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Resumen

El uso de glucocorticoides es el tratamiento de primera linea del asma, pero se estima que entre
un 5y 15% de niflos presentan una falta de respuesta hacia estos medicamentos. Esto esta
asociado a variaciones genéticas, entre las cuales destacan los SNPs presentes en el gen
NR3C1. Se estima que existen alrededor de 2571 SNPs inmersos en la patogénesis de esta
enfermedad. En este estudio, nuestro objetivo fue identificar los SNPs Bcll (rs10052957) y Tthllll
(rs41423247) en el gen NR3C1, sus frecuencias alélicas y genotipicas y determinar si estan o
no asociados con el control y la ocurrencia de exacerbaciones en nifios asmaticos de 5-17 afios
de la ciudad de Cuenca-Ecuador. Para esto se incluyeron en el estudio 150 nifios asmaticos y
se registraron variables sociodemograficas, nivel de control del asma, el estado nutricional y la
ocurrencia de exacerbaciones de seis meses de seguimiento a los pacientes. Los genotipos
fueron estudiados mediante el método PCR en tiempo real a través de sondas Tagman.
Nuestros estudios revelaron que las variantes del SNP Tthllll: AA, AG y GG tienen una frecuencia
del 0,68%, 26,03% Yy 73,29% respectivamente. Mientras que para el SNP Bcll la frecuencia de
los genotipos GG, GCy CC fue del 59,59%, 35,62% y 4,79%. Asimismo, el andlisis de asociacion
de SNPsy el control del asma revelé que en el modelo aditivo existe una asociacién significativa

entre el genotipo C/C del Bcll (p<0,03) y el asma controlada.
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Abstract

The use of glucocorticoids is the first-line treatment for asthma, but it is estimated that between 5
and 15% of children present a lack of response to these drugs. This is associated with genetic
variations, among which SNPs present in the NR3C1 gene stand out. It is estimated that there
are around 2571 SNPs involved in the pathogenesis of this disease. In this study, our objective
was to identify the SNPs Bcll (rs10052957) and Tthllll (rs41423247) in the NR3C1 gene, their
allelic and genotypic frequencies and to determine whether or not they are associated with the
control and occurrence of exacerbations in asthmatic children aged 5-17 years in the city of
Cuenca-Ecuador. For this purpose, 150 asthmatic children were included in the study and
sociodemographic variables, level of asthma control, nutritional status and the occurrence of
exacerbations were recorded during six months of patient follow-up. Genotypes were studied by
real-time PCR method using Tagman probes. Our studies revealed that the Tthllll SNP variants
AA, AG and GG have a frequency of 0.68%, 26.03% and 73.29% respectively. While for Bcll SNP
the frequency of GG, GC and CC genotypes was 59.59%, 35.62% and 4.79%. Likewise, the
association analysis of SNPs and asthma control revealed that in the additive model there is a

significant association between the Bcll C/C genotype (p<0.03) and controlled asthma.

Keywords: asthma, glucocorticoids, genotypes
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1. Introduccién

El asma es una enfermedad inflamatoria crénica que se caracteriza por presentar sintomas
variables de sibilancias, disnea, opresion toracica o tos, y por una limitacion variable del flujo
aéreo espiratorio (GINA, 2019). Esta enfermedad afecta diferentes grupos etarios y se cree que
en los ultimos afos este problema de salud ha tenido una alta prevalencia, afectando alrededor
de 300 millones de personas (Nathan et al., 2004; Larocca & Moreno, 2016; Zambrano-Rivera,
2016), especialmente a personas menores de 18 afios con una prevalencia del 9,4%
(Rodriguez-Galvan et al., 2021). A nivel mundial se estima que la prevalencia del asma varia
entre 1y 18% en diferentes paises (Manti et al., 2021), mientras que en Latinoamérica se estima
que existe alrededor de 40 millones de pacientes asmaticos, con una prevalencia infantil mayor
al 15% en mas de la mitad de los paises latinoamericanos (Forno et al., 2015), lo que la ha
convertido en la enfermedad cronica mas comun en nifios. Ecuador posee una de las
prevalencias de asma infantil mas baja (10,9%), ubicandose solo por debajo de Guatemala,
México y Argentina con un 2,6, 6,9 y 9,3% respectivamente, sin embargo, segun el Ministerio de
Salud Publica en el afio 2016, se registraron 15954 atenciones ambulatorias a nivel nacional,
de las cuales el 55% esta representada en edades pediatricas en comparacion del afio 2010,
donde se registraron 3275 casos, de los cuales solamente el 10% estuvo concentrado en la

