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|. Marco Tebérico.

A. La Enfermedad Respiratoria Exacerbada por Aspirina

En 1968 Ray Beer y Max Samter estudian a una poblacion de pacientes con asma y
poliposis nasal que exacerban sus sintomas posteriores a la ingesta de analgésicos no
esteroideos (AINEs), principalmente al acido acetil salicilico (AAS), estableciendo las
caracteristicas clinico-epidemiolégicas de lo que hoy se conoce como enfermedad
respiratoria exacerbada por aspirina (EREA), (1) entidad caracterizada por rinosinusitis
cronica con poliposis nasal, asma e hipersensibilidad o intolerancia a la aspirina (IA).(2)La
prevalencia de la EREA varia dependiendo de la fuente consultada; se estima que el 7%
de los pacientes con asma la padecen e incrementa al 21% cuando las pruebas de

provocacion son utilizadas para su diagndstico.(3)

En 1975 A. Szczeklik propone las bases del mecanismo fisiopatologico de la EREA, el
cual involucra la inhibiciéon farmacoldgica de los AINEs en la enzima ciclooxigenasa tipo 1
(COX-1),(4) mediante su fijacion en el aminoacido arginina 120 y posterior acetilacién de
la serina en la posicién 529(5)lo que induce al desvié metabdlico del acido araquiddnico
(AA) hacia la via de la lipooxigenasa cuyo producto de sintesis final es la formacion de
leucotrienos (LT); en esta via el AA se convierte a acido 5-hidroperoxieicosatetraenoico y
leucotrieno A4 por ALOXS5 o la 5-lipoxigenasa (5-LO) y por su cofactor proteina activadora
5-lipoxigenasa (ALOX5AP y FLAP). El LTA4 sintetizado, se transforma en LTB4 por LTA4
hidrolasa (LTA4H) y posteriormente es conjugado por la leucotrieno C4 sintasa (LTC4S)
calcio-dependiente para formar LTC4, proteina que se caracteriza por contener varias
cadenas de aminodacidos en su region terminal, la cual puede ser degradada por proteinas
citoplasmaticas, modificando la conformacion de la proteina transformandola a LTD4 y

LTE4. (6)



Las actividades bioldgicas de los LT solo se ejercen como consecuencia de la union a sus
receptores especificos (receptor de cysteinil leucotrieno tipo 1y 2 -CYSLTR1, CYSLTR2-
y P2Y) de siete dominios trasmembranales asociados a proteinas G, localizados en la
superficie de eosindéfilos y mastocitos principalmente; sus funciones consisten en inducir
broncoconstriccion, aumentar la permeabilidad vascular, incrementar la secrecion de
moco, ejercer funcidn de factor quimiotactico para eosindfilos y contribuir en la hipertrofia

de musculo liso con la deposicion de colageno en la pared bronquial.(7)

Sin embargo, en los ultimos afos se han descrito nuevos mecanismos que participan a
diferentes niveles que involucran mediadores de las dos principales vias metabdlicas del
AA e inclusive se evidencia la intervencidon de componentes inmunologicos externos a
este proceso; ejemplo de ello es el bloqueo de COX-1, que conlleva a la disminucién de
prostaglandinas (PG) en especial de PGE2, y consecuentemente evita su acoplamiento a
sus receptores especificos EP2 y EP4(8)(9) en condiciones basales este proceso activa
la transduccion de sefales dependientes de AMP ciclico lo que induce la sintesis de
COX2, favoreciendo la retroalimentacion positiva que tiene como objetivo el incremento
de esta PG,(10) esencial para el bloqueo de la enzima ALOX5(11); otras investigaciones
han demostrado que el eje IL1B-IL1R en fibroblastos es capaz de activar a COX-2
induciendo la sintesis de PGEZ2, incrementado el numero de receptores de IL

(interleucina-IL) IL1, proceso que favorece el ciclo anti-inflamatorio antes descrito.(12)

Con respecto al segundo apartado, se ha establecido la asociacién de los mecanismos
fisiopatoldgicos de la EREA con el dafio epitelial, aunque no es un mecanismo propio de
esta enfermedad, ya que se ha descrito en entidades como la dermatitis atépica, alergia
alimentaria y otros endofenotipos de asma no dependientes del tipico mecanismo
mediado por la atopia. En este proceso existe dafo epitelial por diferentes etiologias en la

via aérea, las células epiteliales inducen la sintesis de IL-33, IL-25 y linfopoyetina



estromal timica (TSLP), que interactian con sus receptores especificos IL1/ST2, receptor
de IL-25 y TSLP localizada en las células linfoides innatas tipo 2 (ICL2), estirpe celular de
linfocitos tipo Th2, en donde la via de transcripcion RORa y GATA3 se activa e induce a la
sintesis de IL-5 e IL-13 indispensables para el desarrollo y accion de eosinéfilos, principal

estirpe celular relacionada en el dafio de los pacientes con EREA.(13)

Habitualmente la EREA se presenta en mujeres de la cuarta década de la vida, las
primeras manifestaciones en detectarse son los sintomas caracteristicos de rinitis
(constipacién, estornudos y rinorrea), posteriormente en un promedio de dos afos se
evidencian los sintomas de asma (tos seca, opresion toracica y disnea) y poliposis
nasosinusal, siendo la congestion nasal y la hiposmia su sintomatologia mas tipica; con
respecto a la intolerancia a aspirina u otro analgésico no esteroideo, la aparicion de este
hallazgo es variable, se relaciona casi siempre como el factor mas evidente de la
enfermedad, usualmente asociado a eventos de broncoespasmo que ameritan atencion

hospitalaria y por la tanto sugerente del diagndstico clinico. (6)

El diagndstico confirmatorio se realiza a través de pruebas de provocaciéon especifica a
AAS o AINES, mediante la introduccion nasal e inhalada de estos medicamentos a dosis
graduales, con posterior desarrollo de manifestaciones clinicas de la enfermedad y rasgos
cuantitativos como: disminucion del volumen espiratorio forzado en el primer segundo
(VEF+4, >20%) y reduccion del flujo nasal total (FNT, >40%) con respecto a valores basales

de cada paciente.(14)

El tratamiento de esta entidad consiste en el control de las enfermedades que la
componen, acogiéndose a las recomendaciones que estipulan guias como GINA (15) y
EPOS (16), importante adicion es la administracion de los inhibidores de los
leucotrienos(17) particularmente por su mecanismo de accidn principal, el bloqueo de los

receptores de CYSLTR1, ademas de otros demostrados a nivel molecular (disminucién de
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la actividad de 5-lipoxygenasa, inhibicion de prostaglandina E sintetasa-1 microsomal,
disminucion de la migracion y adhesion eosinofilica y disminucion de la actividad de NFxB
entre otros). (18) Una vertiente especifica desarrollada por Stevensson desde 1982 ha
sido la desensibilizacién, administracion de dosis controladas de AAS, con el objetivo de
tolerar el medicamento para el control de sus entidades sin que se presenten sintomas
asociados a asma o rinitis, con este tratamiento se ha reportado disminucién en la
frecuencia de eventos de sinusitis, disminucién en el uso de esteroides sistémicos vy
mejoria del olfato.(19)

Hasta el momento se desconoce el mecanismo de accién de este procedimiento
terapéutico, sin embargo, se ha propuesto que puede inducir tres procesos
inmunoldgicos: 1) inhibicion de IL-4, esencial para la sintesis de CYSLTR1 en linfocitos T,
B y eosindfilos; 2) disminucion de PGD2 y 3) reduccion en la sintesis de metaloproteasas,
que actuan como factor quimiotactico para eosindfilos y neutrdfilos. (20)

La EREA actualmente es una enfermedad en la cual cada vez se identifican nuevos
mecanismos fisiopatoldgicos y terapéuticos; en algunos casos, los estudios de asociacion
genética han contribuido a evidenciar y confirmar su participacion como factor

indispensable para su desarrollo.



Il. Antecedentes

La predisposicion genética, asi como los mecanismos fisiopatoldgicos y terapéuticos en
EREA no han sido definidos por completo(21), los estudios de asociacién genética han
evaluado diversos genes, (22) principalmente se han enfocado al estudio de los
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), cambios de una base nitrogenada por otra y la
combinacion de los alelos mediante modelos de genotipos (co-dominante, dominante y
recesivo), en genes implicados en la sintesis de leucotrienos y recientemente a otros
mecanismos. En la presente seccion se agruparan a los estudios en cuatro categorias: 1)
SNP implicados en el metabolismo del AA, 2)HLA, 3) factores de transcripcion,

4)inflamacion, 5) receptores y 6) enfermedades con mecanismos compartidos.

A. SNP asociados a metabolismo de &cido araquidénico

a) LTC4 sintasa

LTC4 sintasa esta codificada por el gen LTC4S, localizado en el brazo largo del
cromosoma 5 (5q35), tiene una extension de aproximadamente 2.5 kilobases, contiene 5
exones(23); esta region también codifica para citocinas como el factor estimulante de
granulocitos, IL-3, 4, 5, 9 y 13 ademas del receptor 3 adrenérgico. La funcion principal de
la proteina LTC4S es la conversion de leucotrieno A4 a C4 (24). Este gen fue el primero
en ser analizado en el contexto de la EREA en 1997 por Marek Sanak, quien analizé
elSNP localizado en la posicién -444 del gen en pacientes polacos con intolerancia a la
aspirina, encontrando que la transversion adenina (A) por citosina (C) se encontraba
asociado 3.89 veces mas en esta clase de pacientes en comparacion con sujetos control.

(25)

En el afio 2000, Van Sambeek replica la asociacién del gen en 61 pacientes residentes

en Estados Unidos de América con intolerancia a AAS (lA); el ensayo funcional demostré



que no existia participacion del promotor para la expresion del gen, sin embargo, tiende a
haber una mayor proporcion de homocigotos del genotipo CC en pacientes con IA,
(26)posteriormente, el grupo polaco reanaliza en el mismo afio los resultados obtenidos
por Sanak en 1997, reportando una similar proporcién de sujetos portadores con la
variable de riesgo C, ademas demostré a través de ensayos funcionales la participacion
de este alelo con el incremento en la actividad del promotor, asi como con los niveles de
RNA mensajero (RNAm) de LTCA4S en eosindfilos sanguineo se incremento de la sintesis
de LTE, urinario posterior al reto con AINEs; aparentemente estos efectos atribuidos al
alelo C son necesarios para la activacion del factor de transcripcion AP-2 y sucesivamente
del factor 2 de transcripcién de la histonaH4.(27)En 2002 Kawagishi analizé este gen en
poblacion japonesa (40 pacientes con IA y 100 pacientes con asma tolerante a la aspirina
-ATA) y 110 sujetos control) describiendo similares resultados a los referidos por Sanak y
Van Sambeek en cuanto a la distribucién del genotipo homocigoto en los sujetos con IA
con respecto a los pacientes con ATA, p=0.042 y realizé el analisis genético en modelo
que describe como recesivo (AA vs. AC+CC) exclusivamente en aquellos pacientes
conlA, reportando que los pacientes con participacion del alelo C tenian una edad de
presentacidn mas temprana del asma y al igual que lo reportado por Sanak, también

describié un aumento de la actividad del promotor.(28)

En 2004 Mary Anne-Kedda secuencié los cinco exones del LTC4S en 110 pacientes de
Australia con antecedente IA, reportando la presencia de una variante antes no descrita
en el intrén 1, a 10 pares de bases del exén 2 (en sentido 3’-5’) y que solo se detectd en
el 2% del total de la poblacidon evaluada, sin embargo, no presenté asociacion. EI mismo
polimorfismo fue analizado en Corea por Jeong-Hee Choi sin que se reportara asociacion

con la enfermedad, sin embargo se reporto a través de analisis estratificados por variables



clinicas, que los pacientes con la variante de riesgo C usan un mayor numero de

esteroide sistémico que aquellos pacientes con el alelo A.(29)

La estrategia de asociar genes ha revelado que el SNP -444C deLTC4Sen combinacion
con el 2078 C>T enCYSLTR2 se asocidé con disminucién del VEF; en el reto de lisin-

aspirina en modelo codominante y recesivo (p= 0.026 y p= 0.007). (30)

b)ALOX5 y ALOX5AP

En 2004 se analizdé en Corea el primer estudio de asociacién genética en esa poblacion,
con ~100 pacientes con I|A, se analizaron genes que participan en la sintesis de
leucotrienos, entre ellos 4 polimorfismos en ALOX5, 1 en ALOX5AP, 4 en prostaglandina
sintasa 2(PTGS2), COX2, y 1 en CYSLTR1; sin embargo, no existié asociacion entre los
SNP de pacientes con IA vs. ATA a excepcion de +1728A—G localizado en ALOX5 en
modelo codominante, el cual se encontré en menor proporcién en pacientes con |IA con
respecto a sujetos control (p=0.04), sin embargo el resultado no soportd correcciones
estadisticas; al analizar por haplotipos (ht), el ht de ALOX5 (ht1[G-C-G-A]), este se
encontraba en 94% de los pacientes con IA vs. 82.3% de ATA, p=0.01, OR=5.0, IC95%
(1.54-17.9) y 90% de los sujetos control p=0.03, (OR=4.5, IC95% 1.1-18.4)probablemente

siendo el primer estudio en reportar asociacion mediante esta estrategia de analisis.(29)

Al afo siguiente se analizé por parte de este grupo de investigacion la evaluacion de
polimorfismos de repetidos en tandem de ALOX5 y ALOX5AP (repetidos de GGGCGGy
series del mononucledétido A respectivamente),describiendo que en poblacion coreana se
encontraban 6 y 23 repeticiones de cada uno y a pesar que no existié6 un tandem en
especifico asociado a IA en comparacién con ATA o controles, se evidencié que la
presencia del repetido de ALOX5 es 5 veces menor en poblacion coreana que en
poblaciones caucasicas y que a su vez presentaba asociacién con la reduccién de la

funcion pulmonar con respecto a la variante comun.(31)
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c) EP2

Nobuyoshi Jinnai en Japon analizé 370 SNP provenientes de un pool conformado por 833
SNP en 63 genes candidato, seleccionados en base a su desequilibrio de ligamiento y
frecuencia alélica, para subsecuentemente ser probados en 198 pacientes con IA, el
analisis de permutaciones demostraron resultados estadisticamente débiles, a excepcién
de 77 SNP del gen EP2, que codifica para el receptor de PGE2, siendo el SNP uS7 (-
10814, T/A) y uS5 (-12813 G/A), localizados en la region de promotor, los Unicos capaces
de establecer una diferencia estadisticamente significativa cuando se comparo vs. ATA (p
=0.0025, 0.0017) y control (p=0.039, 0.0016),(32)el haplotipo en conjunto con otros SNP
como S1/S3/S6/S8, también demostré asociacion (p=0.0001); sugiriendo que estos SNP
son capaces de activar factores de transcripcién como STAT1, reduciendo los niveles de

expresion de EP2.

