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La influencia familiar en el asma esta documentada
desde hace 100 afios. Sin embargo, la exacta naturaleza
de su herencia es sujeto de intensa investigacion en
nuestros dias. La genética del asma y el estudio de los
individuos susceptibles podran arrojar nueva luz sobre
la influencia del medio ambiente en esta enfermedad.
Hay dos enfoques generales para el estudio de la gené-
tica del asma: los genes candidatos y la bisqueda am-
plia del genoma. Ambos enfoques pueden ser comple-
mentarios. El analisis de ligamiento, con distintas
variables, es la técnica fundamental para el estudio de
la genética del asma, aunque sélo puede identificar zo-
nas amplias y no genes concretos. La clonaciéon posi-
cional puede llegar a identificar los genes exactos. En
la actualidad, existen miiltiples regiones candidatas de-
finidas por bisquedas amplias del genoma o por su
relacion con las sintesis de mediadores relacionados
con la inflamacién asmatica. Entre las mas importan-
tes estan la del cluster de la interleucina 4 (5q34) y la
del receptor de la inmunoglobulina E (11q13). Sin em-
bargo, el asma parece ser una enfermedad poligénica
en la que no solo se requiere el concurso de varios ge-
nes para producir la susceptibilidad de un individuo,
sino que ese individuo debe recibir la dosis adecuada
del ambiente. Esa relacion susceptibilidad genética-ex-
posicion ambiental, asi como el momento del desarro-
llo del sistema inmunitario en el que se produce la in-
teraccion, va a ser objeto de enorme investigacion
durante los afios venideros. También lo sera la inter-
accion entre genes de susceptibilidad y genes modifi-
cadores. La genética del asma no sélo tiene interés en
la génesis de la enfermedad, sino en su tratamiento. En
este sentido, la farmacogenética ha comenzado a aislar
determinados polimorfismos que podrian estar rela-
cionados con una mejor o peor respuesta clinica a los
firmacos antiasmaticos. La farmacogenémica sustitui-
ra en parte a la farmacologia convencional a Ia hora de
producir nuevos firmacos.
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INTRODUCCION
La agregacion familiar del asma se reconoce ya en
1860, afio en que Salter escribe: “;El asma es heredi-

taria? Creo que no puede haber duda de que lo es
[...] el nimero de casos en que existe historia familiar
de asma es mayor [...] del que podra encontrarse por
la simple doctrina del azar. [...] De treinta y cinco ca-
sos [...] encuentro diferentes rasgos de herencia en
catorce, [...] dos casos de cada cinco™.

Los estudios epidemiolégicos de multiples pobla-
ciones ponen de manifiesto desde hace mucho tiem-
po que los antecedentes familiares constituyen un
factor de riesgo muy importante de padecer la enfer-
medad: el riesgo de que un hijo sea asmatico es os-
tensiblemente mayor cuando los padres son asmati-
cos que cuando no lo son. Por ejemplo, en el estudio
ISAAC en Espania, el riesgo de asma en un nifio con
madre asmatica es mis del doble que en un nifio
cuya madre no lo es (datos sin publicar).

Este articulo se propone actualizar la situacion de la
genética del asma y de la interaccion entre los genes
y el medio ambiente en la generacion de casos de
asma. En la primera parte se explican brevemente las
dificultades que entrana la definicién de un fenotipo
asmatico. En la segunda parte no se ha querido evitar
(aunque sin entrar en grandes detalles) el abordaje de
los métodos que actualmente utiliza la genética para el
estudio de la transmisién de las enfermedades de una
a otra generacion y para la identificacion de los genes
que las causan, ya que creemos fundamental estar fa-
miliarizados con ellos para poder entender la enorme
cantidad de informacién que se viene generando du-
rante los ultimos anos. Posteriormente se resumen los
hallazgos actuales sobre la genética del asma. A conti-
nuacion, y de forma muy sucinta, se toca el tema de
la genética en la farmacologia del asma. Para termi-
nar, se abordan las interacciones de los genes entre si
y con el medio ambiente.

DEFINICION DE UN FENOTIPO ASMATICO

Una de las cuestiones fundamentales a la hora de
estudiar la genética de las enfermedades es definir
perfectamente el fenotipo. En el caso del asma, y en
especial en la infancia, la coexistencia de diversos fe-
notipos? a lo largo del tiempo hace su definicion com-
pleja y poco concreta. Esta es una de las razones por
las que no todos los estudios de la genética del asma
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Figura 1. Contraste entre enfermedades monogéni-
cas y poligénicas. En el asma se necesita
una gran frecuencia de genes con el poli-
morfismo adecuado para que se produzca
un efecto discreto. Sin embargo, en la fibro-
sis quistica, una mutacion en un solo gen
causa todo el efecto.

obtienen los mismos resultados. La indefinicion del
asma radica fundamentalmente en que su diagnosti-
co sigue siendo en buena medida clinico. El fenotipo
asmatico se puede definir de forma cualitativa (asma
si 0 no) o cuantitativa (grados de asma).

Fenotipo cualitativo

Se han propuesto varias formas de concretar mejor
el fenotipo asmatico3 para intentar estrechar la bus-
queda genética en esta enfermedad: usar subfenoti-
pos clinicos, usar subfenotipos graves, establecer una
edad de comienzo y estudiar Gnicamente a los indivi-
duos con antecedentes familiares de asma. Ademas,
otros fenotipos que se pueden utilizar son los que
presentan criterios definidos por la progresion de la
enfermedad, la historia natural® y la respuesta al tra-
tamiento’®,

Los fenotipos intermedios son los que utilizan mar-
cadores cuantitativos (que no constituyen la enfer-
medad, pero son rasgos que suelen acompanarla).
En el caso del asma, se han usado la hiperreactividad
bronquial?, el volumen espirado en el primer segundo
(FEVD!911 1a variabilidad del flujo espiratorio maximo
(FEM), la reversibilidad a un broncodilatador®19, la in-
munoglobulina (Ig) E total!?, la IgE especifical3, el
prick-test' y los eosinofilos!>. Muchos estudios ex-
ploran varios de estos parimetros a la vez!0.16,

Una forma de combinar varias caracteristicas para
perfilar mejor el fenotipo de asma es utilizar algorit-
mos que permiten una mejor clasificacion de la po-
blacion en asmaticos y controles. A veces este método
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es mejor que el propio diagnostico de la enfermedad,
debido a que, en general, el asma suele estar infra-
diagnosticada.

El asma como rasgo cuantitativo

La genética estudia las formas y mecanismos de la
herencia de rasgos o caracteristicas. Rasgo es un tér-
mino poco definido que puede hacer alusion tanto a
la turgencia de la piel de un guisante (liso o rugoso)
como al coeficiente intelectual de las personas. Es
importante tener en cuenta que los individuos no son
un conjunto de rasgos (cada uno codificado por un
gen), sumados los unos a los otros, y que cada uno
de esos rasgos no esta codificado necesariamente por
un solo gen. Muy al contrario, un solo gen puede ser
fuente de rasgos muy diversos (pleiotropismo), y un
rasgo puede necesitar la interaccion de varios genes
(poligenismo). La fibrosis quistica podria constituir un
ejemplo de enfermedad pleiotropica, si se considera
que la alteracion de un solo gen (7g31) origina nu-
merosos sintomas, fundamentalmente respiratorios y
digestivos. Por el contrario, el asma es probablemen-
te una enfermedad poligénica tipica, ya que es muy
posible que para la aparicién de sintomas de asma
(fenotipo asmatico) se requiera la interaccion de di-
versos genes relacionados con rasgos diversos, como
la hiperreactividad bronquial (receptor B-adrenérgi-
co), la inflamacion mediada por IgE (interleucina
4 [IL-4D), o la inflamacién no mediada por IgE (factor
de necrosis tumoral alfa, TNF-ov) (fig. 1.

Los rasgos heredables puede ser, como las variables
estadisticas, discretos (cualitativos) o continuos (cuan-
titativos) (fig. 2). Un rasgo discreto es aquel que de-
termina una clase: el factor Rh, por ejemplo, constitu-
ye un rasgo cualitativo, que determina una clase
(positivo o negativo) sin espacios intermedios. Por el
contrario, otros rasgos son continuos, como ocurre
con la talla o con el coeficiente intelectual. En gene-
ral, parece que los rasgos discretos son codificados
por uno o pocos genes, mientras que los rasgos con-
tinuos tienen una herencia poligénica y cada uno de
los genes involucrados se segrega (hereda) de acuer-
do con las leyes de Mendel. Ademas, los rasgos cuan-
titativos se ven afectados por el entorno en mayor o
menor grado. La genética cuantitativa es la que estu-
dia los rasgos continuos. Asimismo, los /oci que codi-
fican rasgos continuos se conocen como /oci de ras-
go continuo o quantitative trait loci (QTL).