poblacion infantil (Alvear et al., 2019; Luzardo-Palacios, 2018)

Los glucocorticoides inhalados (GCls) son los medicamentos méas efectivos y constituyen el
tratamiento preventivo de primera linea para esta enfermedad, sobre todo en etapas tempranas
(Kelly et al. 2012; GINA, 2019). El uso correcto de GCls se relaciona con mejora en la funcion
pulmonar, disminucién de la hiperreactividad bronquial, reduccion de exacerbaciones,
prevencion de reagudizaciones y disminucion en el nimero de hospitalizaciones y muertes
relacionadas con asma (Rodriguez Rodriguez et al., 2017). La evidencia demuestra que el uso
de GCls a dosis bajas es seguro en niflos asmaticos, con una baja tasa de efectos adversos
(Cuevas-Schacht et al., 2020). Sin embargo, se estima que entre un 5y 15% de nifios presentan
una falta de respuesta hacia estos medicamentos (Salah et al., 2020). Esta falta de respuesta
estd asociada tanto a factores ambientales como a variaciones genéticas, estas Ultimas pueden
ser consideradas como marcadores genéticos respecto a una respuesta al tratamiento con GCls
(Farzan et al., 2017).

Los GCls ingresan a través de la membrana celular, para luego unirse al receptor de
glucocorticoides (GR) en el citoplasma, cuyo complejo actuara sobre la expresion de los genes

inflamatorios que son los responsables de codificar proteinas como citocinas y quimiocinas,
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moléculas de adhesion, enzimas y receptores inflamatorios, que son los agentes provocantes del
asma (Marwick et al., 2010). Dentro de este marco el gen del GR (NR3C1) es muy importante,
ya que participa en la modulacion inflamatoria del asma, por lo tanto, también juega un papel
trascendental en el tratamiento del asma. Este gen que se encuentra presente en el cromosoma
5031-g32, esta constituido por nueve exones (DeRijk & Ron de Kloet, 2008), y codifica la proteina
glucoreceptora (GR) de 777 residuos de aminoacidos (Duong-Thi-Ly et al., 2017). Los
polimorfismos de sustitucion de un nucleétido simple (SNP) han sido ampliamente estudiados,
ya que afectan la expresion del gen y originan cambios en los procesos de corte y empalme de
ARN, perturbando asi el marco de respuesta celular hacia los GCls. (Pietras et al., 2011; Salah
et al., 2019). Se estima que existen alrededor de 2571 SNPs inmersos en la patogénesis del
asma (Fleury et al., 2003), entre los mas estudiados son el SNP Tth111l (rs10052957), que se
encuentra en la region promotora del gen NR3C1 y se localiza en un intrén de 27kb, encima del
sitio de inicio de la transcripcion entre los exones Ex1C y Ex1H, el cual provoca un cambio de
citosina por tiamina en la regién promotora (Nicolaides et al., 2010; Koper et al., 2014). EI SNP
Bcll (rs41423247) provoca un cambio de citosina por guanina en la region promotora en el intrén
dos, el cual se encuentra entre los exones 2 y 3 y afecta el proceso de empalme del gen NR3C1
alternativo provocando hipersensibilidad a los GCls (Russcher et al., 2005). Varios estudios han
demostrado una fuerte relacién entre los diferentes SNPs y el asma. Osman et al., 2020
encontraron que el SNP Bcll no esta asociado con pacientes sanos (controles) pero si con
pacientes asmaticos, asimismo encontraron que el alelo salvaje G estd mayormente presente en
pacientes que no poseen un control asmatico. Panek et al., 2013 descubrieron que existe una

correlacion entre la presencia del SNP Tth111ly el control del asma.