c) TBXA2

Otros agentes relacionados con la fisiopatogenia de la EREA son los tromboxanos (TBX),
los cuales inducen broncoconstriccion previa interaccion con su receptor TBXA2R; en
base a esta premisa, Kim en 2005, analiz6 los SNP TBXA2R +924T>C y +795T>C siendo
el genotipo CC asociado en el modelo codominante (p=0.03), el analisis del haplotipo de
las variantes menores (C-C) se encontraba en proporcion mas frecuente en los pacientes
con IA (16% vs. 11%). Es el primer estudio en evaluar la interaccién gen-gen en esta
enfermedad, especificamente con HLA-DPB1*0301 y TBXA2R +795T>C, ademas de
ALOX5 +21T con TBXA2R +924 T>C (p=0.008, OR=5.3 y p=0.007, OR=3.7,
respectivamente) ambos en modelos recesivos. (33)En 2012 se revalord en poblacion
coreana por Kohyama y la presencia del genotipo CC+CT vs. TT fue 1.07 veces mas
frecuentes en pacientes con EREA (p=0.015) y mantuvo la asociacion entre mujeres con

la entidad (p=0.013, OR=1.96) pero no existi6 relacién con otra variable clinica.(34)
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d) CYSLTR2

CYSLTR2 se encuentra localizado en el cromosoma 13g14.2-21.1, el gen fue analizado
previa secuenciacion por Jong Sook Park en Corea en un grupo de pacientes con IA, el
analisis reveldé 4 SNP candidatos: uno localizado en regién 5-UTR (=819 T>G), 2 en 3'-
UTR (2078 C>T y 2534 A>G) y uno en promotor +297 A>G, las frecuencias de los alelos
menores se encontraban en mayor proporcidn en comparacion con la de otros grupos
poblacionales (afroamericanos y caucasicos), los tres primeros se asociaron al riesgo al
comparar los genotipos por modelos co-dominantes con IA vs.ATA [p=0.031, OR=2.04 e
IC95% (1.06-3.85)], [p=0.013, OR=2.26 e 1C95%(1.19-4.40)] y [p=0.031, OR=2.02 e

1C95% (1.07-3.84)].(30)

e) CRTH2

La prostaglandina D2 (PGD2) es un prostanoide sintetizado por mastocitos posterior a la
exposicion a alérgenos, mediador importante en la patogénesis de la inflamacién de las
vias respiratorias a través del receptor, molécula quimioatrayente expresada en células
Th2 (CRTH2). ElI gen CRTH2 codifica una proteina G acoplada al receptor
quimioatrayente que se expresa en linfocitos Th2, incluyendo otras células relacionadas
con la alergia, como eosindfilos, baséfilos y monocitos, participa en la quimiotaxis de los
linfocitos Th2, eosindfilos y basofilos por PGD2, ha sido asociada con el asma alérgica en
personas de origen caucasico y chinos provenientes de Taiwan. Palikhe reporté en 2010
la asociacién de 2 SNP de CRTH2 (-466T—C y -129C—A), siendo la unica asociacion, la
reportada para -466T—C, el cual se encontr6 en mayor frecuencia en el grupo de
pacientes con EREA en comparacion con los asmaticos (p=0.04), ademas de la
asociacion con los niveles de eotaxina al estratificar por genotipos (TT vs. CT y CC,
p=0.046); también se observd una menor actividad del promotor en ensayos de luciferasa

y niveles disminuidos de RNAm. (35) Este SNP fue validado en poblacion coreana en
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2011 por Kohyama, mediante regresion logistica y el genotipo TT obtuvo una asociacién
positiva con la enfermedad p=0.03, OR=1.61, 1C95%1.0-2.5asi también se asoci6 con el

género femenino [p=0.016, OR=1.71, IC95% 1.01-2.90].(34)

B. Genes relacionados con el sistema de Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA)

a) HLA clase Il

En 1997 se reportd la presencia de antigenos de HLA-DR en la superficie de células
inflamatorias presentes en tejido nasal,(36)Etelka en el 2000, analizé el HLA de pacientes
con poliposis nasosinusal provenientes de Hungria y los comparé con 50 sujetos control,
demostré que los pacientes portadores del alelo HLA-DR7 tenian una probabilidad de
presentar 2.5 veces mas esta entidad y similar resultado se presentaban al analizar otros
alelos (DQA1*0201,0R=2.52 y DQB1*0202, OR=2.84), el haplotipo conformado por estos
alelos tuvo un OR=2.5; al estratificar los resultados entre aquellos pacientes con EREA
estos alelos demostraron mayor significancia estadistica. Esta misma investigacién
demostré6 que existian alelos de proteccion, DQA1*0104 (OR=0.16) y DQB1*0604

(OR=0.24). (37)

Seung-Woo Shin describié los hallazgos generados de la busqueda de regiones exonicas
(exm) mediante la técnica de GWAS donde se incluyeron 54,555 SNP reportando que el
exm537513 en HLA-DPB1 obtuvo una asociacién con la EREA p=3.46x10® (OR=3.28),
dato importante es que entre los principales SNP detectados, 6 se encontraban en la
region HLA (HLA-DPB1, HLA-DPAl1 y HLA-DPB2) y la combinacién de 4 de ellos
(exm537513, exm537522, exm3097671 y exm3129294) tenian un valor de area debajo de
la curva (AUC) de 0.629. Al reajustar la combinacion de los 6 SNP para similares
resultados, se obtuvo que 7 SNP (exm537513, exm83523, exm1884673, exm538564,

exm2264237, exm396794 y exm791954;) presentaban un area bajo la curva (AUC) de
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0.75 y tenian una sensibilidad de 34% con especificidad de 93% para discriminar entre

EREA de los ATA con valor predictivo positivo del 77.1% y exactitud de 76%.(38)

Seung-Hyun Kim reportd los hallazgos de un estudio de genoma completo (GWAS) en
2014, dos SNP, rs3117230 y rs3128965 fueron asociados a EREA, ambos con alto
desequilibrio de ligamiento (D’=0.984, r’=0.961) este ultimo SNP localizado en el
locusHLA-DPB1, portar alguna de sus variantes menores (AG o AA) fue significativamente
mas prevalente en el grupo de pacientes con EREA en comparacién con los pacientes
con asma tolerantes a la aspirina y los controles (p=0.001, p=0.002, en modelo

codominante respectivamente).(39)

En 2015 Esmaeilzadeh, evalué a los genes HLA-DRB1, HLA-DQAl y HLA-DQBI],
demostré asociacion estadistica con HLA-DQB1*0302, (OR=2.90, IC95% 1.49-5.67), HLA-
DQB1*0302 (OR=5.49, 1C95%2.40-12.59), HLA-DRB1 (OR=2.94, 1C95%1.61-5.36) y
HLA-DRB1*04 (OR=3.19, IC95% 1.57-6.47), se encontraban en mayor proporcion en los
pacientes con EREA en comparaciéon con los controles y lo mismo sucedié con la
combinacion de sus haplotipos (p<0.05). Los ht de HLA-DRB1*04 / DQA1*0301 /
DQB1*0302 obtuvieron asociacion con OR=4.25, 1C95% 1.94-9.29 y HLA-DRB1*07 /

DQA1*0201 / DQB1*0201 OR=3.52, IC95%1.54-8.06.(40)

En ese mismo afo se asocid a estos polimorfismos del HLA como predictores de la
respuesta a desensibilizacién, partiendo de la evolucién clinica de 16 pacientes, denotd
que los pacientes con una respuesta satisfactoria (mejoria en la constipacion y funcién
pulmonar), tenian mayor frecuencia del HLA-DQB1*0302 en comparacion con el grupo de
pacientes no respondedores al tratamiento farmacoldgico(p=0.022, OR=0.12, 1IC95% 0.02-
0.76), a pesar que el tamafio de muestra utilizado es considerablemente menor para los

estudios clasicos de asociacidén genética, la tesis del autor propone que este polimorfismo
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pudiera ser un marcador genético predictor de respuesta farmacoldgica por los valores de

sensibilidad (71.4%, 1C95% 35.8-91.7)y especificidad (81.8%, 1C95% 52.3-94.8).(41)

b) TAP1y TAP2

Jeong-Hyum Kim asocié en 2012 los genes que codifican las proteinas trasportadoras de
antigeno TAP1 y TAP2, codificadas por genes en el cromosoma 6, anteriormente
relacionadas con atopia e inmunodeficiencias.(42,43)El estudio fue realizado en poblacion
coreana; basado en el HapMap se seleccionaron 12 SNP de TAP1 y31 enTAP2, siendo el
de este ultimo gen con 7 SNP (de 31)[rs241437, rs241454, rs2857101, rs13501,
rs2856993, rs2857103, rs2621321]; los que resultaron asociados(p=0.04-0.002,
principalmente en modelo recesivo) y 2 haplotipos que incluyeron a los ultimos 5 SNP
asociados cuando se contrastd con un decremento en el VEF; durante el reto con

aspirina.(44)

c) TRIM26

TRIM26 (tripartita motif-containing 26), gen cercano a la regién HLA, importante por
poseer secuencias codificadoras para dedos de zinc y estar relacionados con
interacciones proteicas; se analizd6 de manera exploratoria por Jin Son Lee en 2012;
particularmente fue uno de los primeros estudios en analizar los hallazgos con otros
procesos, como el relacionado con microRNA (miRNA),siendo el rs4711211 el que estuvo
asociado con la EREA (p=0.05, OR=0.54, 1C95%0.30-1.00), mientras que los rs2072107 y
rs2284165 lo estuvieron con el decremento de VEF1 (p<0.05) en el reto con aspirina; sin
embargo, los hallazgos no se han podido asociar de manera directa con ningun
mecanismo fisiopatologico de la EREA, probablemente estén en relacién con procesos de

ubiquitinizacién ampliamente demostrados en padecimientos como el asma. (45)

d) ZNRD1
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En 2012,C. Pasaje analizé el gen ZNRD1 (zinc ribbon domain containing 1) que codifica
para una proteina dedo de zinc, localizado en el cromosoma 6p21.3, region que contiene
marcadores como el HLA-DPBL1, asociado a esta enfermedad en pacientes coreanos, su
importancia radica en que estas proteinas que catalizan la transcripcion de DNA a RNA,
motivo por el cual se le considerd blanco de estudio en EREA. 6 SNP fueron analizados y
solo el rs1150740 mantuvo asociacion al riesgo con EREA en modelo dominante (p=0.03,

OR=1.14, IC95%1.14-10.16) asi también con decremento de la funcion pulmonar.(46)

C. Genes relacionados con factores de transcripcion

a) CIITA

Joon Seol Bae en 2013 evalué la participaciéon del gen CIITA(class I, major
histocompatibility complex, transactivator), factor esencial para la regulacién de la
transcripcion de HLA, en poblacion coreana, codificado en el cromosoma 16p13, debido a
la participacion de asma y poliposis componentes esenciales de la EREA; 18 SNP fueron
evaluados, 2 SNP (rs12932187 y rs11074938) y 2 haplotipos (CIITA BL1_ht2 vy
CIITA_BL1_ht5) demostraron asociacion con poliposis nasal (p=0.001-0.01, OR=0.53-
2.35), sin embrago el rs1139564 se asocié con la intolerancia a la aspirina (p=0.02,

OR=2.66, 1C95%1.19-5.94).(47)

b) TBX21

En 2005 Mitsuteru Akahoshi analizé un gen no relacionado con la sintesis de leucotrienos
ni presentacion antigénica, el TBX21,que codifica para el factor de transcripcion T-bet,
localizado en el cromosoma 17q12-q22 miembro de la familia T-box, relacionado con la
sintesis de interferon gamma y por ende con la respuesta inflamatoria Th1. (48) La
secuenciacion el gen identific6 24 SNP. En este estudio exploratorio, se evaluaron los

SNP en diferentes grupos de pacientes japoneses con asma: ninos con asma, adultos con
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asma atépica, asma no atépica y el grupo de IA, reportando asociacion positiva al riesgo
con un SNP localizado en region promotora -1993T/C, en especifico el alelo C (p=0.016,
OR=1.93, 1C95%1.22-3.06) y mantuvo su significancia al contrastarlo con otros tipos de
asma (p=0.001); éste SNP mantenia un alto desequilibrio de ligamiento en conjunto con
otro SNP, el 390 A/G, la adicion de ambos incrementaba el riesgo con las variantes
menores en modelo recesivo al analizarlos con los otros tipos de asma (p<0.05/0R ~2.0),
asi como su haplotipo (p=0.016, OR=14); en el ensayo funcional, la presencia del alelo C
presentd una mayor actividad del promotor, mecanismo que pude contribuir a una mayor

inflamacion en estos pacientes.(49)
D. Genes relacionados con mecanismos inflamatorios
a) CCR3

El gen del receptor de quimiocinas CC3 y su respectiva proteina (CCR3) poseen un rol
importante para su desarrollo en los pacientes con asma, ya que codifica a proteinas G
que responden a diferentes quimiocinas involucradas en el asma, como CCL11, CCL26 y
CCL7.Kim SH evalué en 2010 dos polimorfismos (-520T—G y -174C—T) del promotor
deCCRa3, en 330 pacientes con sensibilidad a la aspirina (191 pacientes con EREA y 139
con urticaria inducida por aspirina -UIA) vs. 217 controles sanos, a nivel general no existié
diferencia en la frecuencia de los genotipos entre los pacientes con sensibilidad y los
controles, pero si entre EREA y pacientes con UIA con el SNP -520T/G, el genotipo GG
present6 significancia (p=0.015, OR=2.03) y de similar forma con -174 C/T genotipo TT
(p=0.011, OR=2.37), una caracteristica particular en esta investigacién es que se reportd
un alto desequilibrio de ligamiento entre ambos (r* =0.77), concluyendo que estos 2 SNP
pueden considerarse como marcadores genéticos capaces de diferenciar entre estos dos

fenotipos de intolerancia a la aspirina.(50)
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b) CD58

En 2011 C. Pasaje, describio la participacion del gen CD58 o Lymphocytefunction-
associatedantigen3 (LAF-3) localizado en el cromosoma 1p13, la proteina que codifica es
miembro de la familia de la inmunoglobulinas, esta involucrada en la activacion de
linfocitos T por las células presentadoras de antigeno; evidencio la participacién de CD58-
CD2 para la activacion de las células NK, por este proceso se induce la sintesis de
citocinas Th2 via independiente a mecanismos de hipersensibilidad tipo |, mecanismo que
pudiera contribuir al dafio inmunopatolégico en pacientes con IA. Se seleccionaron solo
SNP localizados en exones en poblacion chino-japonesa, reportandose siete SNP (1 en
promotor: rs17036001 y 6 en intrones rs7542681, rs2300747, rs1335532, rs12044773,
rs1414275, rs10924108), siendo solo el rs7542681el que fue asociado al descenso del
VEF, durante el reto con lisin-aspirina, pero no existié otro tipo de asociacién entre cada

