors. Although there is evi-
dence of no linkage disequilibrium (LD) between TNF and HLA
alleles in the Mexican population [22,76-78], we cannot rule out
the possibility that our results were influenced by LD between
these genes; LD between DRB1 and TNF alleles in European and
European derived-populations have been reported [79,80], and
European ancestry is a significant component of Mexican ancestry.
In fact, Granados et al. reported that the HLA-DRB1*0301 is com-
mon among adult Mexican patients with SLE [81].

The Mexican population is a heterogeneous mix of races/
ethnicities with a very complex genetic structure including Native
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American (51%), European (45.4%), and African (3.7%) alleles [61].
Therefore, to consider this heterogeneity the analysis was adjusted
for this admixture using 10 informative ancestry markers, and the
associations remained significant.

When we compared the distribution of TNF-a-308A allele fre-
quencies obtained from Mexican controls with other populations
worldwide, we observed significant differences. The only compar-
isons without significant differences were with the Chilean, Ira-
nian, and Taiwanese populations (Table 3) [25,34,35]. Similar re-
sults have been reported for the distribution of other SNPs
[67,68,82]. This could be explained by the heterogeneity of the
genetic background among populations. These observations sup-
port the need for replication studies among all ethnic groups, espe-
cially those with a high degree of heterogeneity, such as the Mexi-
can population.

In conclusion, the results of this study demonstrate the associ-
ation of the TNF-a-308A allele as a common genetic risk factor for
susceptibility to pediatricimmune and/or inflammatory diseases in
the Mexican population.
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