Por lo tanto, la identificacién de SNPs en el gen NR3CL1 es relevante, para generar pautas para
el tratamiento de enfermedades cronicas como es el caso del asma (Garcia de la Rubia & Pérez
Sanchez, 2016). Ademds, pueden ser utilizados como marcadores para este tipo de
enfermedades, es decir, si un paciente presenta SNPs en este gen puede ser tomado como un
agente de riesgo de presentar una falta de respuesta hacia el tratamiento de dicha enfermedad
(Orellana et al., 2019). O también pueden ser utilizados para esclarecer patrones o procesos
bioldgicos en pacientes asmaticos, de manera que se puede entender los mecanismos de
susceptibilidad (Sendin-Hernandez, 2015). Es importante mencionar que los estudios que
examinan la genética de esta enfermedad son relativamente pocos en América latina, los cuales
se centran en algunos subgrupos de la region (brasilefios, costarricenses, mexicanos,

colombianos, venezolanos) (Forno et al., 2015), dentro de este marco en Ecuador no existen
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estudios similares, sobre todo en poblaciones andinas, por lo cual seria un aporte de alto impacto
para el pais y la region; y permitira entender como las variaciones genéticas juegan un papel

importante en el tratamiento de esta enfermedad.

En este trabajo, se pretende identificar los SNPs (rs10052957 y rs41423247) en el gen NR3C1,
sus frecuencias alélicas y genotipicas y determinar si estdn o no asociados con el control y la
ocurrencia de exacerbaciones en nifios asmaticos de 5-17 afios de la ciudad de Cuenca-
Ecuador.

2. Materiales y métodos
2.1. Disefio de estudio y poblacion

Los participantes incluidos en el presente estudio forman parte de un estudio de mayor magnitud
denominado: “Factores asociados a la respuesta terapéutica en nifios asmaticos en el contexto
del SARS-CoV-2" (Morillo et al., 2022), realizado entre mayo de 2019 y mayo de 2020 en la
ciudad de Cuenca, Portoviejo y Quito. En este estudio se incluy6é Unicamente a la muestra de
la ciudad de Cuenca. El estudio macro es de caracter prospectivo y recluté a 150 nifios de 5 a
17 afios que fueron atendidos ya sea en consulta externa o emergencia en los siguientes
hospitales de la ciudad: Hospital Vicente Corral Moscoso, Hospital José Carrasco Arteaga
(IESS), Hospital Municipal del Nifio y la Mujer, Hospital Especializado Fundacion Humanitaria
Pablo Jaramillo Crespo y tuvieron un diagnostico de asma. Posteriormente los padres de familia
de los pacientes fueron contactados via telefénica, se les informé y explico los procedimientos y
los fines del estudio de manera clara y precisa para que ellos determinen si deseaban que sus
hijos formen parte de dicho estudio, luego se procedioé a preguntar sobre el estado actual del

asma, de manera que fueron elegibles aquellos que presentaban sintomas actuales.

Los criterios de inclusion de pacientes fueron los siguientes: a) edad entre 5-17 afios, b) nifios
con consentimiento informado firmado por el padre de familia o representante legal, ¢) nifios
mayores de 12 afios con asentimiento informado firmado y d) diagnéstico de asma. Mientras
gue los criterios de exclusion de pacientes fueron los siguientes: a) presencia de dificultades
verbales o de comunicacion y b) presencia de enfermedades sistémicas con sintomas
respiratorios similares como fibrosis quistica o la enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC).

2.2. Consideraciones éticas

Este estudio y los consentimientos informados fueron aprobados por el Comité Expedito de la

Coordinacion General de Desarrollo Estratégico en Salud del Ministerio de Salud Publica del
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Ecuador (N° 096-2021). Todas las personas involucradas firmaron un acuerdo de
confidencialidad. Cualquier publicacion no incluird los nombres de los participantes.