SNP o haplotipo a pesar de poseer un alto desequilibrio de ligamiento.(51)

c) IL13 & IL17

Otra vertiente de la investigacion realizada por Kohyama en poblacion coreana fue
evaluar la participacion de los genes de IL13(5931-gq33) e IL17(6p12.1) involucrados en
mecanismos relacionados con eosinofilia y asma grave entidades caracteristicas de la IA
respectivamente; evalud los SNP -111C—>T y Arg110GIn (rs20541)en IL13y-737C—T en
IL17, reportando que el genotipo TT vs. CT/CC delL13 se distribuia en la poblacién de
pacientes con EREA y se asociaba en modelo recesivo (p <0.01, OR=2.8) ademas de ser
mas predominante en el sexo femenino (p<0.001) y tendencialmente con la disminucion
del VEF,. En el caso de IL17 este obtuvo asociacion, pero en el modelo dominante (CC

vs. TT+CT, p=0.02, OR 1.8, IC95% 1.1-2.9). (52)

e) IL1B
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En 2011 Falfan-Valencia, realizd6 el primer estudio de asociacion genética en una
poblacion no caucasica, ni asiatica, analizé el SNP del gen IL1B, suproteina IL-1 esta
presente en polipos, epitelio de la via aérea y células inflamatorias (53), previamente
asociada por Erbek en pacientes con poliposis nasosinusal (54). En la investigacién se
describié la asociaciéon a la susceptibilidad de EREA con el genotipo AA del rs16944
(IL1B), el cual se encuentra incrementado casi en 3 veces mas en comparacion con los

pacientes que padecen asma (p=0.018, OR=2.98,1C95%1.17-7.82).(55).

f) IL17RA

La participacion de agentes proinflamatorios como IL-17(IL17A-IL17F) y su respectivo
receptor (IL17R) han sido estudiados como potenciadores de la respuesta inflamatoria,
sobre todo en modelos alérgicos, el gen en especifico de este ultimo componente
(IL17RA) activa a p38 e induce la expresion subsecuente de COX2. Jong-Sook Park en
2012 evaluo al gen IL17RA localizado en el gen 22q11.22 en 163 pacientes con EREA. El
estudio se caracteriza por presentar ensayos funcionales y de expresion (medicién de
RNAmM para IL17RA y expresion de IL17RA en monocitos),15SNP se analizaron,
reportando la asociacion solo para 4 SNP (rs4819553,rs4819554, rs917864 y rs6518660)
capaces de diferenciar EREA del asma y del grupo control; la asociacion a la proteccién
resultd para el rs917864, ademas el genotipo TT se asocié con el decremento de la
funcion pulmonar durante el reto con aspirina y con una menor expresion del receptor

p=0.010.(56)

g)IL5RA

Purevsuren en 2013 evalué la asociacion de IL5 en pacientes con EREA, necesaria para
la generacion y migracion de eosindfilos, el gen de IL5RA (3p26-p24) codifica para la

subunidad alfa del receptor, en el presente estudio analizé la frecuencia de los genotipos
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y realizé ensayo de luciferasa para evaluar al promotor. 4 SNP fueron evaluados y a pesar
de que no existié una diferencia de los genotipos entre los diferentes grupos, el -5993G>A
presentd asociacion con el genotipo AA vs. (GA+GG) con los niveles de IgE especifica
contra la toxina A de Staphylococcus (p=0.008) y el alelo menor(A) obtuvo mayor

actividad en el ensayo de luciferasa (p=0.013) con respecto al alelo G. (57)

h) RAS

Los Ras como Rab GTPasas regulan el transporte de vesiculas de endocitosis y
exocitosis, las vesiculas de los mastocitos contienen proteinas lisosomales involucradas
en procesos inflamatorios como el asma y otras enfermedades (58), Jong-Sook Park en
2013 evalud polimorfismos del gen RAB1A, este estudio demostré 2 SNP localizados en
intron (+14444 G>T y +41170 C>G) asociados con la EREA, p=0.0003-0.03, en modelo
codominante y recesivo, asi también con el decremento de la funcién pulmonar durante el

reto oral con aspirina.(59)

i) HSP70

Kikuchi analizé en 2012 los polimorfismos de los genes HSP70 en pacientes japoneses
con EREA, se seleccionaron los SNP -179 C>T y 1267 A>Gen HSPAI1B, no existid
diferencias significativas en los niveles de IgE total en suero, conteo de eosindfilos o la
prevalencia de atopia entre EREA y ATA. Los pacientes con EREA mostraron frecuencias
mas altas del genotipo CT/TT en el SNP-179 C>T con respecto al genotipo CC en
comparacion con el grupo ATA (p<0.001); asi también mostraron frecuencias mas altas
del genotipo GG que la del genotipo AA/GA en comparacion con ATA (p<0.001)
correspondiente a 1267A>G. La frecuencia del haplotipo -179C/1267A también fue
significativamente mayor en la comparacion EREA vs. ATA (p<0.001; OR=3.15,

1C95%1.91-5.19). Entre las caracteristicas clinicas y hematolégicas investigadas, EREA
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mostré una variacién significativa en el recuento de eosindfilos en sangre periférica de
acuerdo con la asociacion de los polimorfismos de los genes HSP70-2 (p=0.033), pero no

con los pacientes con asma tolerante.(47)
JJACE

La bradicinina (BDK) es un péptido vasoactivo, implicado en el incremento de la
permeabilidad vascular y vasoconstrictor a nivel de la musculatura lisa pulmonar asi
también activa a la fosfolipasa A2 que incrementa el metabolismo del acido araquidénico;
su degradacion depende de proteinas del plasma. Durante el proceso de sintesis de BDK,
uno de sus metabolitos, el octapeptido des-Arg bradicinina, es digerido por la enzima
convertidora de angiotensina (ACE o Kininase IlI) con actividad peptidasa, la cual es
codificada por el gen ACE localizado en el cromosoma 17g23,constituido de 26 exones y
25 intrones,la teoria de como el gen ACE participa en la fisiopatogenia del EREA propone
que existe un defecto estructural a nivel de proteina, produciendo que nose cumpla el
proceso de degradaciéon de BDK, derivando que esta proteina este mayor tiempo en
circulacion, realizando sus efectos proinflamatorios. Kim evalué 5SNP de ACE (rs4291,
rs4292, rs4309, rs4343, rs1799763), siendo los SNPrs4291 y rs4292 aquellos que
demostraron tener asociacién con la EREA (OR=2.08, 1.91) asi como la conformacion de
su haplotipo (p=0.01); con respecto a la disminucion del VEF, durante la prueba de
provocacion, los alélelos menores también reportaron una mayor actividad en el ensayo
de luciferasa e interesantemente el rs4291 demostré ser un SNP probablemente

relacionado con sitio de transcripcion.(60)

21



E. Genes relacionados con receptores

a) RGS7BP

Lee en 2012 investigd el rol de los receptores acoplados a proteina G, comun
denominador en la mayoria de los receptores involucrados en la via de los leucotrienos,
prostaglandinas y tromboxanos. RGS7BP controla la funcion de proteinas G (GPCR) e
indirectamente modula corrientes de potasio activados por acetilcolina a través de los
receptores muscarinicos M2. Debido a este mecanismo los autores investigaron la
asociacion entre los 42 SNP que se reportaron en el gen RGS7B, localizado en el
cromosoma 5q12.3, encontrando que3 SNP y un haplotipo (BL3-ht2) estan asociados con
EREA +98092 C—G (p=0.03, OR=0.26) y +98853 C—T,(p=0.01, OR=0.21) ambos en el
intron 5° UTR y +104450 T—G (p=0.03,0R=0.26)en la regién 3'UTR. Las frecuencias del
haplotipo y SNP se distribuyen en menor frecuencia en los pacientes con EREA en
comparacion con los asmaticos y el haplotipo se asocié con mayor respuesta durante el

reto con metacolina, pero no se reportdé mayor expresion de RNAm. (61).

b) ADRB2

El gen del receptor beta 2 adrenérgico, localizado en el cromosoma 5q31-32, esta
involucrado en la sintesis del receptor, esencial para que el salbutamol ejerza sus
mecanismos farmacoldgicos en pacientes con asma(62), en 2011fue estudiado por Kenia
Kohyama en poblacién japonesa, reportando que el polimorfismo ArgArg se asocia 3
veces mas en los pacientes con EREA (p<0.001) con respecto a ArgGly/ GlyGly en
comparacion con los ATA (p<0.001) y el hallazgo se mantiene al estratificar por género

femenino con la enfermedad (p=0.02,0R=2.82).(63)
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C)MS4A2

El gen MS4A2 codifica para la cadena [ del receptor de alta afinidad para la
inmunoglobulina E (FCERI), la cadena B esta involucrada en la sefializacion intracelular
por parte de este receptor para la liberacién de los mediadores preformados contenidos
en los granulos de los eosindfilos, mastocitos y basdfilos, via interaccion con calmodulina
dependiente de calcio; la cadena B también es considerada un marcador de maduracion
para estas células, su asociacién clinica esta directamente relacionada con la patologia
alérgica. El gen MS4A2 se encuentra en el cromosoma 11q13. Hi Sin Park asocio a
lospolimorfismosFceR1B -109T>C (TT vs. TC+CC) en pacientes con intolerancia a la
aspirina y SEB; (enterotoxina de Staphylococcus B) vs. ATA y grupo control (p=0.001,
OR=7.27, p=0.02, OR=6.36), en el ensayo de luciferasa demostré que existia alteracion

de la transcripcion del gen en aquellos portadores del alelo C.(64)

F. Genes asociados a otras enfermedades e investigados en EREA

a) DPCR1

La regién critica de panbronquiolitis (DPCR1) o C60rf370S es un gen localizado en el
cromosoma 6p21.33 entre el HLA-B y HLA-A, de hecho 200Kb de este gen estan
incluidos en la region HLA, en 2012 fue evaluado como uno de los 500 polimorfismos con
posible participacion en la infeccién por el virus de inmunodeficiencia humana y la
panbronquiolitis; sin embargo, previamente Kim reveld que la aspirina puede inhibir al
complejo mayor de histocompatibilidad clase |, afectando la presentacion
antigénica.(65)En este estudio realizado por Jin Son Lee se analizaron 6 SNP, no
existiendo diferencia entre las MAF de los grupos de comparacion, el rs251749 se asocio
en modelo recesivo entre el grupo IA vs. ATA (p=0.03 OR=0.27,1C95%0.08-0.90) asi

como con el decremento de la funcion pulmonar durante el reto con aspirina en el mismo
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modelo (p=0.007), al igual que el rs2240804 (p=0.03), posiblemente la repercusion
biolégica del SNP los autores hipotetizan que el SNP pudiera estar asociado con un sitio

de splicing alternativo(66)

b) FANNC

Existen otros polimorfismos no relacionados con mecanismos directos de la enfermedad y
su estudio en la EREA tiene como objetivo valorar su participacion, lo que puede proveer
de informacién para establecer nuevos mecanismos patoldégicos hasta ahora poco
explorados, tal es el caso del estudio con gen FANNC (Fanconni anemia complementation
group C) localizado en el cromosoma 9g22.3 asociado con IA por Jeong-Hyun Kim en
2012 y que inicialmente esta relacionado directamente con la anemia de Fanconni, su
interés radica en que es un gen esencial en la reparacion del DNA(67); entre una
seleccion de 25 SNP localizados en su mayoria en intrones a excepcién de 2
(rs356677T>C y rs356680G>A), se reportd que el alelo A del rs4647376C>A y
rs554879C>G fueron asociados en modelo recesivo con un decremento de la funcion
pulmonar durante el reto con aspirina, el estudio realiza hipdtesis a priori, utilizando
analisis in silico siendo el rs4647376C>A asociado en modelo codominante con un sitio

relacionado con splicing alternativo (68).

c) KIFC1

Otro gen adyacente a la regién del MHC es KIFC1 (del inglés kinesinfamilymember C1),
localizado en el cromosoma 6p21.3 relacionado con la discinecia ciliar primaria siendo los
rs456993, rs4655506, rs465223 y rs376006 los que obtuvieron asociacion al riesgo en
modelo dominante (p<0.04, OR=2), siendo los rs456993 y rs211457 aquellos que tuvieron
asociacion con el decremento de la funcion pulmonar; hasta 2012C. Pasaje consideré que

aun no existia una clara explicacion sobre la participacion del gen en la IA(69).
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d) DCBLD2

Otros como el discoidin neuropilin-like membrane protein (DCBLD2), asi como CUB vy
LCCL, localizados en el cromosoma 3,implicados en la regulacion de los factores de
transcripcion AP-2 y TFAP2A (70)que regulan la sintesis de IL-8 y fibroblastos,
componentes esenciales de la remodelacién de la via aérea, Park evalu6 en especifico a
DCBLD2y demostré que los SNP rs1371687, rs7615856, rs828621, rs828616, y el
haplotipo DCBLD2_ htlestan asociadas a la susceptibilidad de padecer poliposis
nasal,(71) siendo el rs17278047, rs7615856, rs828621 y DCBLD2_ht5 aquellos que
tuvieron asociacién con EREA y poliposis nasosinusal, pero no mantuvo la asociacion

cuando se realizaron multiples correcciones.

d) ANX4

Las anexinas (ANXA) son proteinas reguladoras de calcio unidas a fosfolipidos que
participan en la regulacién del ciclo celular asi como en la apoptosis(72), en el asma el
calcio esta involucrado en la contraccion muscular (hiperreactividad bronquial), se ha
demostrado que la anexina 1 inhibe la activacién de NF«xB y anexina 6 es un supresor de
tumores a través de la via Ras—Raf-mitogen-activated protein kinase (Ras-Raf-MAPK).
Park T evalué los efectos de la posible asociacién genética de los polimorfismos de
ANXA4 que a diferencia de otras proteinas de esta familia, esta involucrada en el flujo de
calcio en epitelios secretores, de 21 SNP que integraron el analisis del gen, figuraron 8
SNP (rs2168116, rs4853017, rs6546547, rs13428251, rs7577864, rs7559354, rs7588022,
y rs3816491) y 2 haplotipos (ANXA4-ht3 and ANXA4-ht5) que se asociaron con la
susceptibilidad a la enfermedad, en especifico con sus alelos menores, siendo el
rs3816491aquel que tuvo el resultado estadistico mas significativo (p=0.03) después de

correcciones multiples; por otro lado,alrs2168116 localizado promotor, se le realizé un
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analisis in silico demostrando su probable participacion como regulador de factores de

transcripcién Sp1y TFIID.(73)

e) ATF6B

El factor activador de la transcripcion 6 beta (ATF6B) es una isoforma del factor de
transcripciéon de activacion 6 (ATF6) que se expresa principalmente en el reticulo
endoplasmico, de manera exploratoria se asociaron los rs2228628 y rs8111, asi como el
haplotipo ATF6B-ht4 con un decremento en la funciéon pulmonar durante el reto con
aspirina (p=0.03), en relaciéon con los alelos menores de ambos SNP, también se
demostré asociacion solo en el grupo EREA (p=0.02), el analisis in silico demostré que el
rs8111, localizado en la regién 3’-UTR,puede estar involucrado en la estabilidad del RNA

mensajero.(74)

G. Estudios de genoma completo.

En ultimos anos se ha tratado de investigar polimorfismos mediante la estrategia de
analisis del genoma completo “GWAS” (Genome-Wide AssociationStudy) o WGAS
(WholeGenomeAssociationStudy). El primer antecedente usando esta estrategia fue
realizado por Shin en 2012, donde evalud 94,609 SNP seleccionados mediante un OR>1
y/o 0 que tuvieran un valor asociado a riesgo en combinacién con otros SNP mediante la
conformacion de haplotipos. El resultado de la investigacion identificé 10 SNP candidato,
posteriormente mediante analisis del area bajo la curva se detecté que ocho SNP eran los
que mejor se ajustaban a este modelo (p=3.432E-21) [rs6911768 (PARK2), rs3213729
(WDR21), rs7963956 (FAM19A2), rs6714952 (VRK2), rs746035 (CHST11), rs4501026
(LINCO00314), rs4867084 (PDZzZK3), rs139719 (SGSM1) rs7852409 (VLDLR), rs6659655

(CENPF)]lya su vez discriminaban también con el grupo de comparacion de asma (p=
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0.00017), siendo estos SNP no relacionados con la via del acido araquiddnico, pero

aparentemente con una probable participacion en vias inflamatorias.(39)

La mayoria de los SNP que han sido identificados o son considerados como probables
marcadores genéticos de EREA, estan localizados en regiones intronicas, es por €so que
Shin en 2014 analizé solo las variables exdnicas conformando un microarreglo, partiendo
de un pool de 242,985 SNP, se analizaron 545,555 que se seleccionaron mediante
diferentes estrategias de analisis genético. Detectando que el exm537513 en HLA-DPB1
es un marcador genético capaz de discriminar el asma del EREA (p=3.4x10%, OR=3.28)

(38).