Los diferentes alelos (secuencias diversas de nucleo-
tidos que un gen puede tener en una poblacion y que
codifican formas distintas de un rasgo como piel
lisa-piel rugosa) de los genes que codifican rasgos
cuantitativos pueden tener efectos aditivos. Pongamos
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Figura 2. Loci de rasgos cuantitativos. A la izquierda, un rasgo cualitativo; a la derecha, un rasgo cuantitativo.
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TABLA 1. Ejemplo de codificacién de un rasgo cuantitativo con 2 genes Ay B. El alelo “A” codifica 4 unidades; el
alelo “a”, 2 unidades; el alelo “B”, 2 unidades, y el alelo “b”, 1 unidad

Genotipo AABB AABb Aabb

AaBB AaBb Aabb aaBB aaBb aabb

Unidades totales codificadas 12 11 10

10 9 8 8 7 6

que existen, por ejemplo, dos genes A y B que codi-
fican un rasgo cuantitativo; y que el alelo “A” contri-
buye con 4 unidades, mientras que el alelo “a” lo hace
con 2 unidades. En otro locus del genoma, donde se
encuentra el gen B, el alelo “B” proporciona 2 unida-
des, mientras que el alelo “b” s6lo proporciona 1 uni-
dad. Si estos 2 genes controlan el rasgo, existen 9 po-
sibles genotipos (el nimero de genotipos es 37 8enes)
cada uno de los cuales determina una suma de uni-
dades, dependiendo de la segregacion de los alelos
(tabla 1). Como puede adivinarse, este conjunto de
valores puede representarse graficamente, y si se hu-
biera elegido un ejemplo con 5 genes, se veria que
los distintos genotipos (3° = 243) codifican una serie
de valores que se distribuyen normalmente (es decir,
como una campana de Gauss).

Sin embargo, otras interacciones genéticas, como
la dominancia (el alelo dominante anula al recesivo y
solo €l contribuye al fenotipo final, de manera que el
homocigoto dominante y el heterocigoto tendrian el
mismo valor fenotipico) y la epistasis (relacion que un
gen ejerce sobre otro), también afectan al fenotipo.
Con todo, la accion aditiva suele ser la mas impor-
tante en los rasgos cuantitativos.

Por otro lado, el ambiente también afecta a los ras-
gos cuantitativos y, ya que las interacciones entre los
genes y el ambiente son el tema de otro apartado, s6lo
cabe decir aqui que el ambiente puede cambiar el va-
lor de un fenotipo particular y hacer, por ejemplo, que
el genotipo AaBb de la tabla 1 varie de 8 a 10'8.

El desarrollo del analisis de los QTL ha permitido
que se puedan usar tanto las técnicas de genes can-
didatos como de busqueda amplia del genoma. Por
tanto, la utilizacion de un fenotipo asmatico continuo
(indice asmatico) en contraste con uno discreto (asma
si 0 asma no) es tentador, y para ello se han desarro-
llado diversos enfoques, todos ellos relacionados con
el uso de puntuaciones o indices!?.

Siguiendo los factores de riesgo determinados en
los estudios epidemiolégicos, se puede establecer una
ecuacion que calcule las probabilidades de que un
determinado individuo, de acuerdo con esa serie de
factores de riesgo (sexo, edad, alergia, contacto con
tabaco, antecedentes familiares, etc.), presente asma.
El método estadistico por el que se llega a este tipo
de ecuacion se conoce como regresion logistica. Sin
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embargo, para la creacion de un “indice asmatico” de-
ben aclararse atin 2 puntos. En primer lugar, los fac-
tores de riesgo de padecimiento de asma no son del
todo conocidos y podrian variar de una poblacion a
otra, por lo que se necesitan mas estudios basados
en poblaciones generales. En segundo lugar, se debe
considerar que el asma es una enfermedad en la que
influyen la temporalidad y el ambiente, de manera
que los sintomas pueden darse s6lo en una época de-
terminada de la vida y s6lo cuando el enfermo se ex-
pone a determinadas situaciones?. La inclusion del
tiempo en la ecuacion hace que el modelo de regre-
sion logistica (modelo estatico) sea poco adecuado y,
por el contrario, la regresion de Cox (regresion de
riesgos proporcionales de Cox, muy utilizada en los
estudios de supervivencia de ensayos clinicos) se
ajuste mejor a la situacion real.

Cualquiera de los métodos comentados para pro-
porcionar un indice o una probabilidad de presentar
asma se basa en estudios observacionales previos en
los que, de forma poco controlada, se ha establecido
qué individuos presentan la enfermedad y qué otros
no. Los errores de clasificacion (clasificar como asma-
tico al que no lo es, o viceversa) en estos estudios
previos pueden generar errores con respecto a la valo-
racion de los factores de riesgo. Para tratar de corregir
este error, algunos autores®! han desarrollado lo que
se denomina “Iindice de propensién”. Basicamente
consiste en incluir en el analisis la probabilidad con-
dicional (probabilidad de que acontezca un episodio
dado otro previo) de estar afectado (p. ¢j., de asma) si
se da una serie de circunstancias de riesgo que deter-
minarian —en un modelo ideal- la presencia de la en-
fermedad. Dicho de otra forma, debe tenerse en cuen-
ta que no todos los que “deberfan” estar enfermos
(debido a que estan sometidos a los factores de ries-
go suficientes) lo estan. El indice de propension trata
de tener esto en cuenta.

Por tanto, cuando los estudios epidemiolégicos lo
permitan, la consideracion del asma como un rasgo
cuantitativo puede ser beneficiosa a la hora de defi-
nir el fenotipo asmatico en los estudios genéticos, en
especial si se llegara a un indice que determinara la
enfermedad con un alto valor predictivo y fuera utili-
zado de forma general por todos los grupos que in-
vestigan el tema.
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ESTUDIO DE LA GENETICA DEL ASMA
Estudios epidemioldgicos

Estudios familiares en poblacion general

En los estudios familiares existen 2 métodos para
cuantificar la contribucion genética en el asma. El pri-
mero de ellos es la tasa de riesgo o riesgo relativo fa-
miliar (AR). Esta tasa se define a partir de una clasica
tabla de 2 X 2:

Madre asmatica Madre no asmitica

Asmaticos a b
No asmaticos ¢ d

MR=@/a+o)/[(a+b)/@+b+c+d)]

Es decir, es la razén entre la prevalencia de asma en
los individuos con familiares asmaticos y la prevalen-
cia en la poblacion general. La R se refiere a “relati-
ve”, es decir a “familiar”. El riesgo relativo (\) familiar
es una buena indicacion de la contribucion de los ge-
nes a la presencia de una enfermedad. Cuanto mas
pequena sea N, mis numerosa habrd de ser la pobla-
cion de estudio para detectar asociacion. Algunos es-
tudios, con una prevalencia de asma en la poblacion
de un 4%, describen una prevalencia de asma en in-
dividuos con familiares de primer grado asmaticos del
20-25%, lo que supone un \ de 5 o 6*2. En otros es-
tudios se citan N de 2,623. Por contraste, la \ de la fi-
brosis quistica es de 500.

Otra forma de medir la contribuciéon genética en
poblaciones generales es la heredabilidad (H?), que
se define como la proporcion de la varianza (varia-
cion) fenotipica que se debe a los genes (V). La va-
rianza total del fenotipo (Vp) puede deberse no sélo a
los genes sino también al ambiente (V,) y, si se quie-
re ademads, a la interaccion entre el ambiente y los
genes (V). Por lo tanto,

Vi=V,+V, + Vg

H2=V, / Vi

Los cdlculos estadisticos de H? son complicados y
pueden hacerse por medio de programas especiales
de estadistica genética. En cualquier caso, quedan
fuera del ambito de esta revision. Los estudios sobre
heredabilidad en el asma arrojan cifras de entre el
50 y el 60%?2, lo que indica que los genes son res-
ponsables solamente de la mitad de esa varianza.

Analisis de segregacion
Este tipo de analisis compara la distribucion de una
determinada enfermedad en familias de una pobla-

cioén con una distribucion tedrica que corresponderia
a los diferentes modos de herencia como dominante,
recesiva, poligénica, mixta o multifactorial. Los estu-
dios realizados hasta el momento no han sido conclu-
yentes y la forma de heredar el asma sigue siendo un
enigma, aunque los ultimos datos sugieren un mode-
lo de un gen principal (bien sea dominante o recesi-
vo) o un modelo multifactorial (varios genes interac-
cionando con el ambiente)?*37, Recientemente, se ha
sugerido que los valores de IgE, los eosindfilos san-
guineos y la hiperrespuesta bronquial estin codifica-
dos por genes distintos3®.

Estudios con gemelos

Los estudios en gemelos se basan en el hecho de
que los gemelos monocigéticos comparten todo su
material genético, mientras que los dicigéticos s6lo
comparten la mitad. Comparando la concordancia de
una enfermedad entre gemelos monocigéticos y dici-
gbticos se puede tener una idea de la contribucion
de los genes al asma. Cualquier rasgo que tenga ma-
yor concordancia en los gemelos monocigoticos que
en los dicigoticos tendra una base genética. Ademas,
si la concordancia entre gemelos de cualquier tipo
no varfa mucho cuando éstos se crian de forma junta
o separada, la responsabilidad de los genes es mu-
cho mayor que la del ambiente.

Aunque hay estudios de asma en gemelos desde
hace 30 anos®, uno de los mas claros y pioneros es el
de Duffy et al®®, que con 3.898 pares de gemelos aus-
tralianos pusieron de manifiesto que la correlacion
para el asma entre gemelos monocigéoticos es del
65%, mientras que en los dicigéticos es del 25%. En-
tre los monocigoticos hay diferencias entre los nifios y
las nifas, y la correlaciéon es mayor entre los nifios
(el 75 frente al 60%). Estos autores estimaron que la
heredabilidad del asma en su poblacion era del 60 y
del 70 %. Estudios posteriores ofrecen datos pareci-
dosi152.