2.3. Recoleccién de datos

Personal capacitado efectué un seguimiento de los pacientes por un tiempo de seis meses.
Cada paciente fue evaluado a intervalos mensuales. El seguimiento uno fue de caracter
presencial, mientras que los seguimientos restantes fueron mediante via telefénica. En el
seguimiento uno se aplicé un cuestionario general para registrar y describir las caracteristicas
sociodemogréficas de los pacientes asmaticos como la edad del nifio, peso, talla, sexo del nifio
etnia a la que pertenece y el nivel de educacion de los padres. Adicionalmente se determiné el
estado nutricional de los nifios, el cual se calculé mediante el puntaje Z score del indice de masa
corporal para la edad basados en parametros establecidos por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS). Para esto se utilizaron los datos de peso y talla de acuerdo a puntos de corte para
cada edad segun el sexo. De esta manera se establecio el estado nutricional de la siguiente
manera: peso normal: z mayor o igual a -2 y menor o igual a 1; bajo peso: z menor a -2; sobre

peso: z mayor a 1 y menor a 2; obesidad: z mayor a 2.

En los siguientes seguimientos se aplicaron cuestionarios de seguimiento, para registrar la
ocurrencia de dificultad respiratoria, sibilancias y crisis de asma, ademas de un registro detallado
del tratamiento farmacolégico en el Ultimo mes. Las exacerbaciones estan dadas por los
problemas antes mencionados, de esta manera las exacerbaciones se definieron como los

problemas notificados por los padres en el mes anterior durante los seis meses de seguimiento.
2.4. Extraccion de muestras de sangre

En el seguimiento uno se reunié de manera presencial con los pacientes, se precedié a tomar
su consentimiento para seguir con la extraccion de las muestras de sangre, las cuales se
obtuvieron por venopuncién y fueron almacenadas en tubos EDTA de 5ml y previamente
codificados. Una vez finalizada la extraccion de sangre, las muestras fueron centrifugadas a
3400 rpm durante 12 minutos y conservadas a -80 °C para su posterior analisis. Se obtuvieron
solamente 146 muestras de sangre, debido a que cuatro pacientes no dieron su consentimiento

para esta fase del estudio.
2.5. Extraccion de ADN

A partir de la capa leucocitaria extraida a través del proceso de centrifugacion (3400 rpm por 12

minutos) en el laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad de Cuenca se extrajo y purifico
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ADN baséndose en el protocolo del Kit Gentra Puregene Blood (Qiagen), posteriormente fueron
almacenadas, codificadas y conservadas a -20 °C.

2.6. Genotipificacién

Con las muestras de ADN ya descongeladas se procedi6 a realizar la genotipificacion de los
polimorfismos (SNPs) Tth111ll (rs10052957) y Bcll (rs41423247) del gen NR3C1 en el
Laboratorio de Investigaciones Biomédicas FEPIS de la Universidad Internacional del Ecuador.
Previamente antes de realizar la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real
(gPCR) se procedio a resuspender las muestras de ADN mediante agitacion vorticial (vortex) y
luego centrifugadas brevemente por un lapso de 5 a 10 segundos. Posteriormente en una placa
de 96 pocillos, en cada uno de estos se afadio 1 pl de ADN, 5 ul de 2X Tagman Master Mix, 0,5
p de 20X working stock y 3,5 u de H2O; esta placa fue sellada por una ldmina de aluminio para
evitar la contaminacion de las muestras y se procedio a centrifugar para resuspender todo el
material en cada pocillo. Después la placa fue introducida en el equipo Applied Biosystem
QuantStudio 7500 para realizar la gPCR. Las condiciones del ciclado fueron las siguientes: 1)
Incubacion inicial a 95°C por un tiempo de 10 minutos (activacion del ADN polimerasa), 2)
Desnaturalizacién a 95°C por un tiempo de 15 segundos y 40 ciclos y 3) Alineamiento a 60 °C
por un tiempo de 1 minuto y 40 ciclos. En la amplificacién por PCR se utilizaron kit de ensayos
de sondas TagMan de tipo comercial de la compafia Thermo Fisher Scientific, cuyo
funcionamiento se basa en la actividad de la enzima Taq polimerasa 5°-3. En cada ensayo se
afiaden los primers que son complementarios al fragmento de ADN que se requiere amplificar y
la sonda TagMan. Cada sonda tiene unido un fluoréforo diferente, de forma covalente al extremo
5. En el extremo 3’ de la sonda hay un grupo que previene la liberacion de la fluorescencia si la
sonda no se degrada llamado quencher. Durante la etapa de extension en la reaccion de la PCR
las sondas se hibridan con los fragmentos de ADN por accion de la Taq polimerasa, en el
polimorfismo que nos interesa y, permitiendo que se libere el fluoréforo del quencher, de manera
gue se libera la fluorescencia y es captada y procesada por el software del equipo (Vieira, 2012;
Patia, 2016). En este estudio se ha trabajado con dos sondas, las cuales estan marcadas con
dos fluoréforos: VIC y FAM. Para ambos SNPs el fluoréforo VIC se une al alelo polimérfico y el