Park en 2013 publicé otro reporte de GWAS realizado en la poblacién coreana, realizé un
analisis de genoma completo utilizando un microarreglo capaz de evaluar 657,366 SNP,
identificd al rs2281389 (p=5.6x10°; OR=2.41), localizado en un darea intrénica adyacente
aHLA-DPB1, por otra parte el rs1042151localizado en este gen se posicion6 como el
hallazgo principal en la segunda etapa(p=5.11x10"; OR= 2.40) ademas del rs2281389 y
rs3117230, que ademas obtuvieron un alto desequilibrio de ligamiento (r?=0.97),este
ultimo SNPfue replicado en un segundo estudio y presentaba también un desequilibrio de
ligamiento con rs3117230(r*=0.96), la presencia de los genotipo GA o AA se asociaban
con la susceptibilidad de padecer EREA en comparacion con el grupo de asma tolerante y

control en modelo co-dominante (p=0.001, p=0.002).(39),(75)
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lll. Planteamiento del problema

Las investigaciones en asociacion genética en EREA se han enfocado en el estudio de
polimorfismos en genes implicados en la sintesis de leucotrienos y mas recientemente a
otros mecanismos; sin embargo, la mayoria no han sido replicados en otras poblaciones.
Se desconoce si el bagaje genético reportado podria estar asociado a la enfermedad en
poblacion mexicana, que por razones historicas tiene una constitucion genética diferente a

otras poblaciones.
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V. Justificacion

La metodologia de analisis de regiones gendmicas candidato permite evaluar una gran
cantidad de polimorfismos en un solo ensayo, de esta manera se podria estudiar el rol de
los SNPs en estos genes, asi como validarlos, ayudando a comprender su participacion
en los pacientes mexicanos, para en el futuro desarrollar estrategias diagnosticas vy
terapéuticas basadas en datos gendmicos propios de la estructura de la poblacién
mexicana, que ayuden a identificar a individuos con mayor susceptibilidad a padecer esta

entidad, promoviendo el desarrollo de la medicina personalizada.
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V. Objetivo Primario

Describir si existe asociacién genética de los polimorfismos de un solo nucleétido
reportados en EREA, en poblaciones europea y asiatica en pacientes mexicanos con esta

enfermedad.

Objetivo Secundario

Asociar el polimorfismo de un solo nucleétido con caracteristicas clinicas inherentes al

EREA.
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VI. Materiales y Métodos

Disefio de estudio

El protocolo de investigacion fue un estudio transversal con orientacién de casos y
controles, el cual se dividié en dos etapas. En ambas fases, los sujetos fueron adultos,
mestizos mexicanos de género indistinto y debian contar con el antecedente de
ascendencia mexicana (3 generaciones previas nacidas en México). Una vez clasificados
los integrantes en cada grupo, se procedi® a su genotipificacion mediante una
microarreglo que contenia 381 SNPs etiqueta de genes asociados a EREA a través de la
plataforma GoldenGate. Los resultados obtenidos se analizaron comparando frecuencia
alélicas y modelos genéticos; sélo aquellos resultados que obtuvieron asociacién
estadisticamente significativa a riesgo, se validaron en una segunda poblacion de estudio
mediante ensayo de PCR-TR y fueron analizados con la misma estrategia estadistica.

Figura 1. Disefio de estudio
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Tamafio de muestra

Debido a la baja prevalencia de la enfermedad, se realiz6 un muestreo a conveniencia
para la primera etapa con una relacién de 1 caso:1.5 controles (120 pacientes con EREA
y 180 pacientes con asma y el mismo numero para los integrantes del grupo
control).Similar proporcion para la segunda etapa.(104 pacientes con EREA, 107 con

asma y 132 sujetos controles).

Criterio de inclusion

EREA

A los pacientes que integraron el grupo EREA se les realizé prueba de reversibilidad
(incremento del VEF;, >12% y 200mL respecto al VEF, basal), posterior a la
administracion de 400 ug de salbutamol para establecer la condicion de asma,
nasoendoscopia para determinar la poliposis nasosinusal o el antecedente de
polipectomia o nasalizaciéon de los mismos y reto con lisin-aspirina para confirmar la
condicion de intolerancia a la aspirina (decremento del 40% del FNT, posterior a la ingesta
de 100mg de lisin-aspirina administrada en dosis gradual, respecto al FNT basal) o el
antecedente de broncoespasmo 30 minutos posterior a la ingesta de AAS o AINEs y que

haya ameritado internamiento en el area de urgencias del INER.

Asma

Los pacientes que conformaron el grupo de asma solo debieronpresentar el parametro de
reversibilidad y sintomatologia sugerente de asma (tos, disnea, sibilancias, sensacion de
opresion toracica) y no debieron presentar ninguna caracteristica clinica relacionada con

la EREA (poliposis nasosinusal e hipersensibilidad a la aspirina).
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Sujeto Control

Los sujetos del grupo control no debieron haber presentado ninguna de las caracteristicas

antes mencionadas (asma, poliposis nasosinusal e hipersensibilidad a la aspirina).

Independientemente del grupo a que perteneciera cada uno de los participantes, se les
evaluaron niveles de eosinofilos séricos, IgE sérica y sensibilidad alérgicamediante
pruebas cutaneas, una vez fenotipificados los sujetos de estudio, se procedid a la

extraccion de ADN (acido desoxirribonucleico).

Criterios de exclusion

Pacientes y sujetos control que al momento del reclutamiento reportaran en la historia
clinica, formato de reporte de caso o expediente clinico alguna de las siguientes
enfermedades: cancer, autoinmunidad (artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico,
espondilitis anquilosante, etc.), tuberculosis, VIH, enfermedad pulmonar obstructiva

crénica y sindrome metabdlico.

Pacientes y voluntarios que posean las condiciones necesarias para entrar en alguno de

los grupos de estudio, pero nieguen su consentimiento a participar en el estudio.

Criterios de eliminacion

Muestra de ADN de cualquier participante, que no tenga el grado de calidad necesario

para el desarrollo de las técnicas de biologia molecular.
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Reto nasal con lisin-aspirina.

A todos los pacientes con EREA y asma se les suspendid con una semana de
anticipacion los esteroides intranasales, manteniendo exclusivamente como tratamiento
los aseos nasales; con 7 dias de anterioridad se limité la ingesta de antihistaminicos y
antagonistas de los receptores de leucotrienos, los esteroides inhalados y beta-agonistas
de larga duracién se suspendieron con 5 dias, la restriccion para los beta-agonistas de
corta duracién fue de 12 horas, en caso de tener tratamiento con anticolinérgicos

inhalados y metilxantinas, estas se evitaron con 48 horas previas al estudio.

La evaluacién del reto se llevo a cabo con un Espirémetro-Rinomandmetro Jaeger modelo
Flowscreen calibrado diariamente y programado con los valores de referencia de Pérez-
Padilla. Una vez evaluada la condicion clinica del paciente y corroborado la suspension de
medicamentos de acuerdo a lo especificado, ademas de previa firma de consentimiento
informado, se realizd espirometria basal hasta obtener criterios de repetibilidad y

aceptabilidad que justificaran un grado de calidad A.

Con la finalidad de evaluar la presencia de hiperreactividad nasal inespecifica, se instilé
sobre ambos cornetes medios, 1 ml de solucién salina a 37°C, 20 minutos después se
obtuvo determinacion de rinomanometria, en caso de haber presentado un descenso del
FNT >50%, se considerd hiperreactividad nasal y el reto fue reprogramado; descartada
esta condicion se continué con el reto nasal manteniendo al paciente con medicion
continua de saturacion de oxigeno por medio de oximetria de pulso, ademas de contar
con un acceso vascular permeable que permita la administracién de medicamentos

sistémicos en caso de reaccion grave al AAS.

Para instilar lisin-aspirina en cavidad nasal se elaboré una concentracién en estado

liquido de 50 mg/ml, mediante la dilucion de un sobre de Coraspir® (Acetil Salicilato de
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Lisina) 160 mg (equivalentes a 80 mg de acido acetilsalicilico) en 3.2 ml de solucion salina
al 0.9%.Se aplicdé con pipeta Eppendorf en cada cornete medio, 250 uL de la solucion
previamente descrita que equivalen a 12.5 mg de lisin-aspirina, aplicando una dosis total
de 25 mg; posterior a 20 minutos se realizé rinomanometria y espirometria, en caso de
haber presentado un descenso >40% el FNT se consideré reto positivo y/o si el

VEFobtuviera una caida >20% respecto al valor inicial.

En caso de no haber presentado criterios de positividad, se instilé nuevamente 12.5 mg
de lisin-aspirina en cada narina, procedimiento que se repitid hasta una cuarta ocasion
(dosis acumulada de lisin aspirina de 100 mg),en caso de no existir descenso del FNT o

del VEF, el reto se considerd negativo.

Pruebas cutaneas

Previa explicacion al paciente de la técnica se realizé interrogatorio con el objetivo de
conocer si existio ingesta de medicamentos que pudiera provocar falsos negativos. Los
antihistaminicos anti H1 debieron suspenderse con diez dias de anticipacion. Se realizé
asepsia de la cara anterior de ambos antebrazos, inmediatamente se aplicé leve presién
en esta regiébn con punta roma, 15 minutos posterior a esta maniobra se evalud la

condicion de dermografismo de estar ausente se procedio al desarrollo de la prueba

Se aplico sobre la piel con lanceta de polipropileno tipo duotip, 40 alérgenos Alk-Abello®,
distribuidos de la siguiente manera: 16 podlenes de arboles, 10 pdlenes de pastos, 8
pélenes de malezas, Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae,
cucaracha y epitelio de gato, perro, y conejo. Como control negativo se utilizé solucién
fisiolodgica 0.9% vy clorhidrato de histamina (1:1000) como control positivo. Posterior a 20
minutos se midieron los diametros ortogonales que produjeron los reactivos, considerando
positivas aquellas reacciones que midieron >3 mm en comparacion con el diametro de

roncha provocada por el control negativo.
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Integracion de microarreglo

Para la conformacion del microarreglo se realiz6 una busqueda intencionada de los
estudios de asociacion genética en EREA en el portal US National Library of Medicine del
National Institutes of Health utilizando las palabras clave: SNP & AERD, SNP and aspirin
intolerance y SNP & asthma aspirin hypersensitivity, en un periodo comprendido de 1997
a 2014; de estos estudios se eligieron sélo aquellos cuyos resultados fueron compatible
con riesgo (OR>1 y p<0.005), seleccionandose 53 genes, a los que se les realizé un
mapeo fino de genes asociados cuyo objetivo fue identificar SNP etiqueta, utilizando el
software Haploview version 11.0; asi mismo se dispuso de marcadores de ancestria
poblacional proporcionados del proyecto de divulgacion gendmica del mestizo mexicano y

marcadores de ancestria de la poblacidon caucasica-europea.

Se conformd un microarreglo a la medida integrado por 384 SNP (362 SNP integrados a
genes asociados a EREA y 22 SNP marcadores de ancestria poblacional).

Seleccion de SNPs marcadores informativos de ancestria (AIMs)

Con la finalidad de evaluar el origen poblacional de los individuos incluidos en el estudio
(tanto casos como controles) y evitar que las asociaciones encontradas sean debidas a
estratificacion poblacional, se incluyeron marcadores informativos de ancestria (AIMs) que
cumplieran con los siguientes criterios: diferencia de la frecuencia del SNP entre dos
poblaciones >30%, distancia entre AIMs >500 kb. Se seleccionaron260 AlMs, sin
embargo, sélo 253 cumplieron con los criterios de calidad de la compania, estos SNPs se

encuentran distribuidos desde el cromosoma 1 hasta el cromosoma 21.
Extraccion de ADN

La muestra de ADN se extrajo a partir de sangre venosa por medio del kit comercial BD
tract DNA isolation kit (Maxim Biotech, San Francisco CA, USA) para obtener ADN de alto

peso molecular. Se centrifugaron las muestras a 3000 rpm durante 5 minutos para la
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obtencion de suero y plasma. Posteriormente se separé el suero del tubo SST gel (sin
anticoagulante) y se extrajo la capa de leucocitos del tubo BD-EDTA, se colocé en un tubo
conico de 15mL agregando 2mL de detergente DB1, dando voértex para una mejor
homogenizacion y se centrifugd a 3000 rpm durante 5minutos, posteriormente se elimind
el sobrenadante del tubo y se agregdé 2mL de BD2 dando vortex y centrifugando a 3000
rom durante 5minutos, eliminandose el sobrenadante, concluidos los pasos anteriores se
aplicé 1000uLdeBD3 y homogenizé con el botdn leucocitario formado; dejandose en bafo
maria por 45 minutos a 65°C, posteriormente se pasd la muestra obtenida a un tubo
Eppendorf y se agregd 400uLdeBD4, centrifugandose a 14000 rpm durante 10 minutos,
subsecuentemente se extrajo el sobrenadante y se agregé  500uL
deisopropanolal100%,mezclandose por inversién vigorosamente hasta observar la hebra
de ADN y volviéndose a centrifugar a 3,0000 rpm por 2minutos. Ulteriormente se decanté
el residuo de isopropanol protegiendo el ADN el cual se encuentra precipitado como un
boton blanco en el fondo del tubo Epperdorf, dejandose secar por 15 minutos
aproximadamente. Para la hidratacion del ADN a cada muestra se le agregaron de 300 a
500 uL de solucion amortiguadora TE dependiendo de la cantidad de ADN
obtenido,dejandoseincubara65°Cporunahora.Paraelalmacenamientoenesperadelarealizaci

on de PCR se mantuvo a4°C, y transferido a un criotubo.