Utilizando estudios de gemelos, la heredabilidad se
puede calcular segun la férmula:

H? = 2(Cyc — Cpe)

donde Cy¢ es la concordancia entre gemelos mono-
cigoticos y Cp es la concordancia entre dicigticos!s.
Queda claro, por tanto, que al menos un 30% de la
prevalencia del asma en un momento dado es debi-
do a factores ambientales.

Planteamientos para la identificacion
de los genes humanos

El gen responsable de una determinada enferme-
dad puede ser relativamente facil de identificar cuan-
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do esa enfermedad esta causada por la existencia de
una proteina anormal (fibrosis quistica) o por la au-
sencia de una proteina normal (fenilcetonuria). Cuan-
do una enfermedad (caso del asma) no tiene una
base bioquimica o fisiologica perfectamente definida,
hay 2 formas fundamentales de buscar sus origenes
genéticos: la busqueda en genes candidatos y la bus-
queda amplia del genoma.

Regiones candidatas

Las regiones candidatas son aquellas que codifican
proteinas que se relacionan con la enfermedad en es-
tudio. También pueden ser regiones candidatas aque-
llas zonas del genoma que se han relacionado con el
fenotipo asmatico en una busqueda amplia del geno-
ma por medio de las herramientas que se detallan
mas adelante.

De entrada, por tanto, en el asma son areas candi-
datas las relacionadas con los acontecimientos im-
portantes en la fisiopatologia de esta enfermedad, que
incluye una respuesta inmunitaria, alérgica o no. El
reconocimiento de los antigenos por parte de los lin-
focitos s6lo puede llevase a cabo cuando éstos son
presentados por las células presentadoras de antige-
nos (monocitos, macréfagos, etc.). Estas células pre-
sentan el antigeno unido a moléculas del sistema HLA
al linfocito para que lo pueda reconocer y montar la
respuesta inmunitaria pertinente. Las moléculas HLA
de clase I presentan los antigenos a los linfocitos Tc
(citotoxicos 0 CD8 4), vy las de clase 1I, a los linfocitos
Th (cooperadores o CD4 +). En la actualidad se su-
pone que el fenotipo alérgico conlleva un desequili-
brio entre 2 poblaciones linfocitarias, la Th1, antiin-
fecciosa, y la Th2, proalérgica.

El linfocito pone en marcha una cascada de reac-
ciones por medio de la liberacion de citocinas, en su
mayoria interleucinas (IL). De éstas, las que mas inte-
rés suscitan en el asma son las que hacen madurar los
linfocitos ThO hacia Th1 (IL-12) o hacia Th2 (IL-4),
las derivadas de las poblaciones linfocitarias Th2,
como la IL-4, IL-5 o IL-10, y la derivadas de las po-
blaciones Th1, como la IL-2 o el interferon gamma
(IFN). Los loci genéticos que codifican todos estos
mediadores son también regiones candidatas.

La importancia de la IgE en los procesos alérgicos
en general y asmaticos en particular hace a todos los
mecanismos relacionados con esta inmunoglobulina
candidatos genéticos apropiados. En concreto, son
areas candidatas los genes codificadores de los recep-
tores para la fraccion Fc de esta inmunoglobulina,
tanto los de alta afinidad en mastocitos y basofilos
(FceR-D como los de baja afinidad en linfocitos B
(FceR-1D. Otro candidato logico incluido en los estu-
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dios de la genética del asma es el receptor B, tan in-
volucrado en la dindmica del musculo liso bronquial.

Sabiendo la composicion de aminoacidos de estas
sustancias es posible conocer la secuencia de bases de
ADN implicadas en su codificacion. Esta informacion
esta actualmente disponible en las bases de datos ge-
nomicos, como GenBanK (www.ncbi.nlm.nih.gov) o
Genome Data Base (www.gdb.org).

Biisqueda amplia del genoma

Los seres humanos presentamos un grado consi-
derable de variabilidad genética, que puede obser-
varse en rasgos como la estatura, el color de la piel
o el de los ojos. Esta variabilidad fenotipica se co-
rresponde con la existencia de multitud de peque-
flas variaciones en la secuencia genética contenidas
en regiones codificantes. Asi, un gen puede variar
entre individuos en funcién de su secuencia de ADN.
Las regiones no codificantes contienen un nimero
ain mayor de variaciones en la secuencia del ADN
debido a la menor presion selectiva que existe sobre
estas secuencias. Algunos loci varian considerable-
mente entre los individuos. Se dice que un locus es
polimérfico cuando tiene al menos 2 alelos diferentes
cuyas frecuencias alélicas respectivas son de al me-
nos el 1% (o el 2% de los individuos son heteroci-
gotos para dicho locus). Cuando la frecuencia es me-
nor, se habla de variantes.

Para realizar una busqueda amplia del genoma no
es necesario conocer proteinas anémalas ni genes
candidatos; se aprovecha la existencia de secuencias
polimérficas de bases (polimorfismos, variaciones) a
lo largo de todo el genoma humano (no confundir
con polimorfismo genético, que es un locus genético:
zona del cromosoma en la que se encuentra un gen,
que tiene 2 o mas alelos —variantes— con una frecuen-
cia mayor del 1% en la poblacién). Existen 4 tipos
fundamentales de polimorfismos: los fragmentos de
restriccion (restriction fragments length polymor-
phisms, RFLP), las repeticiones en tindem de nimero
variable (variable number of tandem repeat, VNTR),
los polimorfismos microsatélite y los polimorfismos
de un unico nucledtido (single nucleotide polymor-
phism, SNP). Por técnicas que se escapan del tema
de esta revision, en la dltima década se ha podido ir
localizando miles de marcadores de estos 4 tipos a lo
largo de todo el genoma.

Estos polimorfismos se utilizan como marcadores
que se pueden rastrear en arboles genealdgicos de fa-
milias con la enfermedad y en poblaciones genera-
les. Para que sean ttiles, estos marcadores polimorfi-
cos deben transmitirse con el gen de la enfermedad,
deben ser codominantes (es decir, los homocigotos
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entre el mapa fisico y el genético.

deben distinguirse de los heterocigotos), deben ser
numerosos y tener una gran variabilidad (fig. 3).

Herramientas para la elaboracién de mapas
genéticos: andlisis de ligamiento

La localizacion de genes y los llamados mapas ge-
néticos se elaboran de los entrecruzamientos cromo-
somicos que se producen en la meiosis. Las distan-
cias entre /oci no se miden en unidades fisicas, sino
en frecuencias de entrecruzamientos meioticos.
Cuanto mas alejados fisicamente estén 2 Joci, mas fre-
cuentes serdn los entrecruzamientos entre ellos y la
consiguiente produccion de recombinaciones (nue-
vas combinaciones de material genético resultado de
los entrecruzamientos de cromosomas en la profase
de la meiosis). Las frecuencias de entrecruzamientos

se pueden deducir a partir del estudio de arboles ge-
nealégicos.

Analisis de ligamiento

Usando familias que incluyan individuos afectados
y sus arboles genealdgicos, se puede saber si un de-
terminado rasgo fenotipico (p. €j., asma) se hereda
(segrega) conjuntamente con un /ocus conocido de an-
temano y cuya segregacion podemos seguir por conte-
ner un polimorfismo (marcador). Si dicho marcador se
hereda a la vez que el rasgo fenotipico, se puede con-
cluir que el gen del rasgo se encuentra cerca de €l
(esta ligado a éD). Si, por el contrario, se heredan sepa-
radamente, el gen del rasgo se encontrara lejos del
marcador, que podra hallarse en individuos sin el ras-
go (sin asma). Cuanto mds cercanos estén el marcador
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a) Transmisién independiente de 2 genes
situados en dos pares de cromosomas
homoélogos diferentes

b) Ligamento entre 2 genes situados
en un par de cromosomas homélogos

(€ I e—>)
Gameto no recombinante,

Gameto recombinante

c) Ligamento entre 2 genes situados
en un par de cromosomas homélogos.
Hay intercambio de cromatidas no hermanas

Figura 4. Formas de segregacion de genes en la formacion de los gametos. Resultados cuando 2 genes heterocigo-
tos se encuentran en: a) dos pares diferentes de cromosomas, b) en el mismo par de cromosomas, sin
que se produzca intercambio entre ellos, y ¢) en el mismo par de homologos, con intercambio entre cro-
matidas no hermanas. La probabilidad de que el entrecruzamiento segregue 2 genes (o un geny un
marcador) separadamente depende de la distancia entre ambos: cuanto mds cerca se encuentren, me-
nos probable es que un entrecruzamiento los separe, dandose ligamiento entre ellos.

y el gen, mis dificil serd que se hereden separadamen-
te a consecuencia de los entrecruzamientos que se
producen fisiolégicamente en la meiosis (fig. 4). La
medida de la cercania o lejania de un gen y su marca-
dor no es una dimension fisica, sino probabilistica
(probabilidad de que el marcador y el gen no se sepa-
ren a una determinada frecuencia de recombinacién).
Un centimorgan (cM) es la distancia entre 2 loci entre
los que hay una probabilidad de recombinacion del
1%. Aproximadamente, esto se traduce en una dimen-
sion fisica de un millén de pares de bases (1 Mpb).
Para calcular la significacion del ligamiento se utiliza
una medida estadistica conocida como puntuaciéon
LOD (logaritbm of the odds). Se acepta que una pun-
tuacion LOD de 3,0 es indicativa de ligamiento (entre
el marcador y el gen) e indica que las probabilidades a
favor del ligamiento son 1.000 veces mas que a favor
del no ligamiento. Si no se detecta ligamiento con un
marcador, entonces se puede acudir a otro y volver a
empezar.