fluoréforo FAM se une al alelo salvaje.

Para el SNP rs10052957 se utilizaron los siguientes primers: El cebador de inicio fue
5’ AATGAAGGTGATGTATTCAGACTCA3’ y el cebador de reversa fue
3 TCAAGGCAAGGACCTGATCTATCTTS'. Mientras que para el SNP rs41423247 se utilizé el

Eduardo Andrés Barnuevo Flores
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cebador de inicio 5 CACCAATTCCTCTCTTAAAGAGATT3 vy el cebador de reversa
3’ATCAGCAGACATAACTTGTCTACTTS'.

2.7. Andlisis de datos

El analisis se llevé a cabo utilizando el programa estadistico Stata 14 (StataCorp, 2015). Para
esto se utilizo datos de los seis meses de seguimiento. Las variables cualitativas como el género,
etnia y nivel de educacion de los padres fueron descritas en forma de frecuencias absolutas y
relativas. Asimismo, las variables cuantitativas como edad, ocurrencia de exacerbaciones, uso
de glucocorticoides y uso de Beta 2-adrenérgicos fueron analizadas a través de medidas de
tendencia central. Las exacerbaciones se analizaron por separado para cada sintoma, es decir
las medidas de tendencia central fueron calculadas para lo que es dificultad respiratoria,
sibilancias y crisis asmaticas, de igual manera se construy6 una nueva variable

(exacerbaciones) que combind la ocurrencia de los tres sintomas.

La distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas en base a la ecuacion del equilibrio Hardy-
Weinberg se calculd utilizando el paquete “SNPassoc” (Moreno et al., 2018) en el programa
estadistico R Studio version 4.1.2 (R Core Team 2021).

Para determinar si existen correlaciones significativas entre las variables independientes
(género, edad, etnia, SNPs y estado nutricional) y la variable dependiente (ocurrencias de
exacerbaciones) se aplicé un analisis de regresién logistica en el programa estadistico Stata 14
asumiendo un modelo de herencia genético recesivo (StataCorp, 2015). Para este tipo de
regresiones se utilizé este modelo de herencia para los SNPs, pues de acuerdo a diferentes
autores este modelo se ajusta perfectamente para analisis de asociacién (Los et al., 1999;
Mgiller-Larsen et al., 2008; Bijanzadeh et al., 2011).

Por ultimo, se procedié a realizar un analisis de asociacién de SNPs para comprobar si existen
asociaciones significativas en los distintos modelos de herencia genética con relacién a los
SNPs y el control del asma, el cual fue ajustado para cada una de las variables (género, edad,
etnia y estado nutricional) en el programa estadistico R Studio version 4.1.2 (R Core Team 2021)

utilizando el paquete “SNPassoc” (Moreno et al., 2018).