Genotipificacién por GoldenGate

La genotipificacion se lleva a cabo empleando la tecnologia GoldenGate, la cual se
fundamenta en la activacién del DNA con estreptavidina para que una vez activada pueda
unirse a las particulas paramagnéticas y posteriormente sea alineado con los
oligonucledtidos alelo especificos 1 (ASO1) y alelo especificos 2 (ASO2) que van a
identificar al SNP y al oligonucleétido de direccionalidad, una vez alineado, es lavado para

eliminar el exceso de reactivos y se realiza una ligacion para que posteriormente se
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realice la amplificacion del DNA por medio de una reaccion de PCR; en la mezcla de esta
PCR se encuentran 3 oligonucledtidos universales, C y 3 que se incorpora a ASO1 y Cy5
que se incorpora a ASO2 y un anticuerpo biotinilado complementario al locus especifico
de direccionalidad, el cual posteriormente servira para inmovilizar el producto de PCR
sobre el microarreglo de genotipificacién. El escaner utilizado para estos microarreglos es
el modelo denominado BeadArray Reader, el cual usa un laser para excitar la
fluorescencia de la extension de una sola base. Los fluoroforos presentan una imagen de
alta resolucion en cada seccion de los microarreglos. Los datos de estas imagenes fueron
analizados para determinar cada genotipo de los SNPs probados usando el software
BeadStudio con el médulo de genotipificacion; en la figura 2 se esquematizan los pasos a

seguir para la genotipificacion por GoldenGate.

igura 2. Esquema de [a técnica de genolipificacion masiva. Se muestra en resumen la
técnica de genotipificacion masiva empleando la plataforma comercial GoldenGate de

llumina.
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Genotipificacién en Tiempo Real (QPCR)

Se utilizé el ensayo de 5 exonucleasa para la amplificacién y deteccion de alelos
especificos en las muestras de ADN gendmico purificado, cada ensayo TagMan contiene
2 cebadores para amplificar la secuencia de interés y 2 sondas TagMan para la deteccién

de alelos, lo que nos permite determinar el genotipo de los 2 alelos posibles.

El ensayo determina la presencia o ausencia de un SNP basado en el cambio de la
fluorescencia asociada a las sondas, ya que se encuentran marcadas con un fluoréforo en
el extremo 5’ (VIC para el alelo 1 y FAM para el alelo 2), ambas sondas tienen en el
extremo 3’ un quencher el cual inhibe la emisién de fluorescencia mientras la sonda no
hibride con la secuencia especifica de ADN, una vez que se haya dado la hibridacion de la
sonda con el ADN si se encontrara la presencia del polimorfismo, la sonda TagMan se
unira a una secuencia homéloga y la polimerasa degradara el quencher, lo que dara como
resultado la liberacién de fluorescencia, por lo que sera posible la identificacion del alelo

basandonos en el tipo de emision. El programa de ciclaje utilizado fue el siguiente:

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Pre-read 60°C 1 min 1
50°C 2 min 1
Cuantificacion 95°C 10 min 1
absoluta 95°C 15 seg 40
60°C 1 min
Post Read 60°C Tmin 1

Analisis estadistico

En el analisis estadistico se considerd la estrategia de contrastar el grupo de interés
(EREA) vs. los grupos de comparacion (Asma y Control) de manera individual; para
variables clinicas cuantitativas se utilizé estadistica no paramétrica, Kruskall-Wallis y U de

Mann Whitney expresando sus resultados en medianas y rango intercuartilar; para las
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variables cualitativas fue ji cuadrada (3x2 y 2x2),con el software SPSS V.21. Para las
variables genéticas, se analizaron las frecuencias alélicas con el software PLINK.
Subsecuente se crearon modelos genéticos (codominante y recesivo) con los programas
estadisticos Epi-Info v.7.0 y Epidat v.2.0 (estrategia que también se aplicé en la segunda
etapa). Sélo se tomaron en consideracion para ser validados en la segunda etapa,
aquellos resultados de la primera fase que estadisticamente fueran significativos vy

asociados positivamente a riesgo, (p<0.05 y OR >1).

Aspectos éticos

El estudio no represento ningun tipo de riesgo para los pacientes y voluntarios y tiene la

aprobacion del comité de ética del INER bajo el registro: B14-12.
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VII. Resultados.
Primera Fase.
Datos clinicos y demograficos.

La primera fase incluyé 120 pacientes con EREA, 178 con asma y 178 sujetos controles,
la relacion mujer: hombre fue similar en los grupos EREA (1.7:1) y control (1.3:1) e
invertida en los asmaticos (2.3:1); en cuanto a la edad los pacientes (EREA y asma) se
encontraban en la cuarta década de la vida y tenian mayor edad en comparacién a los
controles (p<0.001), el conteo de eosindfilos séricos fue mayor en el grupo de pacientes
con EREA en comparacion con los grupos asma y control (p<0.0001), en contraparte los
niveles séricos de inmunoglobulina E fue superior en los sujetos del grupo asma, cuando
se comparod con los pacientes con EREA (p<0.001) y controles (p<0.001), la intolerancia a
la aspirina fue una condicion que se encontré en todos los pacientes con EREA,
demostrandose de manera objetiva como reduccion del flujo nasal total posterior a la
administracion nasal de lisin-aspirina, caracteristica que no se encontré en los otros
grupos (p<0.001); de la misma manera la reversibilidad, particularidad de los grupos con
asma, fue patente con respecto al grupo control (p=0.02), no se reportd diferencia en la
sensibilidad alérgica mediante prueba cutanea en los tres grupos de estudio (p>0.05).

Dichos resultados se muestran en la tabla 1.
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Tabla 1. Datos clinicos y demograficos.

Primera etapa

Segunda etapa

. EREA | EREA | Avs. EREA | EREA | Avs.
Variable EREA GC A vs. GC | vs. A GC EREA GC A vs. GC | vs. A Ge
n 120 179 179 104 132 107
Edad 43 (34-50) | 27 (22-35) | 39 (27-52) § NS § | 42(33-53) | 34(26-43) | 36(27-46) § ¥ NS
% Femenino 64.5 59.7 70.1 NS NS ¥ 70 73 74 ¥ NS ¥
Eosindfilos 400 100 170 5 5 y 400 136 300 5 v 5
cell/mm? (300-700) | (61-191) | (40-492) (215-700) | (84-219) | (200-428)
125 88 229 107 63 266
¥ ¥
IgE UI/L (62-235) | (38-135) | (118-297) 5 (42-254) | (18-107) | (131-501) 5 5 5
% PC+ 46 52 55 NS NS NS 48 44 81 ¥ ¥ NS
% VEF,® 7 (2-13) 5 (0-5) 15 (8-21) § ¥ ¥ 10(5-13) | 3(0-5) | 12 (6-16) ¥ ¥ NS
% FNT®® 54 (48-59) | 3.6(-5-5) | 10 (3-10) § § ¥ AC - - - - -

EREA- Enfermedad Respiratoria Exacerbada por Aspirina , A-Asma, AC-Antecedente clinico de broncoespasmo secundario a la ingesta de aspirina mas la presencia de pdlipos nasales y

asma, GC, Grupo Control, FNT- Flujo Nasal Total(¢¢porcentaje de cambio en el resto con lisin-aspirina). PC+- Pruebas cutdneas positivas, VEF; - Volumen espiratorio forzado en el primer

segundo (¢porcentaje de cambio en la prueba de reversibilidad) Todos los resultados cuantitativos estan expresados en medianas y rango intercuartilar. £ No cumple criterio de positividad

(FNT> 40%).

¥ p< 0.05
§p<0.0001
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Integracion del microarreglo

Se analizaron 66 articulos publicados entre 1997 y 2014, de este proceso se obtuvieron
los 362 polimorfismos de un solo nucleétido, que constituyeron el microarreglo que se

analizé mediante la técnica GoldenGate.

Los SNPs se encuentran en 53 genes; 63 SNPs estan directamente relacionados con la
EREA en la literatura y 299 son SNPs etiqueta que se obtuvieron mediante el mapeo fino
de genes asociados, analisis que se realizd con el software Haploview v.11.0. Posterior al
analisis GoldenGate, 9SNPs no cumplieron con equilibrio de Hardy-Weinberg(p<0.05), 42
se eliminaron por tener una frecuencia de su alelo (MAF)<10% y 22 eran de ancestria, por

lo que el analisis de regiones gendmicas candidato se realizé con 311 SNPs. Figura 3.
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Analisis de ancestria.

El analisis de la distribucién de ancestria, revel6 que no existian diferencias significativas
en todos los integrantes que participaron en el estudio (p>0.05, para las distintas
comparaciones), cuando se compararon las frecuencias con los marcadores de ancestria
poblacional (amerindio/caucésico-europeo), siendo para el grupo EREA (52%/48%), asma

(56%/44%) y controles (58%/42%). Figura 4.

Frecuencias alélicas por GoldenGate

Los datos de frecuencias alélicas obtenidos mediante la técnica GoldenGate demostraron
en la comparacién EREA vs. grupo control, la asociacién de 22 SNPs localizados en 11
genes, 11 SNPs asociados a riesgo en 9 genes (ACE- Angiotensin | ConvertingEnzyme,
MS4A2-Membrane Spanning 4-domains A2, FSIP- FibrousSheathinteracting Protein 1,
IL10-interleukine 10, ANX4-Annexin A4, FCER1G-Fc fragmentof IgE receptor Ig, KIFC3-
KinesinFamilyMember C3) y 11 a proteccion en 7 genes (MS4A2, PPARG-

PeroxisomeProliferatorActivated Receptor Gamma, IL10, RGS7BP- Regulatorof G Protein
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Signaling 7 Binding Protein, TBXAS1-thromboxane A synthase 1, FANCC-Fanconi anemia
complementation group C, FCER1G) siendo los genes IL10 y TBXAS1,los genes que

aportan un mayor niumero de SNPs.

El rs4309 correspondiente al gen ACE fue el que obtuvo mayor significancia estadistica
(p<0.0001) manteniendo esta diferencia posterior a la correcciéon por Bonferroni con un
factor de 311 (p=0.04), OR=1.92 e IC 95% (1.37-2.69), siendo este el unico polimorfismo
que cumplio la presente condicion; el rs4293 incluido también en ACE, presenté p=0.005,

OR=1.82, IC95% 1.29-2.56.

El gen MS4A2contribuyé con 2 SNPs, rs573790 y rs502581 obteniendo valor de
p=0.0002, OR=1.96, 1C95% 1.5-2.77 y p=0.001, OR=1.90, IC95% 1.26-2.87
respectivamente. El rs2631700 del gen FSIP tuvo p=0.001, OR=1.71,1C95% 1.23-2.38.

Tabla 2

En la segunda comparacion EREA vs. asma, se asociaron 19 SNPs contenidos en 11
genes, 14 a riesgo en 8 genes (ACE, FSIP1, I1L10, TBXAS1, IL1B-Interleukin 1 beta,
CYP2C19-Cytochrome P450 family 2 subfamily C member 19, IL13- Interleukin 13) y 5 a
proteccion en 6 genes (TBXAS1, IL10, PTGER2- Prostaglandin E Receptor 2, OBSCN-
Obscurin, Cytoskeletal Calmodulin and interacting RhoGEF y PPARG) siendo los genes
IL10 y TBXAS1 aquellos que mas aportaron SNPs., sin embrago continuaron siendo los
rs4309 y rs4293 del gen ACE, los que presentaron una diferencia estadisticamente

significativa.

El rs4309 se mantuvo en primer lugar, al igual que en la comparaciéon EREA vs. controles,
posterior a la correccién por Bonferroni, p=0.04 OR 1.92, 1C95% 1.37-2.69, el segundo
lugar fue el rs4293 p=0.001, OR=1.92, IC95% 1.36-2.71, pero no soporto dicha correccion

asi como los subsecuentes SNPs que obtuvieron p<0.001 como el rs2631700 de FSIP1,
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OR=1.69, 1C95% 1.22-2.36, rs3024498 de IL10, OR=1.96 1C95% 1.28-3.02y rs2269997

de TBXAS10R=1.67, 1C95%1.20-2.33. Tabla 3

En la dltima comparacion, asma vs. control, se asociaron 11 SNPs, 2 SNPs a riesgo en el
gen MS4A2 y 9 SNPs en 5 genes (TBXAS1, FANCC, CYSLTR2 y PTGERS3) los asociados
a riesgo fueron el rs573790 p=0.001, OR= 1.70, 1C95%1.23-2.37 y rs502581 p=0.001,

OR=1.71, 1C95% 1.17-2.50. Tabla 4.
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Tabla 2. Comparacion de frecuencias alélicas EREA vs. Grupo Control.