Formas particulares de anlisis de ligamiento

El analisis del ligamiento es la herramienta basica
para la localizacion de areas del genoma que podrian
tener relacién con una enfermedad. En los tdltimos
anos, a medida que se han definido nuevos marca-
dores y la estadistica ha entrado de lleno en el cam-
po de la genética, se han ido depurando nuevos mé-
todos, actualmente disponibles en programas de
ordenador. Sin embargo, la base sigue siendo el liga-
miento. A continuaciéon se exponen de manera muy
somera algunos de estos métodos.

An Pediatr, Monogr 2004;2(1):9-29

Analisis de parejas de hermanos. Los anilisis de
parejas de hermanos son una forma de andlisis de li-
gamiento en el que no se necesita informacion sobre
el modo de herencia. El principio basico de esta téc-
nica es que si 2 individuos relacionados (hermanos)
son fenotipicamente similares (p. €j., tienen asma), un
marcador situado cerca del gen productor del fenoti-
po debe ser comin a ambos. Un determinado marca-
dor serd compartido por 2 hermanos un 50% de las
veces, ya que comparten el 50 % del material gené-
tico. Cuando los 2 hermanos son asmaticos, compar-
ten material genético relacionado con la enfermedad.
¢Coémo localizar ese material? Una vez mas usando
marcadores previamente definidos y conocidos. Si un
determinado marcador esta ligado al gen relacionado
con el asma, se transmitird con éste y, por tanto, su lo-
calizacion en hermanos afectados serd siempre mayor
del 50% (figs. 5y 6).

Desequilibrio del ligamiento. Dentro de una mis-
ma familia, el gen de una enfermedad podria estar li-
gado a un determinado alelo de un determinado mar-
cador (marcador A, alelo 1), mientras que en otra
familia ese mismo gen podria estar ligado a un alelo
distinto de ese marcador (marcador A, alelo 2). Esto se
explica de 2 formas. Primero, las mutaciones que po-
demos encontrar en un determinado gen y en diferen-
tes individuos pueden ser consecuencia de diferentes
acontecimientos mutacionales; en algunos casos se ha-
bran producido en un cromosoma que porta el alelo 1,
y otros en un cromosoma que porta el alelo 2 del mar-
cador. Segundo, y a pesar de que una determinada en-
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ADN compartido

dentt
p&ztl:?)azr:ee ADN compartido
procedente
l de la madre
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Probabilidad por azar

De compartir el fragmento paterno 25 %
De compartir el fragmento materno 25 %
De compartir ambos 25 %
De no compartir ninguno 25 %

Figura 5. Andlisis de ligamiento en parejas de ber-
manos. Cuando se constata en un nimero
amplio de familias que el material genético
—representado en este caso por 2 cromoso-
mas— que comparten los bermanos afectados
es significativamente superior al 25 %, es pro-
bable quie este material compartido contenga
un gen relacionado con la enfermedad.

fermedad sea fruto de una tUnica mutacion original, los
entrecruzamientos ocurridos durante muchas genera-
ciones pueden haber alterado la disposicion inicial.
Por lo tanto, puede darse el caso de que exista liga-
miento entre un alelo de un marcador y un gen dentro
de una misma familia, pero no entre distintas familias.

Cuando se estudia una poblaciéon (muchas fami-
lias) y se observa que no hay una asociacion entre el
gen y un determinado alelo de un marcador, se dice
que los 2 Joci (el del gen y el del marcador) se en-
cuentran en equilibrio de ligamiento, que es la situa-
cion normal. Sin embargo, algunas veces si existe una
asociacion poblacional entre un gen y un alelo de un
marcador, entendiéndose por asociacion que el alelo
del marcador y el gen se den juntos con mayor fre-
cuencia de la esperada en funcion de las frecuencias
individuales de cada uno de ellos. Esta situacion se
conoce como desequilibrio de ligamiento.

El estudio del desequilibrio del ligamiento tiene la
ventaja sobre el analisis del ligamiento que se cuenta
con un inmenso nimero de recombinaciones ocurridas
durante muchas generaciones, lo que permite estable-

I~
|
| >

]
—

Figura 6. Andlisis de ligamiento en parejas de herma-
nos. De izquierda a derecha: marcadores del
cromosoma, cromosoma, material genético
companrtido del padre (linea gris) y de la ma-
dre (linea negra) en 5 parejas de hermanos y
zonas (superior e inferior) que todos ellos
comparten. A la derecha del todo se ve que
la probabilidad de que los fragmentos se
compartan es mayor que lo que provocaria el
azar (el limite de la significacion estadistica
es la linea discontinua vertical).

cer mapas genéticos a intervalos menores (ya que ha
habido un inmensamente mayor nimero de entrecru-
zamientos). Mientras que el analisis de ligamiento per-
mite establecer mapas con un detalle de varios centi-
morgans, el desequilibrio del ligamiento permite
hacerlo a niveles 10 veces mayores (0,1 cM). Lo que,
con todo, equivale a 100 kpb (100.000 pares de bases).

Como se puede intuir por lo anteriormente comen-
tado, para utilizar el analisis de desequilibrio de liga-
miento ha de estudiarse una poblacion con individuos
afectados y no afectados.

El inconveniente fundamental de este modelo de
estudio es que, si son muchas las mutaciones causan-
tes de enfermedad en un determinado gen, habrin
ocurrido en cromosomas que portan diferentes alelos
marcadores, lo que hard imposible identificar dese-
quilibrio de ligamiento entre el marcador y el rasgo
fenotipico. Dicho de otra manera, que no haya dese-
quilibrio de ligamiento para un determinado marca-
dor no excluye que la region estudiada contenga el
gen responsable; mientras que, por el contrario, la
inexistencia de ligamiento si excluye que la region
contenga el gen relacionado con el rasgo fenotipico
estudiado, dentro del margen de error determinado
por el tamano de la muestra estudiada.

Test de desequilibrio de la transmision (TdT).
Es una variante del andlisis del desequilibrio de liga-
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miento que permite trabajar sélo con individuos en-
fermos (sin grupo control). Sin embargo, es necesa-
rio disponer de los padres del individuo afectado. El
test compara (en un amplio nimero de familias) el
numero de veces que uno de los padres transmite a
su hijo un alelo especifico con el nimero de veces
que ese alelo no es transmitido. El TdT es un tipo de
estudio de asociacion en el que el “caso” es el alelo
transmitido y el “control” es el alelo no transmitido.
Cuando hay un nimero suficiente de familias se pue-
de estudiar la significacion estadistica de la transmi-
sion frente a la no transmision. Es decir, si ese alelo es
transmitido por los padres a los hijos (recordemos, to-
dos ellos afectados) mas veces de las que seria previ-
sible por azar. Si esto fuera asi, ese alelo concreto ten-
dria relacién con la enfermedad.

Refinamiento en la bisqueda de un gen:
asociacion, mapas fisicos y expresion del gen

Con el analisis del ligamiento se puede llegar a lo-
calizar una zona “caliente” (candidata) en el genoma.
Sin embargo, casi siempre se tratard de una zona de-
masiado amplia. Para refinar la bisqueda del gen
existen varias posibilidades:

1. Utilizar nuevos marcadores genéticos que se en-
cuentren mas proximos entre si y permitan estrechar
la zona del mapa genético. Para esto pueden usarse
de nuevo las técnicas de ligamiento anteriormente ci-
tadas, que serdn unas u otras de acuerdo con el tipo
de poblacion de que se disponga (poblacion general,
familias, hermanos afectados, etc.).

2. Secuenciar los genes candidatos de la region
“caliente” buscando polimorfismos que difieran en
frecuencia entre los casos (asmaticos) y los controles
(sanos). Estos estudios son los estudios de asociacion.

3. Realizar un mapa fisico de la region.

Estudios de asociacion

La intencién de los estudios de asociacion es mos-
trar que los individuos afectados de asma tienen mas
probabilidades de portar un determinado alelo de un
gen que los individuos no asmaticos de esa misma
poblacion.

No debe confundirse ligamiento con asociacion. El
ligamiento, como ya se ha dicho, se refiere a la posi-
cién de los loci en los cromosomas. Cuando 2 loci (el
correspondiente al marcador y el correspondiente al
gen) estan ligados, los diferentes alelos de esos loci se
transmiten juntos dentro de una misma familia. Sin
embargo, como también se comentd antes, cabe la
posibilidad de que estos mismos alelos no se trans-
mitan junto al gen en otra familia (estarian en equili-
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brio de ligamiento). Por otra parte, la asociacion se re-
fiere a la relacion estadistica entre 2 caracteristicas,
sean o no genéticas, en toda la poblacién. En este
caso se refiere a la relacién entre un determinado ale-
lo y el fenotipo asmatico.