Es importante mencionar que esta investigacion es un estudio exploratorio descriptivo, en el cual
a través de bibliografia se determinaron los polimorfismos (SNPs) que estan asociados a la falta
de respuesta terapéutica de GCls. Adicionalmente se realizaron las regresiones logisticas y
asociaciones de SNPs para verificar si existen relaciones con las diferentes variables antes

descritas y mencionadas.
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3. Resultados
3.1. Caracteristicas sociodemograficas

La edad promedio de los 150 pacientes asmaticos fue de 9.89 + 3.06 afios. El 57% de los
pacientes fue del sexo masculino y el 43% fue del sexo femenino. El 97% se identifico con la
etnia mestiza y el 3% con otros. Por ultimo, el 25% de los padres y el 18% de las madres tuvo
educacion bésica o menor, el 45% y 42% bachillerato y el 29% y 39% instruccion superior (Tabla
1).

Tabla 1. Estadistica descriptiva de las variables sociodemogréaficas de 150 pacientes asmaticos
de la ciudad de Cuenca-Ecuador.

Variable Cuenca
(n=150)

Edad (afios)
Media (SD) 9.89 (3.06)
Mediana (Q1-Q3) 10 (7-12)
Sexo, n(%)
Masculino 86 (57.33)
Femenino 64 (42.67)
Etnia, n(%)
Mestizo 145 (96.67)
Otros? 5 (3.33)
Nivel de educacion del padre, n(%)
Analfabeto / Educacion basica 38(25.33)
Bachillerato 67(44.67)
Superior 44 (29.33)
Nivel de educacion de la madre, n(%)
Analfabeto / Educacion basica 27(18.00)
Bachillerato 63(42.00)
Superior 59(39.33)

Nota: 2 En la variable etnia, el porcentaje otro incluye la etnia afroecuatoriana y blanca. En el nivel de educacién de los padres existe
un dato perdido
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3.2. Ocurrencia de exacerbaciones y tratamiento de la enfermedad

Respecto a la ocurrencia de exacerbaciones (dificultad respiratoria, sibilancias o crisis asmaticas)
los pacientes presentaron un promedio de 5,77 + 9,71episodios (min= 0, max= 51) durante los
seis meses de seguimiento. Al analizar los diferentes episodios, la dificultad respiratoria se
presenté en un promedio de 3,05 + 6,07 veces (min=0, max=43) durante los seis meses de
seguimiento. Las sibilancias, en un promedio de 2,44 + 5,29 veces (min= 0, max= 40) y las crisis
asméticas en un promedio de 0,29 + 1,04 veces (min= 0, max=9) (Tabla 2).

En cuanto al tratamiento del asma, el promedio de uso de corticosteroides inhalados fue de 1,71
+ 2,12 veces (min= 0 max= 6), mientras que el promedio de uso de beta-2-edrenérgicos es de
1,15 £ 1,49 veces (min= 0 max= 6) (Tabla 2).

Tabla 2. Estadistica descriptiva de la ocurrencia de exacerbaciones, tratamiento utilizado para la
enfermedad (corticosteroides inhalados y beta-2 adrenérgicos) de 150 pacientes asmaticos con

datos recolectados en el cuestionario de seguimiento durante seis meses en la ciudad de
Cuenca-Ecuador.

Exacerbaciones de asma @

Media (SD) 5.77 (9.71)
Mediana (Q1-Q3) 2 (0-8)
Min — Max 0-51

Dificultad respiratoria

Media (SD) 3.05 (6.07)
Mediana (Q1-Q3) 1(0-3)
Min — Max 0-43
Sibilancias
Media (SD) 2.44 (5.29)
Mediana (Q1-Q3) 0 (0-2)
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Min — Max 0-40

Crisis asmatica

Media (SD) 0.29 (1.04)
Mediana (Q1-Q3) 0 (0-0)
Min — Max 0-9

Uso de corticosteroides ?