Cr Gen SNP Alelo EREA (FA) GC (FA) p OR Cl95%

17 ACE rs4309 C 0.4832 0.3268 0.0001257 1.926 1.37-2.69
11 MS4A2 rs573790 C 0.375 0.236 0.0002506 1.943 1.35-2.77
17 ACE rs4293 G 0.4375 0.2989 0.0005139 1.825 1.29-2.56
15 FSIP rs2631700 T 0.5583 0.4242 0.0013 1.716 1.23-2.38
11 MS4A2 rs502581 A 0.2542 0.1517 0.001875 1.906 1.26-2.87
3 PPARG | rs2960421 G 0.1167 0.2135 0.002256 | 0.4866 0.30-0.77
1 IL10 rs1554286 T 0.325 0.4438 0.003626 0.6034 0.42-0.84
5 RGS7BP | rs6870654 C 0.2417 0.3464 0.006381 0.6014 0.41-0.86
7 TBXAS1 |rs13239058 T 0.1458 0.2318 0.009583 0.5657 0.36-0.87
3 PPARG | rs4135275 G 0.2125 0.3073 0.01044 0.6084 0.41-0.89
1 IL10 rs1800872 A 0.3625 0.4605 0.01765 0.6663 0.47-0.93
1 IL10 rs1800896 G 0.325 0.2374 0.01841 1.546 1.07-2.22
3 PPARG | rs1875796 T 0.425 0.5169 0.02771 0.6909 0.49-0.96
7 TBXAS1 |rs10487667 G 0.3125 0.3989 0.03161 0.685 0.48-0.96
2 ANX4 rs7588022 C 0.3625 0.2809 0.03524 1.456 1.02-2.06
9 FANCC | rs1326188 C 0.075 0.1285 0.03807 0.5499 0.31-0.97
15 FSIP rs2631702 G 0.4625 0.3799 0.04431 1.405 1.00-1.95
1 FCER1G | rs4489574 T 0.4792 0.3966 0.04571 1.399 1.00-1.94
1 IL10 rs3024498 G 0.2292 0.1638 0.04653 1.517 1.00-2.29
1 FCER1IG | rs7528588 G 0.2125 0.2849 0.04666 0.6772 0.46-0.99
5 KIFC3 rs2285700 T 0.4 0.3212 0.04817 1.409 1.00-1.98
7 TBXAS1 rs6962291 A 0.3875 0.4689 0.04955 0.7165 0.51-0.99

ACE-angiotensin | convertingenzyme, ANX4- annexin A4, CI95%- 95%, Cr: Cromosoma , EREA- Enfermedad Respiratoria Exacerbada por Aspirina, FA- Frecuencia alélica, FANCC- Fanconi anemia complementationgroup C, FCER1G-
Fc fragmentof IgE receptor Ig, FISP-interleukin 24, GC-Grupo Control, /L10- interleucina 10,KIFC3- kinesinfamilymember C3,MS4A2:membrane spanning 4-domains A2,0R- Odds ratio, PPARG:peroxisomeproliferatoractivated
receptor gamma,RGS7BP: regulatorof G protein signaling 7 binding protein, SNP: polimorfismo de un solo nucledtido, TBXAS1: thromboxane A synthase 1.
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Tabla 3. Comparacion de frecuencias alélicas EREA vs. Asma

Cr Gen SNP Alelo EREA (FA) Asma (FA) p OR Cl95%

17 ACE rs4309 C 0.4832 0.3268 0.0001257 1.926 1.37-2.69
17 ACE rs4293 G 0.4375 0.2877 0.0001634 1.926 1.36-2.71
6 FSIP rs2631700 T 0.5583 0.427 0.001642 1.697 1.22-2.36
7 TBXAS1 rs2072190 C 0.4708 0.3436 0.001803 1.7 1.21-2.37
7 IL10 rs3024498 G 0.2292 0.1313 0.001813 1.967 1.28-3.02
1 TBXAS1 rs2269997 C 0.5292 0.4011 0.002096 1.678 1.20-2.33
7 IL1B rs16944 G 0.458 0.3436 0.005023 1.614 1.15-2.25
1 IL10 rs1554286 T 0.325 0.4354 0.006754 0.6244 0.44-0.87
1 IL10 rs1800896 G 0.325 0.2263 0.007384 1.647 1.14-2.37
7 CYP2C19 rs10786172 A 0.4875 0.387 0.01513 1.507 1.08-2.09
10 ANX4 rs7588022 C 0.3625 0.2709 0.01742 1.53 1.07-2.17
4 TBXAS1 rs757760 A 0.1542 0.09497 0.02827 1.737 1.05-2.85
7 IL10 rs1800872 A 0.3625 0.4522 0.02926 0.6887 0.49-0.96
15 IL13 rs20541 C 0.4417 0.3567 0.03718 1.426 1.02-1.99
5 FSIP rs2631702 G 0.4625 0.3771 0.03749 1.421 1.02-1.98
15 FSIP rs2411300 A 0.4125 0.3296 0.03879 1.428 1.01-2.00
15 PTGERZ2 rs1409165 C 0.1083 0.1685 0.04022 0.5994 0.36-0.98
1 OBSCN rs4653544 A 0.1208 0.1816 0.0455 0.6195 0.38-0.99
1 PPARG rs2960421 G 0.1167 0.176 0.04778 0.6184 0.38-0.99

FA- Frecuencia alelica, ACE-angiotensin | converting enzyme, ANX4-annexin A4, CI95%- Intervalo de confianza al95% , Cr- Cromosoma, CYP2C19-cytochrome P450 family 2
subfamily C member 19, FSIP-interleukin 24,1L10: interleukin 10,/L13- interleukin 13, IL1B- interleukin 1B, OBSCN- obscurin, cytoskeletalcalmodulin and titin-interacting, OR- Odds
ratio, PPARG-peroxisome proliferator activated receptor gamma, PTGER2- prostaglandin E receptor 2, RhoGEFTBXAS1- thromboxane A synthase 1.
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Tabla 4. Comparacion de frecuencias alélicas Asma vs. Grupo Control.

Cr Gen SNP Alelo Asma FA(%) GC FA (%) p OR Cl95%

11 MS4A2 rs573790 C 0.3455 0.236 0.001288 1.709 1.23-2.37
7 TBXAS1 rs2072190 C 0.3436 0.4581 0.001768 0.6191 0.45-0.83
11 MS4A2 rs502581 A 0.2346 0.1517 0.005006 1.715 1.17-2.50
7 TBXAS1 rs2269997 C 0.4011 0.5028 0.006428 0.6624 0.49-0.89
9 FANCC rs1326188 C 0.07303 0.1285 0.01387 0.5344 0.32-0.88
7 TBXAS1 rs17161326 A 0.2612 0.3455 0.01446 0.6699 0.48-0.92
13 CYSLTR2 rs912278 C 0.3268 0.4134 0.01642 0.6889 0.50-0.93
14 PTGER3 rs1254600 T 0.3436 0.4302 0.01737 0.6933 0.51-0.93
7 TBXAS1 rs13239058 T 0.162 0.2318 0.0188 0.6406 0.44-0.93

FA, Frecuencia alélica , Cl:confidenceinterval, GC- GC-Grupo Control, CI95%- Confidenceinterval at 95%, Cr- Cromosoma ,CYSLTR2-cysteinyl leukotriene receptor 2, FANCC- Fanconi
anemia complementationgroup C, MS4A2-membrane spanning 4-domains A2, OR- Odds ratio, PTGER3- prostaglandin E receptor 3, SNP- polimorfismo de un solo nucleétido,
TBXAS1- thromboxane A synthase 1.
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Modelos genéticos codominante (MC) y recesivo (MR).

Debido a la forma en como se generaron los resultados, existieron SNPs que solo se
asociaron a riesgo en una comparacion (ej. EREA vs. asma) a lo que definimos como
asociacion exclusiva, sin embargo, pudo existir que un SNP se encontrara en dos
comparaciones (ej. EREA vs. grupo control y EREA vs. asma) a lo que se le consideré

como asociacién compartida, ningun SNP presentd asociacién en las tres comparaciones.

En el caso de las asociaciones exclusivas, se presentaron en la comparacién EREA vs.
asma y asma vs. control; con respecto a la primera, existié asociacion del rs2269997CC
de TBXAS1, p=0.002, OR=2.67 en modelo codominante y p=0.02 OR=1.96en recesivo;
ademas de IL10 rs3024498GG p=0.003, OR=5.43 y p=0.002, OR 4.75. En la otra
comparacion exclusiva el rs502581AA del gen MS4A2 obtuvo p=0.01; OR=4.78 y p=0.03,

OR=4.21 en ambos modelos.

Para las asociaciones compartidas, el rs4309CCdel gen ACE, demostré diferencias entre
los grupos EREA vs. control y EREA vs. asma, en la primera comparacién p=0.001,
OR=4.33 en el modelo codominante y p=0.0002, OR=2.07 para el recesivo, en la segunda
comparacion obtuvo p=0.0001 OR=4.33 en modelo codominante y p=0.001, OR=3.17 en

modelo recesivo.

El andlisis para rs4293GG integrado en el gen ACE en la comparacion EREA vs. control
en MC presentd significancia estadistica con p=0.002, OR=3.41 en MC y p=0.01,
OR=2.45 en MR; en la comparacion EREA vs. asma p=0.0001, OR=5.61 en MC vy

p=0.004, OR=4.2.

El rs573790CC del gen MS4A2, demostrdé asociacion estadistica en dos comparaciones
EREA vs. control y asma vs. control, para la primera se obtuvo p=0.0001, OR=7.8 en MC
y p= 0.001 OR 5.77 en MR, para la comparacion asma vs. control los modelos MC y MR

tuvieron, p=0.001, OR=7.42 y p=0.00001, OR 6.77respectivamente. Tabla 5
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Tabla 5. Modelos genéticos codominante y recesivo asociados a riesgo en EREA

Gen/SNP EREA GC Asma EREA vs. GC EREA vs.Asma Asma vs. GC
120 179 179 p OR (CI195%) P OR (CI195%) p OR (CI95%)
ACE rs4309
1T 32 (26.66) | 84 (46.92) 77 (43) 1 1 1
TC 61 (50.83) | 73 (40.78) | 87 (48.60) | 0.0002 | 2.26(1.32-3.86) | 0.0001 | 1.68 (0.99-2.85) 0.24 1.3 (0.83-2.01)
CcC 27 (22.5) | 22(12.29) | 15(8.37) 3.32 (1.65-6.68) 4.33 (2.03-9.20) 0.74 (0.36-1.53)
TT+TC 93 (77.5) |157(87.71) | 164 (91.63
* ( ) ( ) ( ) 0.02 2.07 (1.11-3.84) | 0.001 3.17 (1.6-6.26) 0.29 1.53 (0.76-3.06)
CcC 27 (22.5) | 22(12.29) | 15(8.37)
ACE rs4293
AA 37(30.83) | 87 (48.60) | 85(47.48) 1 1 1
AG 61 (50.83) | 77 (43.01) | 85(47.48) 0.02 1.8(1.11-3.14) | 0.0001 | 1.64 (0.99-2.73) 0.38 1.12(0.73-1.73)
GG 22 (18.33) | 15(8.37) 9(5.02) 3.4 (1.61-7.37) 5.61 (2.36-13-35) 0.61 (0.25-1.47)
AA+GG 98 (81.67) | 164 (91.63) | 170 (94.98
( ) ( ) ( ) 0.01 2.45(1.21-4.95) | 0.0004 | 4.2 (1.87-9.57) 0.29 1.72 (0.73-4.05)
GG 22 (18.33) | 15(8.37) 9 (5.02)
MS4A2 rs573790
1T 44 (36.66) | 99 (55.33) | 80 (44.69) 1 1 1
TC 62 (51.66) | 76 (42.45) | 75(41.89) | 0.0001 | 1.8(1.12-2.99) 0.24 1.5(0.91-2.47) 0.001 | 1.22(0.79-1.88)
CC 14 (11.66) | 4(22.34) 24 (13.4) 7.8 (2.45-25.28) 1.06 (0.49-2.25) 7.42 (2.47-22.27)
TT+TC 106 (88.34) | 175 (77.66) | 155 (86.60
* ( ) ( ) ( ) 0.001 | 5.7(1.85-18.01) 0.79 0.85(0.42-1.72) | 0.0001 | 6.77 (2.29-19.95)
CcC 14 (11.66) | 4(22.34) 24 (13.4)
MS4A2 rs502581
. . . 1 1 1
CcC 64 (53.33) | 128 (71.5) | 107 (59.77) 0.004 0.23 0.01
AC 51 (42.50) | 48 (26.81) | 60(33.51) 2.12 (1.29-3.48) 1.42 (0.87-2.30) 1.49 (0.94-2.36)
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AA 5(4.16) | 3(1.67) | 12(6.70) 3.33(0.77-14.38) 0.69 (0.23-2.06) 4.78 (1.31-17.39)
CC+AC 115 (95.84) | 176 (98.83) | 167 (93.30
! ( ) ( ) ( 1 034 | 25 (0.59-10.87) | 0.5 | 1.65(0.56-4.81) | 0.03 | 4.21(1.16-15.2)
AA 5(4.16) | 3(1.67) | 12(6.70)
IL10 rs3024498
AA 74 (61.66) | 123 (68.71)|135 (75.41) 1 1 1
AG 37(30.83) | 54(30.16) | 41(22.9) | 0.01 | 1.13(0.68-1.89) | 0.003 | 1.63(0.96-2.76) | 0.28 | 0.69 (0.43-1.11)
GG 9(7.5) 2(1.11) | 3(1.67) 7.47 (1.57-35.56) 5.43 (1.42-20.68) 1.36 (0.22-8.31)
AA+AG 111 (92.5) | 177 (98.89) | 176 (98.33
! (92.5) ( ) ( 002 | 717 (1.52-33.82) | 0.002 | 4.75(1.26-17.97) | 1 0.66 (0.10-4.01)
GG 9(7.5) 2(1.11) | 3(1.67)
TBXAS1 rs2269997
T 29 (24.16) | 50(27.93) | 69 (38.54) 1 1 1
TC 55 (45.83) | 78 (43.57) | 78 (45.37) | 0.7 | 1.24(0.70-2.19) | 0.002 | 1.67(0.96-2.92) | 0.02 | 0.73(0.45-1.19)
(o 36(30) | 51(28.49) | 32(17.87) 1.26 (0.67-2.36) 2.67 (1.40-5.09) 0.47 (0.26-0.83)
TT+TC 84 (69.99) | 128 (71.51) | 147 (82.13
* ( ) ( ) ( 1 087 | 092 (0.55-1.54) | 0.02 | 1.96(1.13-3.41) | 0.02 | 0.54(0.33-0.90)
cc 36(30) | 51(28.49) | 32(17.87)

EREA- Enfermedad Respiratoria Exacerbada por Aspirina, ACE-angiotensin | convertingenzyme, Cl95%- Intervalo de confianza al 95%, GC- Grupo Control, IL10:interleucina 10,
MS4A2-membrane spanning 4-domains A2, OR- Odds ratio, SNP- polimorfismo de un solo nucleétido, TBXASI- thromboxane A synthase 1.
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Segunda etapa

Datos clinicos y demograficos

En la segunda etapa fueron incluidos 104 pacientes con EREA, 107 con asma y 132
sujetos control; el género femenino presentd mayor proporcion en los grupos de pacientes
asi como en el control (~70%), el grupo EREA tuvo la mediana de mayor edad en
comparacion con el grupo de asma (p=0.005) y control (p=0.0001). El conteo de
eosinofilos obtuvo sus valores mas altos en el grupo EREA vs. control /asma (p<0.05), en
cambio los niveles de IgE fueron mayores en el grupo asma con respecto al de pacientes
con EREA y controles (p=0.037 y p=0.0001) este rubro es acorde con la sensibilidad
alérgica la cual demostré una tendencia similar ya que el mayor numero de pacientes con
esta cualidad se reportd en el grupo asma (81%) y fue superior en comparacién con 28%
en EREA (p=0.001) y 40% en el control (p=0.001).La funcion respiratoria de los pacientes
y sujetos control se encontré en parametros adecuados al evaluar el volumen espiratorio
en el primer segundo (>80%) y la reversibilidad fue ~12% en los pacientes que padecen
asma (p=0.10) pero no al comparar EREA vs. grupo control (p=0.001) y asma vs. control

(p=0.001).Tabla 1

Modelos genético codominante y recesivo

Se analizaron seis polimorfismos de un solo nucleétido contenidos en 4 genes asociados
a riesgo reportados en la primera etapa (IL10- rs3024498, TBXAS1- rs2269997, MS4A2-
rs2573790 y rs25502581 y ACE-4293 y rs4309), en los tres grupos de estudio,
independientemente si existia o no asociacion al riesgo en alguna de las tres

comparaciones reportadas previamente.