Los estudios de asociacion deben interpretarse con
cuidado, ya que a veces la asociacion puede ser es-
puria. Por ejemplo, si no se tiene en cuenta la etnia y
un determinado alelo es mas frecuente en una con-
creta, se puede llegar a la conclusion de que una en-
fermedad esta asociada a un determinado alelo, cuan-
do en realidad la enfermedad simplemente es mas
frecuente en esa etnia. Otros factores que producen
asociaciones espurias son la definicién imprecisa de
la enfermedad, el inadecuado tamano muestral y el
incorrecto emparejamiento entre casos y controles
para variables tales como el sexo o la edad. La inca-
pacidad para replicar una asociacion en multiples po-
blaciones es una buena indicacion de que la asocia-
cién no es valida.

Mapas fisicos. Clonacion funcional
y clonacion posicional

Clonacién funcional. En el caso de conocer la
secuencia de ADN de un gen (porque se conozca la
secuencia de aminoacidos de la proteina que codifi-
ca), su localizacion fisica suele llevarse a cabo por téc-
nicas de hibridacién. Estas técnicas se basan en la
propiedad del ADN desnaturalizado (es decir, separa-
do y reducido a una sola hebra) de acoplarse base a
base (hibridarse) con sondas de ADN complementa-
rio marcadas radiactivamente o por otros métodos,
como la quimioluminiscencia. Estas sondas se pueden
fabricar por métodos de recombinacion (proceso por
el que se crea una fibra de ADN de tamafo variable
a partir de varias moléculas procedentes de fuentes
diversas). Esta forma de localizacion fisica de genes es
conocida como clonacién funcional.

Clonacion posicional. Cuando la secuencia de
ADN de un gen no se conoce, y cuando por estudios
previos (generalmente de analisis de ligamiento) se
detecta una regién del genoma relacionada con la
enfermedad, ésta suele ser lo suficientemente amplia
(quizds 1 cM, o aproximadamente 1Mpb) como para
contener decenas de genes junto con zonas no codifi-
cadoras. Una posible estrategia es la de comenzar con
un marcador ligado y “peinar” las zonas circundan-
tes. El proceso por el que esto se lleva a cabo se co-
noce como clonacién posicional.

Una de las estrategias mas cominmente utilizadas
es el “paseo cromosémico”. En éste se utiliza el ADN
del marcador como sonda para elegir en una biblio-
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teca de ADN (genoteca) segmentos de ADN que se
superpongan parcialmente. Entre todos ellos se elige
aquel que se superponga en su totalidad con el ADN
que se esta estudiando. Este segmento a su vez puede
utilizarse como sonda para escoger un nuevo seg-
mento de ADN de la biblioteca gendmica con el que
se solape parcialmente y reiniciar el proceso tantas
veces como sea necesario. De esta manera se va “ca-
minando” a lo largo del cromosoma. Como no suele
saberse a qué lado del marcador estd el gen (hacia
qué sentido debe caminarse), suele hacerse en am-
bos. La existencia en las bibliotecas genémicas de
cientos de miles de secuencias de ADN etiquetadas
(sequence tagged sites, STS) (fig. 7) con su posicion
fisica en el cromosoma facilita el trabajo.

Para clonar (hacer multiples copias) los segmentos
de ADN usados en el “paseo cromosomico” se utili-
zan vectores tales como plasmidos, cosmidos, cro-
mosomas artificiales de levaduras (yeast artificial
chromosomes, YAC), cromosomas artificiales de bac-
terias (bacterial artificial chromosomes, BAC) y cro-
mosomas artificiales del bacteriéfago P1 (P71 artifi-
cial chromosomes, PAC). Independientemente del
vector utilizado, el principio es siempre el mismo: la
insercion de la secuencia del ADN a clonar en el ADN
de un organismo natural o artificial que, al reprodu-
cirse a gran velocidad, hace copias con gran rapidez.
El ADN humano insertado se une (recombina) al ADN
del organismo, por lo que a la vez que reproduce su
propio ADN reproduce el ADN humano insertado. La
reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase
chain reaction, PCR) no es til aqui, ya que las se-
cuencias de ADN a clonar son demasiado grandes
para esta técnica.

Para entender un poco mejor este proceso, imagine-
mos que queremos ir de Cartagena a Madrid y que no
sabemos con exactitud en qué direccion estd Madrid
ni a qué distancia. Se nos da un plano de carreteras
del municipio en el que estamos actualmente y tene-
mos acceso a una biblioteca de mapas de cada uno
de los municipios de las provincias de Murcia, Alba-
cete y Madrid. Estos mapas no estin etiquetados,
pero, como suele ocurrir con los mapas de carrete-
ras, hay zonas de un mapa que se superponen con las
de otro. Partiendo del primer mapa que se nos da, va-
mos buscando en la biblioteca el mapa que se super-
pone en ambas direcciones. Usando esos 2 ultimos
mapas, volvemos a la biblioteca y buscamos los que
se superpongan de nuevo, consiguiendo componer
un rompecabezas que nos llevard a Madrid.

A medida que se va avanzando en el “paseo” surge
la pregunta: ;como se sabe que se ha encontrado un
gen? Para ello se usan diversos métodos:

Fragmentos de secuencias
etiquetadas de una genoteca

Los STS guian el alineamiento

+—t
c D £ de los segmentos de ADN
i “+—t
B C E F
1 “+—t—+
A B F G H

Figura 7. Esquema del uso de las secuencias etique-
tadas (STS) para indicar la superposicion
de segmentos de ADN en el “paseo cromoso-
mico”.

1. Analisis de la conservacion entre especies. Se
basa en el hecho de que la parte codificadora del
gen (la que interesa) no ha cambiado apenas en el
curso de la evolucion, por lo que serd comin en mu-
chas especies. Si la secuencia que estamos conside-
rando se hibrida con la de otras especies, es proba-
ble que tengamos una secuencia codificadora y, por
tanto, un gen.

2. Identificacion de islas CG. Se sabe que el 60% de
los genes humanos, en particular la mayor parte de los
constitutivos (housekeeping) o no especificos de teji-
do, tienen secuencias ricas en nucleétidos citosina-
guanina no metilados en su region 5-terminal (que
probablemente los hace mais accesibles a los factores
de transcripcion). La identificacion de estas zonas
puede ayudar a perfilar la zona del gen.

3. Indentificacion de exones. Aunque hay varias
técnicas para este proceso, la mas tipica es el “atrapa-
miento del exén”. En ella se inserta la secuencia de
ADN en un plasmido que, a su vez, se emplea para
introducir este ADN en una célula. Como consecuen-
cia se producira la transcripcion (sintesis de ARNm)
de ese ADN. El ARNm solo contiene los exones; lue-
g0, si la fraccion de ARNm que se recoge es mayor
que la del propio plasmido, eso indica que habia un
ex6n incluido en el ADN insertado (fig. 8).

4. Marcas de secuencias expresadas (expressed
sequence tags, EST). Se trata de secuencias conoci-
das de genes que se encuentran disponibles en
genotecas. Con ellas se puede proceder con las téc-
nicas de hibridaciéon que se comentaron anterior-
mente.
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Segmento ADN problema

Secuencia de ADN
humano insertado
en el plasmido

Exén 1

del vector del vector

Plasmido

Exén 1 del vector

Transcripcion

Exones en ARNm maduro

Exén humano Exén 1 Exén 2

del vector del vector

o

Producto PCR mas corto
si la secuencia humana
no contiene exén/es

Exén 2 del vector

ADNc

Producto PCR mas largo
si la secuencia humana
contiene exoén/es

Figura 8. Técnica del atrapamiento del exon. El segmento de ADN humano se coloca en un vector plasmido utili-
zando técnicas de recombinacion de ADN. El vector pldasmido se clona en una célula de mamifero que
posee la maquinaria de transcripcion adecuada. El ARNm se aisla y se convierte en ADNc (ADN com-
plementario). La secuencia de ADNc puede amplificarse por medio de la PCR para determinar su longi-
tud. Si el segmento de ADN humano contiene un exon o varios, serd mds largo que si no lo(s) contiene.

Expresion del gen. Una vez aislado un gen en una
region candidata, hay que confirmar que se trata de un
gen que es responsable de una determinada enferme-
dad o fenotipo. Para ello no hay mas que implantar
ADN en el tejido en el que se quiera probar la funcion
del gen y en el que el gen sea defectuoso y comprobar
que las células recuperan su correcta funcionalidad.

:Cual es la mejor técnica en el estudio
de la genética del asma?

No se puede decir que haya una técnica mejor que
otra. Para empezar, dependerd del nimero de indivi-
duos de que se disponga y de si son solo afectados,
poblacion general o familias con o sin parejas de her-
manos. Ademas, el hecho de elegir de entrada un en-
foque no quiere decir que no se pueda volver al otro,
0 que no puedan ser complementarios en un mo-
mento dado. Por ejemplo, se puede comenzar con
una busqueda amplia del genoma y por medio de un
andlisis del ligamiento localizar una region candidata,
procediendo a un estudio detallado de dicha region,
de nuevo mediante analisis de ligamiento, utilizando
marcadores muy cercanos unos a otros. También se

20 An Pediatr, Monogr 2004;2(1):9-29

puede tratar de identificar fenémenos de desequili-
brio de ligamiento dentro de la regién previamente
identificada como candidata.

Otras estrategias para el estudio
de la genética del asma

Loci comunes con otras enfermedades inflamatorias

Los estudios genéticos de otras enfermedades pue-
den ser de utilidad para entender la genética del asma.
Tanto la enfermedad de Crohn como la colitis ulcero-
sa han mostrado segregacion familiar, y las bisquedas
amplias del genoma han encontrado regiones candi-
datas que podrfan ser comunes con las del asma’>*,
Algo parecido podria ocurrir con la artritis reumatoide.
Estos hallazgos sugieren que determinados genes prin-
cipales podrian ser comunes a varias enfermedades in-
flamatorias.