Media (SD) 1.71 (2.12)
Mediana (Q1-Q3) 0 (0-4)
Min — Max 0-5

Uso de Beta-2 adrenérgico ©

Media (SD) 1.15 (1.49)
Median (Q1-Q3) 1(0-2)
Min — Max 0-6

@ La exacerbacion del asma se defini6 como el nimero de ataques agudos de asma o episodios de sibilancias con
dificultad respiratoria notificados por los padres en el mes anterior durante los seis meses de seguimiento.

b Uso de corticosteroides inhalados en el mes anterior durante los seis meses de seguimiento.

¢ Uso de Beta-2 adrenérgicos en el mes anterior durante los seis meses de seguimiento.

3.3. Frecuencias alélicas y genotipicas de los SNPs Tthllll y Bcll

La distribucién del SNP Tthllll del gen NR3CL1 de los receptores de glucocorticoides (GR) AA,
AG y GG de los pacientes asmaticos fue del 0,68%, 26,03% y 73,29% respectivamente. La
distribucién de la frecuencia de los alelos A y G fue del 13,70% y 86,30%. Para el SNP Bcll la
frecuencia de los genotipos GG, GC y CC fue del 59,59%, 35,62% y 4,79% respectivamente; y
la frecuencia de los alelos G y C fue del 77,40% y 22,60%. Las poblaciones para los dos SNP
presentan equilibro Hardy Weimberg (Tabla 3).
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Tabla 3. Frecuencias genotipicas y alélicas de los SNPs Tthllll y Bcll del gen NR3C1 de 146
pacientes asmaticos de la ciudad de Cuenca-Ecuador (Nota: 4 datos perdidos)

SNP Tthllll (rs10052957)
PauenteiNa)smatlcos Porcentaje (%) HWE
. nei AA 1 0,68%
recuencias — mG 38 26,03%
genotipicas
GG 107 73,29% 048
Total 146 100% ’
Frecuencias A 40 13,70%
alélicas G 252 86,30%
SNP Bcll (rs41423247)
Pacientes asmaticos Porcentaje (%) HWE
(N)
. ) GG 87 59,59%
recuencias - mem 52 35.62%
genotipicas
CcC 7 4,79% 1
Total 146 100%
Frecuencias C 226 77,40%
alélicas G 66 22,60%

HWE= Equilibrio Hardy Weimberg

3.4. Regresiones logisticas entre la ocurrencia de exacerbaciones y variables

sociodemogréficas y SNPs

En las Tablas 4, 5, 6 y 7 los andlisis de regresion logistica no mostraron asociaciones
significativas con el riesgo de presentar dificultades respiratorias, sibilancias, crisis asmaticas o

algun tipo de exacerbacion en general.

Eduardo Andrés Barnuevo Flores



UCUENCA

17

Tabla 4. Regresiones logisticas de variables sociodemograficas (n=150) y polimorfismos (SNPs) (n=146) con la ocurrencia de

dificultades respiratorias en pacientes asmaticos de 5-17 afios en la ciudad de Cuenca- Ecuador.

Dificultad Dificultad
Variable Resumen Total respiratoria respiratoria OR valor P | 95%CI-L |95%CI-H
alguna vez nunca
83 (55.33%) 67 (44.67%)
M li 4 (42.67% 41 (49.40% 2 4.33% 1
Género (n=150) ascu !no 64 (42.67%) (49.40%) 3 (34.33%)
Femenino 86 (57.33%) | 42 (50.60%) 44 (65.67%) 1.87 0.07 0.96 3.62
Media/SD 9.89/3.06 10.05/3.24 9.69/2.84
Edad (n=150) Mediana/(q1-q3) 10/(7-12) 10/(7-12) 10/(7-12) 1.03 0.47 0.94 1.16
Min-max 5-17 5-17 5-16
) 0 0
Etnia (n=150) Otrg 5(3.33%) 3 (3.61%) 2 (2.99%) 1
Mestizo 145(96.67%) | 80 (96.39%) 65 (97.01%) 0.82 0.83 0.13 5.06
Homocigoto
i ) 0 0,
SNP rs41423247 salvaj.e(G/G) [ | 139 (40.41%) | 78 (96.30%) 61 (93.85%) 1
(n=146) Heterocigoto (G/C)
- Homocigoto . . .
polimérfico (C/C) 7 (59.59%) 3 (3.70%) 4 (6.15%) 1.70 0.5 0.37 7.90
Homocigoto
i ) 0 0
SNP 1510052957 salvaj.e(G/G) /| 145 (99.32%) 81 (100%) 64 (98.46%) 1
(N=146) Heterocigoto (A/G)
- Homocigoto . . . -
polimériico (A/A) 1 (0.68%) 0 (0%) 1 (1.54%) 1 omitted
i - ) 0 0
Estado nutricional Bajgop;seo:soorfnal 74 (50%) 46 (56.10%) 28 (42.42%) 1
(n=148) obesliodad 74 (50%) 36 (43.90%) 38 (57.58%) 0.57 0.09 0.30 1.11