Para los polimorfismos de ACE-rs4293 (G>A) y rs4309 (C>T), IL10- rs3024498 (C>T) y

TBXAS1 rs2269997 (A>G) no se demostré asociacion estadistica en ninguna
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comparacion (p>0.05). En relacién a los SNPs de MS4A2, rs573790 (C>T) / rs5502581
(G>T), el alelo C fue el alelo menor para los SNPs rs573790 y rs5502581; sin embargo, la
adicién de la doble dosis del alelo C en rs573790 demostré asociacion estadistica en el
modelo codominante p=0.008, OR= 2.27 (0.85-6.03) y en el recesivo p=0.03, OR= 3
(1.17-7.68) a diferencia de la comparaciéon de asma vs. GC donde solo obtuvo diferencia

en el primer modelo p=0.03 1.93 (0.71-5.22) y fue tendencial en el recesivo. Tabla 6
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Tabla 6. Modelos genéticos co-dominante y recesivo en etapa 2

Gen /SNP EREA GC Asma EREA vs. GC EREA vs. Asma Asma vs.GC
en
104 (%) 132 (%) 107 (%) P OR (CI195%) p OR (CI95%) p OR (CI95%)
ACE rs4309
T 40(38.46) 44(37.33) 40(37.23) 1 1 1
CcT 50(48.35) 66(50.00) 57(53.17) 0.65 | 0.83(0.47-1.46) | 0.58 | 0.87(0.49-1.56) | 0.25 | 0.95 (0.54-1.65)
CcC 14(13.18) 22(16.66) 10(9.57) 0.70(0.31-1.55) 1.40 (0.55-3.52) 0.50 (0.21-1.18)
TT+CT 90(86.54) 110(83.33) 97(90.67)
0.61 | 0.77(0.37-1.60) | 0.46 | 1.50(0.63-3.56) | 0.14 | 0.51(0.23-1.14)
CcC 14(13.46) 22(16.67) 10(9.35)
T 130(62.50) 154(58.33) 137(64.02)
0.41 | 0.84(0.57-1.21) | 0.82 | 1.06(1.71-1.58) | 0.24 | 0.78 (0.54-1.14)
C 78(37.50) 110(41.67) 77(35.92)
ACE rs4293
AA 51 (49.03) 64 (48.48) 49 (45.79) 1 1 1
AG 40 (38.46) 53 (40.15) 50 (46.72) 0.94 | 0.94(0.54-1.64) | 0.31 | 0.76(0.43-1.36) | 0.44 | 1.23(0.72-2.10)
GG 13 (12.5) 15 (11.36) 8(7.47) 1.08 (0.47-2.49) 1.56 (0.59-4.09) 0.69 (0.27-1.77)
AA+AG 91 (87.5) 117 (88.63) 99 (92.52) 0.94 | 1.11(0.50-2.45) | 0.32 | 1.76(0.70-4.46) | 0.42 | 0.63 (0.25-1.54)
GG 13 (12.5) 15 (11.36) 8(7.47)
A 142(68.26) 181(68.56) 148(69.15)
1 1.01 (0.68-1.49) | 0.92 1(0.69-1.57) 0.96 | 0.97 (0.65-1.43)
G 66(31.73) 83(31.43) 66(30.84)
MS4A2 rs573790
1T 50 (48.07) 53 (40.15) 51 (47.66) 1 1 1
CcT 39 (37.5) 72 (54.54) 43 (40.18) 0.008 | 0.57(0.33-0.99) | 0.85 | 0.92(0.51-1.65) | 0.03 | 0.62 (0.36-1.06)
CcC 15 (14.42) 7 (5.33) 13 (12.14) 2.27 (0.85-6.03) 1.17 (0.50-2.72) 1.93(0.71-5.22)
CT+TT 89 (85.57) 125 (94.69) 94 (87.85)
0.03 3(1.17-7.68) 0.77 | 1.21(0.54-2.70) | 0.09 | 2.46 (0.94-6.43)
CcC 15 (14.42) 7 (5.30) 13 (12.14)
T 139(66.82) 178(67.42) 145(67.75)
0.96 | 1.02(0.69-1.51) | 0.92 | 1.04(0.69-1.56) 1 0.98 (0.67-1.44)
C 69(33.17) 86(32.57) 69(32.24)
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MS4A2 rs502581

GG 61(58.65) | 84(63.63) | 73(68.22) 1 1 1
GT 36(34.61) | 35(26.51) | 29(27.10) | 0.33 | 1.41(0.80-2.50) | 0.34 | 1.48(0.81-2.69) | 0.31 | 0.95 (0.53-1.70)
T 7 (6.73) 13 (9.84) 5 (4.67) 0.74 (0.27-1.96) 1.67 (0.50-5.54) 0.44 (0.15-1.30)
GG+GT 97(93.27) | 119(90.15) | 102 (95.32)
0.53 | 0.66(0.25-1.72) | 0.72 | 1.47(0.45-4.79) | 0.2 | 0.44 (0.15-1.30)
T 7 (6.73) 13 (9.84) 5 (4.67)
G 158(75.96) | 203(76.89) | 175(81.77)
0.89 | 1.05(0.68-1.61) | 0.17 | 1.42(0.88-2.27) | 0.23 | 0.74 (0.47-1.16)
T 50(24.03) | 61(23.10) 39(18.22)
IL10 rs3024498
T 75(72.11) | 89(67.42) | 77(71.96) 1 1 1
cT 23(22.11) | 38(28.78) | 27(13.77) | 0.43 | 0.71(0.22-0.74) | 0.52 | 0.87 (0.46-1.65) | 0.69 | 0.82 (0.45-1.46)
cc 6 (5.76) 5(3.78) 3(2.80) 1.42 (0.09-0.67) 2.05 (0.49-8.51) 0.69 (0.16-2.99)
TT+CT 98 (94.23) | 127(96.22) | 104 (97.19)
0.54 | 1.5(0.46-5.24) | 0.46 | 2.12(0.51-8.72) | 0.73 | 0.73(0.17-3.13)
cc 6 (5.76) 5(3.78) 3(2.80)
T 173(83.17) | 216(81.81) | 181(84.57)
0.71 | 0.91(0.56-1.47) | 0.79 | 1.1(0.66-1.86) | 0.49 | 0.82 (0.50-1.33)
C 35(16.82) | 48(18.18) 33(15.42)
TBXAS1rs757760
GG 26 (25) 40(30.30) | 34(31.77) 1 1 1
AG 57(54.80) | 60(45.45) | 48(44.85) | 0.36 | 1.46(0.79-2.69) | 0.34 | 1.55(0.81-2.94) | 0.96 | 0.94 (0.51-1.70)
AA 21(20.19) | 32(24.24) | 25(23.36) 1(0.48-2.11) 1.09 (0.50-2.37) 0.91 (0.45-1.84)
GG+AG 83(79.80) | 100(75.76) | 82(76.63)
0.55 | 0.79(0.42-1.47) | 0.69 | 0.82(0.43-1.59) | 0.99 | 0.95 (0.52-1.73)
AA 21(20.19) | 32(24.24) | 25(23.36)
G 109 (52.4) | 140(53.03) | 116(54.2)
0.96 | 1.02(0.71-1.47) | 0.74 | 1.07 (0.73-1.57) | 0.86 | 0.95 (0.66-1.36)
A 99(47.59) | 124(46.96) | 98(45.79)

EREA- Enfermedad Respiratoria Exacerbada por Aspirina, ACE-angiotensin | convertingenzyme, Cl95%- Intervalo de confianza al 95%, GC- Grupo Control, /L10: interleucina 10,
MS4A2-membrane spanning 4-domains A2, OR- Odds ratio, SNP- polimorfismo de un solo nucleétido, TBXASI- thromboxane A synthase 1.
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Asociaciones clinico- genéticas

Se analizé la asociacién del genotipo de riesgo (CC) del rs57370 en MS4A2 con las
variables clinicas entre los grupos de estudio, no se pudo establecer asociacién con la
edad, género, niveles de IgE, prueba de reversibilidad y sensibilizacion alérgica (p>0.05);
sin embargo, los sujetos de los grupos EREA y asma portadores del genotipo CC tenian
un conteo de eosindéfilos mas alto que los sujetos control, lo que adquirié significancia
estadistica en la comparacion de Asma vs. control (p=0.03) y fue tendencial en EREA vs.

Control (p=0.06) .Tabla.7
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Tabla 7. Asociacion del genotipo CC de rs573790 en MS4A2 con variables clinicas.

GC-

Variable EREA GC Asma EREA vs. GC EREA vs.Asma | Asma vs. GC
n 15 7 13

GeneroFemenino (%) 7 (46.6) 2 (28.5) 10 (76.9) 0.64 0.13 0.06
Edad> 42 afios (%) 7 (46.6) 4(57.1) 5 (38.46) 1 0.71 0.64
Eosinofiloscel/mm?® 400 (300-900) | 170(139-305) | 550 (250-1050) 0.06 0.6 0.03
IgE UI/L 145 (56-306) 94 (24-168) 224 (88-455) 0.33 0.33 0.09
PC positiva n(%) 6 (40) 3(42) 9 (69) 1 0.15 0.50
Prueba de reversibilidad% 10 (6-19) 5(2-5) 10 (7-13) 0.10 0.87 0.05

Grupo control, PC-Prueba cutdnea, datos expresados en valores absolutos (frecuencias).
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Discusion

La EREA es una entidad inflamatoria de la via aérea unida (nasal y pulmonar), su
fisiopatologia se ha centrado en el estudio del metabolismo del acido araquidénico, sin
embargo, recientemente se han sido descrito otros mecanismos inflamatorios, como la
participacién de linfopoyetina estromal timica (TSLP)(13), activaciéon de células innatas
tipo 2 (ICL-2) 6 la participacién del eje IL1/IL1R(12); en este contexto, los estudios de
asociacion genética han contribuido a fortalecer hallazgos previos como con el analisis de
LTC4S(6)o describir nuevos genes con sus respectivos alelos de riesgo (HLA-DPB1)
mediante tecnologia de analisis de genoma completo, asociandolos inclusive con
marcadores de prondstico terapéutico (39), lamentablemente la mayoria de este tipo de

estudios carece de replicacion de sus hallazgos en otras poblaciones.(76)

En la presente tesis se analizaron 53 genes con sus respectivos SNP etiqueta y
previamente reportados como asociados con EREA, describiéndose que el polimorfismo
rs573790 del gen MS4A2(genotipo CC), fue el Unico en estar asociado a riesgo en ambas

etapas de estudio.

En México no existen estimaciones de la prevalencia de la EREA, la presente tesis reline
alrededor de 234 casos reclutados en un periodo de diez afios; diagnosticados de
acuerdo al consenso de EREA establecido por las dos principales grupos de investigacion
en 2006, que postula la necesaria presencia o antecedente de las tres entidades que la
integran (asma, rinosinusitis crénica con poliposis nasosinusal e intolerancia a la
aspirina)(77) y no solo la presencia de asma con intolerancia a la aspirina, manejandose
de manera habitual a la combinacion de estas dos entidades como EREA en la mayoria

de las publicaciones.

En el analisis de las caracteristicas de nuestra poblacién mexicana con EREA, los sujetos

presentan cualidades similares a lo descrito en otras poblaciones como la edad de
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diagnostico alrededor de la quinta década(78), es importante senalar que el EREA no
debuta con las tres entidades en este tiempo, sino que posee una historia natural,
comenzando con la rinitis y subsecuentemente hacia la progresion del asma, la
enfermedad polipoidea nasal tiene un intervalo de tiempo de aproximadamente 30 afios
entre la rinitis y la PNS, en cambio la intolerancia a AINES/ASA, caracterizada
habitualmente por bronco-espasmo posterior su ingesta, aparece en cualquier momento

durante éste transcurso de tiempo.(6)

El género femenino es el mas afectado, estudios en modelos murinos han demostrado
que la presencia de estrégenos inducen mayor sintesis de receptores para cystenil-
leucotrienos (CysLT), mediador de novo y factor directamente implicado en la patogénesis

del EREA.(79)

En nuestro estudio, los conteos de eosindfilos sanguineos incrementados en pacientes
con EREA en ambas etapas concuerdan con reportes epidemioldgicos y estudios
experimentales previos; ademas, en conjunto con los mastocitos, estan relacionados con
la sintesis de CysLT, proteina catiénica eosinofilica y otros péptidos involucrados en el
dafo a epitelio nasal y pulmonar; analisis de biopsias y lavados de mucosa nasal o
bronquial han demostrado que existe incremento de marcadores de inflamacion
eosinofilica cuando se compara con pacientes con rinitis y asma sin intolerancia asi

también con la presencia de las estirpes celulares mencionadas(80)(81)

La sensibilidad alérgica es una condicidon que afecta aproximadamente hasta el 40% de la
poblaciéon mundial(82), siendo su principal enfermedad la rinitis alérgica, los pacientes con
EREA no son ajenos a esta proporcion, la mayoria de los estudios analiza esta variable,
es probable que sea para realizar analisis estratificados para esta condicion, la rinitis
alérgica es indistinguible clinicamente de la rinitis del paciente con EREA(16) y por lo

tanto puede coexistir con la rinosinusitis con poliposis nasosinusal debido al fendmeno
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estadistico, es por ello que algunos estudios la ubican como la primera causa de poliposis
nasosinusal(83), reportes actuales estiman que el 50% de los pacientes con EREA
presentan algun tipo de sensibilidad, lo cual es un factor asociado, pero no causal ni

relacionado, con cualquier pronéstico o evolucion en EREA.(84)(85)

Los primeros articulos que evaluaban el asma en pacientes con EREA la consideraban
como un asma dificil de controlar en el aspecto clinico (exacerbaciones frecuentes, altas
dosis de medicamentos, alteracion en calidad de vida), conforme se fue estudiando la
EREA en si, se fue observando que los pacientes presentan posterior a regimenes
convencionales de tratamiento, adecuada respuesta clinica y por ende adecuada funcién

pulmonar.(86)

El reto nasal con lisin-aspirina es un método diagnostico reservado para evaluar aquellos
pacientes con probable intolerancia a ASA o0 que presentan asma con poliposis
nasosinusal sin intolerancia a aspirina, es un procedimiento seguro y puede ser
considerado el primer paso para la desensibizacién a ASA, sin embargo, se debe tener
condiciones ideales nasales (pdlipos de bajo grado) y pulmonares (control clinico de asma
y funcidon pulmonar adecuada) para su realizacion.(87) En la primera fase solo se
incluyeron pacientes con reto positivo, sin embrago se ha demostrado que el antecedente
de broncoespasmo por AINEs, adecuadamente documentado, iguala la sensibilidad
diagnostica de esta prueba (88), motivo por el cual los pacientes con EREA que
participaron en la segunda fase de nuestro estudio solo debian poseer tal antecedente,

acompanado de las otras dos caracteristicas.