Enfermedades de herencia mendeliana relacionadas
con el asma

El asma estd asociada a algunas enfermedades de
herencia mendeliana. La identificacion de los genes
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Figura 9. Detalle de la vegion del cromosoma 11 donde se sitiia el gen del receptor I para la IgE, que estd formado
por 7 exones. En la parte inferior se serialan los principales marcadores genéticos de la zona''!.

que causan esas enfermedades podria dar pistas sobre
la herencia genética de la propia asma. Fundamental-
mente se trata del sindrome de Job (hiper-IgE)* y el
déficit selectivo de 1gA>7. Ambas enfermedades com-
parten rasgos comunes con el asma, o al menos con
algunos fenotipos de asma, como son la IgE en el
caso del sindrome de Job y la alergia 3 veces mas fre-
cuente entre los afectados de déficit selectivo de IgA.
El déficit selectivo de IgA se ha relacionado con el
complejo mayor de histocompatibilidad (major bisto-
compatibility complex, MHC)>®, mientras que el sin-
drome de Job se ha localizado en la zona distal del
cluster de las citocinas del cromosoma 5%.

REGIONES GENETICAS RELACIONADAS
CON EL ASMA

Busquedas amplias del genoma

El nimero de busquedas amplias del genoma es,
hasta el momento, reducido. Una de las primeras fue
llevada a cabo en una poblacion inglesa y australiana.
Este estudio encontré ligamiento para algin tipo de
marcador de asma en los cromosomas 4 (hiperreac-
tividad bronquial, HRB), 6 (IgE, eosindfilos), 7 (IgE,
HRB, eosindfilos), 11 (IgE, prick-test positivo), 13 (ato-
pia) y 16 (IgE, HRB)®. El Collaborative Study on the
Genetics of Asthma (CSGA) es un estudio muy am-
plio (237 pares de hermanos), multicéntrico, que se
esta llevando a cabo en Estados Unidos. En él se ha
descrito ligamiento entre un complejo fenotipo de
asma y 6 regiones nuevas, en 3 razas distintas: 5p15 'y
17p11 en afroamericanos, 11p15 y 19q13 en caucisi-

cos, ¥ 2q31 y 21g21 en hispanos. También se han rati-
ficado 5 regiones que previamente habian mostrado li-
gamiento para el asma: 5q, 6p, 12q, 13q y 14q en cau-
cdsicos y 12q en hispanos®!. En este mismo estudio se
han encontrado nuevos ligamientos para la respues-
ta especifica IgE a alérgenos inhalatorios comunes
en los caucasicos (2q21-23) y en los afroamericanos
(8p23-21), confirmando otros anteriores, como 6p21 y
13q23-24 en los caucasicos y 5q23-33 en los afroame-
ricanos®2. En la actualidad este estudio tiene reclutadas
a 525 parejas de hermanos.

En Europa existen 3 busquedas amplias del geno-
ma. La primera es en una poblacién holandesa de
200 familias con un individuo asmitico® en el que
se describe ligamiento en 7q (marcadores D7S820-
D7S821) y se confirma en 5q31 (D55666-D558402) y
12q (PAH-D12S070). La segunda (Estudio Colectivo
Aleman) se ha realizado en 97 familias alemanas y sui-
zas que incluyen un total de 429 personas 156 parejas
de hermanos?. Sus resultados sittian regiones candi-
datas en el cromosoma 2 (alrededor de D2S2298), en
6p21-23, en el cromosoma 9 (préximo a D9S1784), y
en 12q13-21. Por tltimo, el estudio francés Epidemio-
logical Study of the Genetics and Environment of Asth-
ma (EGEA), que incluye a 335 familias nucleares con
al menos un afectado (123 padres y 212 nifios con
asma), ha encontrado ligamiento en 11p13 para la IgE,
12q24 para los eosindfilos y 17q12-21 para asma y
pruebas cutdneas positivas. También ha confirmado
ligamientos para regiones anteriormente descritas:
1p31 para asma, 11q13 para IgE, 13g31 para eosinofi-
los y 19q13 para HRB% (fig. 9).
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En Japon existe un estudio del tipo mencionado que
incluye a 47 familias con al menos 2 asmaticos alérgi-
cos a los acaros del polvo. En éste se encontro liga-
miento en 5g31-33 y, aunque menos, en 4935 y
13q11%. Ademis, se han hecho bisquedas en pobla-
ciones aisladas, que tienen la ventaja de que la hetero-
geneidad del asma es menor, en hutteritas (comunidad
de alemanes ancestrales con poca relacion exterior y
asentados en EE.UU.) y en finlandeses de una zona re-
condita. En el primero de estos estudios®®%” se encon-
tr6 ligamiento en 5q23-31, 12q15-24, 19q13 y 21q21 en
un total estudiado de 361 individuos. Estas regiones ya
habian sido localizadas en otros estudios. Identifica-
ron, ademds, una nueva region en 3p24-22. En el estu-
dio finlandés se ha encontrado ligamiento en 7p14-15
tanto para el asma como para concentraciones eleva-
das de IgE, o para los 2 fenotipos conjuntos®.

Estos resultados ponen de manifiesto la dificultad
de definir genéticamente las enfermedades complejas
cuando se utilizan fenotipos no exactamente equiva-
lentes y cuando se estudia a poblaciones diferentes,
de etnias diferentes que se encuentran sometidas a di-
ferentes factores ambientales.

A continuacion se hace un recorrido riapido por las
regiones candidatas mas consistentes, elegidas bien
por busquedas amplias del genoma, bien por su rela-
cion con la sintesis y modulacion de los mediadores
de la inflamacién asmatica.

Regiones candidatas

Cromosoma 5

La region 31 del brazo largo del cromosoma 5
(593D ha sido estudiada por bastantes grupos tras la
observacion original de que existia un ligamiento de
esta region con la IgE sérica total en familias Amish®
y su confirmacién posterior’®. Esta misma region ha
mostrado ligamiento con los valores de eosinéfilos”! y
con la resistencia al esquisostoma’?. Esta region
(5934) contiene varios genes que modulan mediado-
res de respuestas alérgicas como las IL-4, IL-13, IL-5,
CD14 y el factor estimulador de colonias de granulo-
citos y macréfagos (granulocyte and macrophage co-
lony stimulating factor, GMCSF)>’ y se conoce como
el cluster de la IL-4.

Sin embargo, el nivel de variacion de la IgE debida a
cualquiera de los polimorfismos de esta region es Gni-
camente del 1 al 2%, de manera que los polimorfis-
mos actualmente identificados no pueden ser de gran
trascendencia para el proceso alérgico. Probablemente
esta region, que contiene al menos 2 genes relaciona-
dos con la alergia, sea una zona reguladora de media-
dores, fundamentalmente IL4, IL-13 e IL-5.

An Pediatr, Monogr 2004;2(1):9-29

El gen del receptor B,-adrenérgico, fundamental en
la regulacion del tono broncomotor, se encuentra
también en este cromosoma. Ademas de por su inte-
rés en la respuesta a los agonistas (3,-adrenérgicos en
el curso del tratamiento del asma, se ha encontrado li-
gamiento para la IgE y la HRB alrededor de la zona
del gen de este receptor’3. Se descenderi a algunos
detalles en el apartado dedicado a la farmacogenética.

Cromosoma 6

La region del MHC en el cromosoma 6 ha mostra-
do consistentemente ligamiento con fenotipos de
asma en varios estudios?00-6260 1o que hace suponer
que es un locus principal en relacion con el asma.

Se sabe que los genes de la clase II del MHC influ-
yen en la capacidad de respuesta a determinados alér-
genos’7%, Por lo tanto, el asma relacionada con esta
respuesta alergénica puede estar relacionada a su vez
con este grupo de genes. A su vez, los genes del re-
ceptor del linfocito T (T cell receptor, TCR) que se en-
cuentran en los cromosomas 7q y 14q parecen ser
modificadores de la respuesta IgE’7.78. Por su parte,
los genes de la clase I del MHC podrian tener efectos
importantes en la respuesta alérgica, pero no han sido
investigados adecuadamente®’.

Los genes menos clasicos del MHC también podrian
tener una relacion con el asma a través de vias no
alérgicas. Por ejemplo, el factor de necrosis tumoral
(tumoral necrosis factor, TNF) es una citocina proin-
flamatoria muy importante que se encuentra aumen-
tada en la via aérea de los asmaticos. Se ha descrito
un polimorfismo en el complejo TNF que se asocia a
la variabilidad de la expresion del TNF-a y con la pre-
sencia de asma”?#. Esto subraya la naturaleza infla-
matoria de la respuesta asmatica, independiente de su
base alérgica®’.