La presente investigacion es un estudio replicativo de los principales hallazgos genéticos
asociados a EREA, siendo la mayoria realizados en poblacién asiatica (Corea) y algunos
reportes multicéntricos desarrollados en poblacion de Europa; no es de extrafiar que los

polimorfismos de un solo nucleétido al ser las variantes genéticas mas estudiadas fueron
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también las primeras en ser evaluadas en aquellos genes que se relacionaban de manera
directa con los mecanismos fisiopatolégicos mas comunmente implicados en esta
enfermedad; es asi que en el afio 1997, se tiene el primer registro de la asociacion del
gen LTC4 con la EREA y su evolucion ha derivado en ultimos afios a la realizacion de

estudios de genoma completo con metodologia GWAS.(89)

Como se habia mencionado antes, una de las mayores limitantes de las publicaciones
radica en que carecen de replicaciones en otras poblaciones, y la estratificacion
poblacional puede condicionar los hallazgos reportados por provenir de pacientes de un
mismo grupo poblacional, genera la hipotesis a priori de que no sean del todo
consistentes cuando se evaluan en segundas poblaciones y mas aun cuando estas no

tienen una contribucion asiatica tan importante (CHN-JPN), como la mexicana.

Con respecto al analisis de ancestria, los resultados de la primera etapa fueron acordes a
lo referido por el proyecto de divulgacion gendmica del mestizo mexicano, ya que tienen
una distribucion similar a los dos principales grupos étnicos que integran a la poblacion
mexicana (amerindio 55% y caucasico 43%)(90), con lo que se concluyd que los sujetos
de interés son mexicanos por analisis de AlMs, por lo que se excluyd este criterio de
evaluacién para la segunda etapa y sélo se recluté a aquellos sujetos que tuvieran el

antecedente de ancestria poblacional por interrogatorio.

En el presente estudio se realizé con la generacion de un micorareglo a la medida con
SNP etiqueta (tag SNP), de forma tal que no solo se evalué el SNP previamente asociado,
sino que se exploro todo el gen implicado al EREA, con ello se exploré el desequilibrio de
ligamiento (LD) entre variantes genéticas, el cual sucede como resultado de la no
segregacion independiente de las mismas en los cromosomas de una poblacion en
particular, lo que ocasiona que dos 0 mas variantes en posiciones fisicas independientes

se comporten como si fueran la misma, esta estrategia permiti6 minimizar el numero de
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variantes para obtener el maximo de cobertura en las regiones gendmicas analizadas,

reduciendo tiempos y costos.(91)

Se optd por un estudio multietapas (dos etapas) con el objetivo de disminuir los falsos
positivos mediante analisis de replicacion y validacién de los hallazgos de asociacion, con
la condicionante de que la segunda etapa se realizé con una segunda poblacién de casos
y controles diferentes a la primera. Asi también se utilizé una plataforma GoldenGate cuya
bondad radica en que es una técnica donde se pueden evaluar cientos de SNPs en un

solo procedimiento.(92)

Debido a la manera de como fue estructurado el analisis estadistico entre los grupos de
estudio, (EREA vs. grupo control-C1, EREA vs. asma-C2 y asma vs. grupo control-C3) el
analisis de las frecuencias alélicas obtenidas por PLINK demostrd que existe asociacion al
riesgo en EREA en 16 SNPs cuando se contrasté el grupo de interés (EREA) vs. los

grupos de comparacion (C1y C2).

De manera didactica se ha tratado de organizar a los SNPs involucrados en EREA de
acuerdo algun mecanismo fisiopatologico como: inflamacion, dano epitelial, sefializacion
intracelular, HLA, metabolismo farmacoldgico y metabolismo del acido araquiddnico,(89)
siguiendo esta clasificacion, el rs10786172 de CYP2C19 perteneciente al grupo de
metabolismo farmacolégico y KIFC3 con FSIP1 relacionados con dafio epitelial fueron los
unicos representantes de esos grupos; de forma particular destaco el rs16944 en IL1B, el
cual fue el primer SNP reportado como asociado en poblacion mexicana con EREA(55), al
compararlo con el grupo asma, y consistentemente replicd con significancia estadistica.
Sin embargo, todos los SNPs previamente descritos no soportaron correccion al ser

evaluados por modelos genéticos.
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Solo 1 SNP de los 311 esta involucrado en la via del acido araquidoénico en ambas
comparaciones, el rs777760 en TBXAS1, tradicionalmente se ha establecido a las
proteinas de esta via metabdlica y por ende a sus genes, sobre todo a LTC4S y ALOX1
como aquellos implicados de manera directa con la enfermedad, sin embargo la poca
evidencia en estudios replicativos, arroja resultados no consistentes con la asociacién

(24,25,27), lo cual también se corroboré en la presente tesis.

Los polimorfismos localizados en genes relacionados con mecanismos inflamatorios
fueron el grupo que mas SNPs aportaron (ACE, MS4A2, IL10, IL1B, FCERIG y ANX4),
pero solo 5 SNPs contenidos en 4 genes soportaron la asociacion al riesgo al ser
analizados por los modelos codominante y recesivo: rs4309 y rs4293 en ACE, rs573790 y

rs502581 en MS4A2, rs3024498 en IL10 y rs2269997 en TBXASL1.

El alelo C del rs4309 localizado en ACE, es el principal polimorfismo asociado a riesgo en
EREA en las comparaciones C1 y C2 ademas de ser el unico SNP que mantuvo
significancia estadistica al corregir por Bonferroni. ACE, localizado en el cromosoma 17
23, codifica para la proteina del mismo nombre, sus funciones estan implicadas en el
metabolismo de la bradicinina, péptido vasoactivo relacionado con el incremento de la
permeabilidad vascular, vasoconstrictor a nivel de la musculatura lisa pulmonar, el cual
activa a la fosfolipasa A2 e incrementa el metabolismo del acido araquidénico; su

regulacion (degradacién) depende de proteinas del plasma como ACE o Kininase 11.(60)

El rs2269997 localizado en el gen TBXAS1 (Tromboxano AS1 sintasa), estd en el
cromosoma 7q33-q34, codifica para la proteina del mismo nombre, su funcién consiste en
catalizar la conversién de prostaglandina endoperoxido en tromboxano A2, derivado del
metabolismo del &cido araquidénico a través de la via de la cicloxigenasa tipo 1(COX-1).
Los tromboxanos son proteinas involucradas en procesos hemostaticos y sintetizados

predominantemente por las plaquetas; en la EREA, minimas dosis de acido acetil
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salicilico inhiben a esta enzima y por ende su sintesis, pero en eosindfilos y basdfilos se
activa una enzima similar (COX-2) que restituye su produccién, contribuyendo a la
broncoconstriccion y el reclutamiento de leucocitos perpetuando el estado

inflamatorio.(93)

ILL0 es una citocina multifuncional producida por numerosas células inmunes, es un
potente factor de crecimiento y diferenciacion en Linfocitos B activados, que pueden
contribuir a la gravedad de algunas enfermedades de tipo alérgico. La expresion de
ARNmM de IL-10en el lavado bronquioloalveolar es elevado en sujetos con asma atdépica
en comparacion con sujetos control sin asma, el polimorfismo 1082A/G se asoci6 con la
condicion de intolerancia, asi también con la presencia de rinosinuistis (caracteristica

esencial para el diagnéstico de EREA).(94)

MS4A2 localizado en 11g12.1,codifica para la cadena B del receptor de alta afinidad para
la inmunoglobulina E(FCERI), la cadena B esta involucrada en la sefializacién intracelular
de este receptor para la liberacion de los mediadores preformados contenidos en los
granulos de los eosindfilos, mastocitos y basdfilos, via interaccion con calmodulina
dependiente de calcio; la cadena B es considerada un marcador de maduracion para
estas células, su asociacion clinica esta directamente relacionada con etiologias de tipo

alérgico.(64)

En términos de epidemiologia genética, existen metaanalisis de polimorfismos en MS4A2
y Su asociacion con asma, en sujetos asiaticos no se encontrdé ninguna asociacion del
cambio E237G con la enfermedad o su fenotipo atdpico; sin embargo, el SNP -109 C/T en
el asma tiene un riesgo menor con la enfermedad basada en el alelo (C vs.T), mientras
que no hay evidencia de asociacion en modelos genéticos. Kim y su grupo encontraron

que el polimorfismo-109T>C (TT vs. TC + CC) estan asociados con el riesgo en pacientes
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con EREA (con enterotoxina estafilocécica B) vs. ATA y con el grupo de control en una

poblacién coreana.

MS4A2 se ha evaluado en pacientes latinos con asma (puertorriquefios y mexicanos
provenientes de México y residentes en Los Angeles California en Estados Unidos de
América) como parte de un estudio genético replicativo sobre el asma. Galanter y
colaboradores demostraron que este gen se asocié con el asma en mexicanos, pero no

en los puertorriquefios(95).

El SNP asociado en el presente estudio (rs573790) esta localizado en la region 5'UTR del
gen MS4A2, como previamente se mencion6é es de tipo sindénimo, este tipo de
polimorfismo se localiza en una region no codificante, por lo general relacionada con la
alteracion en la funcion o la estructura del ARN; sin embargo, no detectamos que esté

implicado en algun proceso de esta clase utilizando software especificos.

Cabe mencionar que la mayoria de los polimorfismo asociados al riesgo estan en
regiones no codificantes, a excepcion del rs4309 en ACE, este SNP se encuentra en
region codificante (exén) el cual es sinénimo (el cambio de nucledtido no altera la
secuencia de aminoacidos de la proteina), los polimorfismos rs30244928 en IL10 vy
rs2269997 en TBXASL1 se localizaron en regiones 3'UTR y el rs573790 en MS4A2 en
5’UTR, estos polimorfismos en regiones no traducidas afectan la estructura y funcién de
los ARN, incluyendo el corte y empalme, la estabilidad de los ARNm, su poliadenilacion,
asi como la regulacion de la traduccion de los ARNm a proteinas y la funcionalidad de las
mismas, es por eso que se les denomina polimorfismos estructurales (srSNP), al realizar
un analisis in silico no demostraron relacién con microRNA (miRNAs) o con sitios de

splicing alternativo.
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Interesantemente, la frecuencia alélica de los polimorfismos que mantuvieron la
asociacion por modelos genéticos en los sujetos del grupo control es menor a lo reportada
en la base de datos de la biblioteca del US National Library of Medicine of National
Institutes of Health cuando se compara con el grupo de mexicanos residentes en Los
Angeles California E.U.A. y es atin menor en los sujetos con ancestria chino-japonesa, lo
que hace suponer la hipotesis de estratificacion genética-poblacional de los hallazgos

reportados.

Asi mismo ninguno de los alelos que se asociaron en la primera etapa y que fueron
validados no estaban en equilibrio de Hardy-Weinberg, lo anterior se puede deber al poco
grado de mestizaje que compone a la estructura genética de la poblacién, la cual aun es

joven, no mayor a 500 afnos (mezcla entre caucasicos y nativos americanos).(96)

El numero de SNPs asociados en este proyecto de investigacion es similar a lo reportado
por otros grupos que usan similares estrategias metodoldgicas clinico-genéticas aplicadas
en otras enfermedades, como en el caso de cancer de mama con la asociacion del rs8752
en HPGD (15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase) el cual es sujeto a inhibicion por
parte de un microRNA (miR-485-5p), en esta investigacion en la etapa uno se identificaron
15 SNPs, pero solo el correspondiente al gen HPGD fue el Unico que se asocié en ambas
etapas, o la asociacion de los genes que codifican para el complejo proteico implicado en
la sefializacion intracelular JAK-STAT6 en pacientes con cancer cérvico-uterino, siendo

entre un pool de 11 genes, pero solo 2 SNPs se asociaron con la enfermedad(97)

Los resultados estadisticos generados en la primera etapa, principalmente en ACE lo hizo
acreedor a establecer hipdtesis a priori de ser el principal candidato a mantener su
asociacion en la segunda etapa, sin embargo, al reanalizar la secuencia donde esta
localizado el alelo, se encontré que mediante analisis in silico el alelo C esta rodeado por

un amplio numero de islas CpG (>60%), este tipo de region de DNA es resistente a la

67



desnaturalizacion y es dificil de hibridar cebadores en PCR convencional; por lo tanto,
pudo no ser la técnica ideal para validar este hallazgo, es probable que al analizarla por

técnicas como secuenciacion sea posible demostrar su asociacion (98).

En nuestro estudio se presenté como objetivo principal validar algun gen que pudiera ser
de riesgo en la poblacién mexicana y que previamente estuviera asociado en otra
poblacion, desafortunadamente el hallazgo no se pudo asociar con algun desenlace
clinico, terapéutico u otro rasgo fenotipico cuantitativo; ya que los pacientes con EREA y
asma no fueron reclutados al mismo tiempo, a los pacientes seleccionados no se les
realizé algun tipo de periodo de lavado terapéutico (washout) debido a las
consideraciones inherentes al estado de salud que pudiera desarrollar cada pacientes a
consecuencia de esta decisidn, no se les pudo homogenizar el tratamiento ya que cada
paciente, presentaba un estado de gravedad (nasal, pulmonar o sistémico) diferente entre
si, ademas de que el costo del tratamiento es algo que no se encontraba en el
presupuesto de la investigacion, ejemplo de ello fue el uso de esteroides orales para el
tratamiento de podlipos nasales (99), esta variable no considerada podria influir en la
disminucion del recuento de eosindfilos (100) en este grupo, haciendo el analisis no

significativo entre EREA vs. GC.

La mayoria de los estudios de asociacién genética que han evaluado SNPs, concluyen
que los polimorfismos estan asociados con el decremento del VEF, posterior a la
administracion de ASA o AINEs, sin embargo, este analisis es tendencioso ya que para
ello se debe establecer primero la condicién de intolerancia a través de reto bronquial con

ASA (caracteristica fundamental del diagndstico en EREA) en un grupo con EREA.

Es posible que los resultados genéticos estén condicionados al tamafo de muestra, el
SNP de MS4A2asociado es reportado por Hae Sin Park en 2006 (101), se propone para

futuras investigaciones en este ambito realizar un analisis de genoma completo (GWAS)
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del paciente mexicano con EREA, para identificar genes y correspondientes SNP
candidatos exclusivos de la poblacién mexicana y posteriormente realizar colaboraciones
multicéntricas para comparar los resultados con otras poblaciones, asi mismo realizar
estudios de expresion de proteinas, traduccion de RNAm y ensayos de funcién que

fortalezcan las conclusiones genéticas.

La EREA es un feno-endotipo particular de asma y una entidad que tiene que
considerarse para su estudio en todo paciente con poliposis nasosinusal e intolerancia a
AINEs/ASA, la baja prevalencia de la EREA ha conllevado al escaso conocimiento por el
médico de primer contacto, factor que repercute en el desarrollo de los estudios de
investigacion y por lo tanto en la generacién del conocimiento que coadyuve a una mejor
comprension de los procesos genéticos, moleculares, metabdlico y clinico-terapéuticos,

en beneficio de los pacientes con esta entidad.
Conclusién

El rs573790 en el gen MS4A2 es el unico SNP que se asocia con EREA en pacientes

mestizos mexicanos.
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