Cromosoma 11

El gen del receptor de la cadena 8 de la IgE (FceRI-B)
(fig. 9) se ha localizado en la region 11q1381:82. Un
polimorfismo en esa zona se ha relacionado con ato-
pia®3, asma®! e hiperreactividad bronquial®>8° y con la
dermatitis atopica grave®’,

Tanto el ligamiento genético como la asociacion de
la atopia al locus han mostrado un efecto materno
muy fuerte, con ligamiento preferente de la transmi-
sion de alelos maternos al nifo asmitico. Este feno-
meno, denominado impronta genética, se encuentra
con frecuencia en otras enfermedades de origen ge-
nético. Los efectos maternos sobre las enfermedades
alérgicas en general, y sobre el asma en particular,
suelen ser mayores que los del padre en los estudios
epidemiologicos. Por ejemplo, segin los datos del
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ISAAC en Espaiia, el riesgo de padecer asma ocasio-
nal se incrementa tanto cuando el padre es asmatico
como cuando lo es la madre, y en una magnitud pa-
recida (odds ratio [OR] = 1,67; p < 0,05). Sin embargo,
el riesgo de padecer asma clinicamente significativa
s6lo se relaciona con asma en la madre (OR = 2,22;
p <0,05), pero no en el padre (datos sin publicar).

Cromosoma 12

La facilidad con la que multiples estudios han en-
contrado ligamiento en el brazo largo del cromoso-
ma 12 (12q) hace suponer que esta region debe con-
tener al menos un gen principal de la alergia®’. La
cartografia detallada de esta zona ha comenzado ya®®
y se espera que pronto sea posible la clonacion posi-
cional. Este cromosoma tiene regiones candidatas re-
lacionadas con la sintesis de interferon-y (IFN-vy), fac-
tor de crecimiento de mastocitos (MCG) y la forma
principal de la sintetasa del 6xido nitrico (NOSD).

Cromosoma 20

Fruto de las busquedas amplias del genoma, se ha
encontrado en el brazo corto de este cromosoma re-
cientemente el gen ADAM33 (que codifica la protei-
na ADAM33, una metaloproteinasa). El ligamiento
con esta zona es maximo en asmaticos con hiperre-
actividad bronquial y minimo en los que tienen IgE
elevada. El gen ADAM33 se expresa en el muisculo
de cualquier tipo, y las proteinas ADAM se han im-
plicado en multiples procesos, incluyendo la protei-
nolisis de la matriz extracelular®?%%? lo que podria
tener implicaciones en los procesos de remodela-
miento que se producen en el asma.

En la tabla 2 se presenta un resumen de las regio-
nes candidatas mas importantes en el asma.

FARMACOGENETICA DEL ASMA

Conceptos de farmacogenética
y farmacogenémica

Cualquier clinico con alguna experiencia sabe que
no todos los enfermos reaccionan de la misma mane-
ra a un medicamento concreto. Aparte del distinto
cumplimiento, muchas veces responsable de esta di-
versidad de respuestas, estas diferencias se deben a
las diferentes capacidades de metabolizacion o de res-
puesta de cada persona. El estudio de las modifica-
ciones genéticas de las respuestas humanas a los
agentes farmacologicos (tanto adecuadas como ad-
versas) se conoce como farmacogenética'®,

La farmacogendmica es la utilizacion de técnicas
genéticas para el diseno de nuevos firmacos. En vez
del planteamiento tradicional de probar miles de sus-

TABLA 2. Principales regiones candidatas en el asma

Zona Gen candidato  Funciéon
5q34 IL-4, IL-5, Interleucinas proinflamatorias
IL-9, IL-13
GM-CSF Factor estimulador de
colonias de granulocitos
y macrofagos
Receptor B, Broncodilatacion
6p HLA Presentacion de antigenos
6p21.3 TNF-a y Factor de necrosis tumoral
7q TCR-a Receptor del linfocito T
11q13 FceR1B Receptor IgE alta afinidad
12q14 IFN-y Interferén gamma
12q24 NOS1 Sintetasa 1 del NO
14q11.2 TCR-a Receptor del linfocito T
20p ADAM33 Metaloproteinasa

tancias para identificar agonistas o antagonistas de
receptores, la farmacogenomica pretende aprovechar
los 30.000 genes del genoma humano que pueden co-
dificar proteinas que podrian ser puntos de partida
para el desarrollo de firmacos. Sin el conocimiento
previo de la funcién de estas proteinas, la farmacolo-
gia clasica no puede avanzar. La farmacogenética pre-
tende identificar los genes potencialmente importan-
tes sin conocer la funcién de las proteinas que son
codificadas por ellos. La manera de hacerlo es averi-
guar qué genes se encuentran activados o silenciados
en determinados tejidos en situaciones patologicas
en comparacion con situaciones de normalidad®.

Polimorfismos y enzimas metabélicos

Los efectos de la variacion de las enzimas del me-
tabolismo de los firmacos pueden encontrarse en to-
dos los grupos étnicos y con una diversidad de pre-
paraciones farmacoldgicas. Asi, por ejemplo, en
algunos pacientes con un determinado polimorfismo
de la acetilacion hepitica, el metabolismo de la iso-
niazida es muy lento en comparacion con los indivi-
duos que no poseen este polimorfismo.

Recientemente se han descrito algunos polimorfismos
que tienen una gran repercusion en el metabolismo
hepatico de los firmacos. Los polimorfismos de la iso-
enzima CYP2DG6 del citocromo P450 pueden afectar a
unos 30 farmacos, entre los que se incluyen los 3,-adre-
nérgicos’192. Es posible que con el tiempo se realice
un cribado sistemitico de los enfermos, especialmente
si pertenecen a etnias determinadas, antes de comen-
zar tratamientos con determinados firmacos. De hecho,
ya existen en el mercado, en Estados Unidos y en Es-
candinavia, algunos chips de ADN para el analisis ge-
notipico instantineo de los alelos del citocromo P450%3.

An Pediatr, Monogr 2004;2(1):9-29
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TABLA 3. Seleccion de genes cuyos polimorfismos
pueden tener relacion con la respuesta
al tratamiento del asma®®

Gen Localizacion Farmaco afectado
Receptor B,  5q31.32 Agonistas 3,
(ADBR2)
5-LOX 10q11.12 Inhibidores de la
(ALOX5) 5-lipooxigenasa (zileutén),
antagonistas CysLT;
(montelukast)
Receptor M,  7q35.36 Antagonistas muscarinicos
(CHRMZ2) (bromuro de ipratropio)
Receptor M3 1q43.44 Antagonistas muscarinicos
(CHRM3) (bromuro de ipratropio)
GR (GRL) 5q31 Glucocorticoides
PDEA 19p13.2 Teofilina
(PDE4A)
PDE,D 5q12 Teofilina
(PDE4D)
CYP450 Varios Montelukast, salmeterol,
budesonida, teofilina

5-LOX: 5 lipooxigenasa; CYP450: citocromo P450; GR: receptor
de los glucocorticoides; PDE: fosfodiesterasa.

Aunque los polimorfismos que afectan al metabo-
lismo de los firmacos merecen una investigacion
exhaustiva, hay que tener en cuenta que las verdade-
ramente importantes son solo las que afectan al indi-
viduo en el grado suficiente como para que sean cli-
nicamente significativas. Debe tenerse en cuenta que
los polimorfismos dentro de los genes humanos son
muy frecuentes, hasta el punto de que aproximada-
mente 1 de cada 1.000 pares de bases (puricas o piri-
midinicas) dentro de regiones codificadoras son poli-
morficas. Sin embargo, debido a la existencia de
dobles o triples sistemas de codificacion de los ami-
noacidos (redundancia), no todo polimorfismo de un
solo nucleétido provoca un cambio en la secuencia
de aminodcidos de una determinada proteina. Es muy
probable que la mayoria de los polimorfismos que
puedan detectarse en relacion con el metabolismo de
los farmacos que se emplean en el asma no tengan
una gran importancia clinica%4,

Resumiendo, para que un polimorfismo sea impor-
tante desde el punto de vista de la farmacogenética
deben darse las siguientes condiciones:

1. El farmaco se utiliza con frecuencia en la clinica.

2. Los efectos toxicos y terapéuticos del farmaco
son dificiles de separar y la dosificacion adecuada es
dificil de valorar desde el punto de vista clinico.

3. El destino del agente activo es muy dependiente
de la via metabdlica variante (Ia que provoca el poli-
morfismo).

An Pediatr, Monogr 2004;2(1):9-29

4. La frecuencia del polimorfismo en la poblacion
ha de ser razonablemente alta.

Polimorfismos importantes desde el punto
de vista del tratamiento del asma

La investigacion de los polimorfismos relacionados
con el tratamiento del asma esta ain dando sus pri-
meros pasos y, hasta el momento, no muchos de ellos
retnen las condiciones enumeradas anteriormente.
Por ejemplo, la sustitucién del aminodcido treonina
por isoleucina en la posicion 164 del receptor
B,-adrenérgico (Tre-Tle 164) es importante, pero poco
frecuente. Los estudios in vitro demuestran que la va-
riante Tle 164 tiene un acoplamiento muy reducido a
los farmacos adrenérgicos y es predecible que los in-
dividuos homocigotos tengan un respuesta reducida a
estos fairmacos. Sin embargo, la frecuencia de este po-
limorfismo en la poblacion caucisica es solo del
3%, lo que resta importancia a este polimorfismo.
Por el contrario, el polimorfismo arginina-glicina
(Arg-Gly) 16 del receptor B, es bastante comun en la
poblacién general®. La forma glicina 16 muestra, in
vitro, una disminucion de la sensibilidad a los ago-
nistas B,, y 2 estudios clinicos han puesto de mani-
fiesto que los individuos homocigéticos para este po-
limorfismo muestran una respuesta reducida al
tratamiento con estos farmacos®”%8.,

Debe tenerse en cuenta, por otro lado, que la mag-
nitud del efecto en estos estudios no fue demasiado
grande y que otros estudios no han encontrado rela-
cion entre este polimorfismo y la gravedad del asma o
el asma fatal®. Sin embargo, la cuestion principal es si
existe 0 no una reduccion de la sensibilidad a los ago-
nistas-f3, en estos individuos, y si ésta es clinicamente
importante; y esta cuestion atin no se ha dilucidado. Si
resultara que si existe una menor sensibilidad y ésta es
clinicamente importante, entonces deberia ser tenida
en cuenta antes de iniciar ningln plan de tratamiento.

Otros polimorfismos que podrian tener importancia
en cuanto al tratamiento del asma son los relaciona-
dos con la 5-lipooxigenasa, enzima crucial en la sinte-
sis de leucotrienos. Parece que los individuos que
presentan un determinado polimorfismo de una zona
reguladora de la transcripcion del gen de esta enzima,
que se relaciona con una baja capacidad de transcrip-
cion, muestran una disminucion de la respuesta a los
inhibidores de la 5-lipooxigenasa (zileutén)!%. Sin
embargo, no se sabe si este polimorfismo puede afec-
tar a firmacos antagonistas competitivos de los leu-
cotrienos como el montelukast o el zafirlukast. Atn
existen otros polimorfismos relacionados con la far-
macologia que se estd comenzando a estudiar, pero
cuya repercusion es desconocida. La tabla 3 recoge
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los genes y los firmacos antiasmaticos a los que po-
drfan afectar!01-104,

En resumen, hay genes cuyos productos son diana
de algunos fairmacos utilizados en el asma, que tienen
polimorfismos y que, al menos algunos de éstos, pro-
bablemente tengan importancia clinica. Sin embargo,
es muy probable que la importancia de cualquiera de
estos polimorfismos, aun siendo mucha, sea menor
que la que pueden tener los polimorfismos que afectan
a las vias metabdlicas, por ejemplo, hepaiticas. La tec-
nologia de los chips de ADN hara posible la deteccion
rapida de los polimorfismos importantes, pero antes de
ello, en los proximos anos, la farmacogenética tiene la
tarea de averiguar cudles son estos polimorfismos.

INTERACCION GENES-AMBIENTE Y GENES-GENES

Como ya se ha comentado al principio, los estu-
dios con gemelos ponen de manifiesto que la here-
dabilidad del asma es de aproximadamente un
60%%1-52, lo que quiere decir que el restante 40% de-
pende del ambiente. Sin embargo, esto es una sim-
plificacion de la realidad. En la practica, todos los
individuos que padecen asma han recibido una expo-
sicion ambiental adecuada, y la totalidad de esos indi-
viduos estan predispuestos genéticamente. Podriamos
decir que es asmdtico quien puede, no quien quiere.

Un razonamiento parecido es el que lleva a decir
que la genética no desempena ningln papel en el apa-
rente aumento del asma en los Gltimos 12 afios, ya que
no es posible que se haya producido un cambio gené-
tico en tan corto espacio de tiempo. Sin embargo, este
incremento de la prevalencia de asma probablemente
es debido a que un mayor nimero de individuos ge-
néticamente predispuestos son expuestos a los factores
ambientales adecuados en un momento especifico de
su desarrollo inmunitario!®. La ecuacion, por tanto, tie-
ne 3 variables: la predisposicion genética, el estimulo
ambiental y el momento de la interaccion.

Un argumento interesante respecto a la importancia
del medio ambiente lo tiene el hecho de que en mas
de un trabajo se ha puesto de manifiesto que el asma o
la alergia en uno de los conyuges es un factor de ries-
go de que el otro conyuge también presente asma o
alergia!®. Por ejemplo, en un estudio realizado en Car-
tagena (datos sin publicar), la OR de que el padre ten-
ga alergia autodescrita si la madre también la presenta
es de 4,0 (intervalo de confianza [IC] del 95%, 2,0-7,6),
lo que es mas alto que para que uno de los hijos la pre-
sente (OR =2,9; IC del 95%, 1,5-5,0).

Modelos de la interaccion genes-ambiente
Se han propuesto 3 modelos para la interaccion ge-
nes-ambiente!%. Los estudios amplios del genoma

han puesto de manifiesto que existen varios loci que
contribuyen a la aparicion del asma. Si, por ejemplo,
existieran 5 genes mayores que contribuyeran a la
aparicion del asma y todo el mundo recibiera la “do-
sis de ambiente” adecuada, el riesgo de padecer asma
estaria directamente relacionado con el nimero de
genes mayores que contienen el (los) polimorfis-
mo(s) adecuado(s) que una persona hereda. Este
modelo no encaja con los estudios actuales (p. ej.,
entre gemelos).

En el segundo modelo existirfa un nimero peque-
o de individuos que tienen polimorfismos en los ge-
nes mayores, de tal manera que si son (y solo si son)
expuestos a un estimulo ambiental, desarrollardn con
casi total certeza la enfermedad. El riesgo de sufrir
asma queda aqui casi totalmente en manos del am-
biente. Tampoco este modelo encaja con la informa-
cion de que se dispone.

Lo mas probable es que la interaccion genes-am-
biente sea una combinacién de los 2 modelos anterio-
res en la que exista un efecto dosis por parte de los
genes y un efecto del mismo tipo por parte del am-
biente. Acudiendo al ejemplo anterior, en el que se su-
ponia que el asma se debia a polimorfismos en 5 ge-
nes mayores, la dosis del ambiente necesaria para
provocar la enfermedad seria menor si se tiene s6lo un
polimorfismo que si se tienen los 5 necesarios. Si no
existe ni uno de los polimorfismos adecuados, el indi-
viduo no presentara asma, no importa cuin grande
sea la dosis del ambiente. En la practica, la mayoria
de la poblacién tendria un nimero bajo o moderado
de polimorfismos, lo que se considera una contribu-
cién tanto genética como ambiental.

Hay 3 formas de avanzar en el estudio de la inter-
accion entre los genes y el ambiente. Los estudios de
casos y controles proporcionan una estimacion de la
razon de las ventajas (OR) de estar afectado de asma
teniendo en cuenta los estratos de diferentes fenoti-
pos; los disefios de casos frente a casos es una alter-
nativa interesante en la que se comparan los casos ex-
puestos a un determinado ambiente con los que no
estin expuestos, basindose en el genotipo la defini-
cion de caso; por ultimo, cabe usar el disefo de trios
caso-padres en los que se comparan los genotipos
transmitidos a un hijo afectado con aquellos que éste
no ha heredado (test de desequilibrio de la transmi-
sion), v se estudian de acuerdo con los diferentes es-
tratos de exposicion al ambiente!®”.

Una “ventana de oportunidad”

Ademais de la contribucion de los genes y del am-
biente, hay que tener en cuenta la tercera variable de
la ecuacion: el momento de la interaccion. Algunos
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autores sostienen que esa “ventana de oportuni-
dad”1%8 puede ser distinta segin la enfermedad. Asi,
para el asma, ese periodo podria extenderse solo a los
primeros meses (quizd algunos anos) de la vida,
mientras que para la rinitis alérgica, esta “ventana” po-
dria ser posterior. La interaccién adecuada entre los
genes y el ambiente (mezcla de factores de riesgo y
protectores) durante esta época susceptible podria
poner en marcha los mecanismos inmunolégicos que
impidieran la evolucion del sistema inmunologico
desde la tendencia Th2 fetal y proalérgica hacia la
Th1 antiinfecciosa.

Genes de susceptibilidad y genes modificadores

Ciertas enfermedades genéticas causadas por mu-
taciones en un solo gen (fibrosis quistica) exhiben
una gran variabilidad intrafamiliar e interfamiliar. La
variabilidad interfamiliar se puede explicar facilmente
por diferencias en el ambiente y por diferencias en el
efecto de diferentes mutaciones en el mismo gen. Sin
embargo, la variabilidad intrafamiliar, especialmente
entre hermanos, es mis dificil de explicar.

Actualmente cada vez hay mis pruebas de la exis-
tencia de genes modificadores distintos de los genes
de susceptibilidad, que son los que (hasta el momento)
se han asociado al asma'®. Un ejemplo puede encon-
trarse en la diabetes insulinodependiente: no todos los
afectados desarrollan nefropatia, pero el riesgo de que
se produzca esta complicacion aumenta el doble en pa-
rientes de afectados de este tipo de diabetes y que tie-
nen nefropatiall®. Simplificando, habria un gen de
susceptibilidad que causarifa la diabetes y un gen modi-
ficador que, al transmitirse en la misma familia, facilita-
ria la aparicion de una complicacion: la nefropatia.

CONCLUSION

Aunque se ha avanzado mucho en el conocimiento
de la genética del asma, ain queda un largo camino
que recorrer en una enfermedad que parece ser poli-
génica y muy dependiente del medio ambiente que
rodea al individuo susceptible, y que lo puede ser en
mayor o menor grado. Es probable que la genética
contribuya a conocer mejor la enfermedad, con la de-
finicion de diferentes genotipos que podrian corres-
ponder a los fenotipos conocidos. La farmacogenética
se incorporard paulatinamente a la clinica y hara po-
sible la identificacion de los individuos mejor respon-
dedores a los distintos farmacos.
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