Nota: El * significa que la asociacion es omitida porque no hubo pacientes que presenten este tipo de exacerbacion. En base a la revision bibliografica se probo el
modelo de herencia genética recesivo en el que se agrupan el homocigoto salvaje y el heterocigoto frente al homocigoto polimérfico. Para los SNPs rs41423247 y
rs10052957 existen cuatro datos perdidos y para el estado nutricional existen dos datos perdidos. OR: Odds ratio.
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Tabla 5. Regresiones logisticas de variables sociodemograficas (n=150) y polimorfismos (SNPs) (n=146) con la ocurrencia de
sibilancias en pacientes asmaticos de 5-17 afios en la ciudad de Cuenca- Ecuador.

Variable Resumen Total Sibilancias | Sibilancias | oo o161 p | 95%CH-L | 95%CI-H
alguna vez nunca
66 (44%) 84 (56%)
M li 4 (42.67% 29 (43.94% 41.67% 1
Género (n=150) ascu !no 64 (42.67%) 9 (43.94%) 35 (41.67%)
Femenino 86 (57.33%) 37 (56.06%) 49 (58.33%) 1.10 0.78 0.57 2.11
Media/SD 9.89/3.06 9.82/3.15 9.94/3
Edad (n=150) Mediana/(q1-93) 10/(7-12) 10/(7-12) 10/(8-12) 0.99 0.81 0.89 1.10
Min-max 5-17 5-17 5-16
Etnia (n=150) Otro 5(3.33%) 3 (4.55%) 2 (2.38%) 1
- Mestizo 145(96.67%) | 63 (95.45%) 82 (97.62%) 0.51 0.47 0.083 3.16
Homocigoto
Ivaj 1 21% .92% 7 .83% 1
SNP 1541423247 sa va!e(G/G) / 39 (95 0) | 63 (96.92%) 6 (93.83%)
(n=146) Heterocigoto (G/C)
- Homocigoto . . .
polimérfico (C/C) 7 (4.79%) 2 (3.08%) 5 (6.17%) 2.07 0.39 0.39 11.05
Homocigoto
i ) 0 0
SNP rs10052957 salvaj.e(G/G)/ 145 (99.32%) 65 (100%) 80 (98.77%) 1
(N=146) Heterocigoto (A/G)
- Homocigoto . . . .
polimériico (A/A) 1 (0.68%) 0 (0%) 1 (1.23%) 1 omitted
i - 0 0 0
Estado nutricional Bajgop;seo:soorfnal 74 (50%) 28 (43.08%) 46 (55.42%) 1
(n=148) obesliiia q 74 (50%) 37 (56.92%) 37 (44.58%) 1.64 0.14 0.85 3.16

Nota: El * significa que la asociacion es omitida porque no hubo pacientes que presenten este tipo de exacerbacién. En base a la revision bibliogréfica se probo el
modelo de herencia genética recesivo en el que se agrupan el homocigoto salvaje y el heterocigoto frente al homocigoto polimérfico. Para los SNPs rs41423247 y
rs10052957 existen cuatro datos perdidos y para el estado nutricional existen dos datos perdidos. OR: Odds ratio.

Tabla 6. Regresiones logisticas de variables sociodemograficas (n=150) y polimorfismos (SNPs) (n=146) con la ocurrencia de crisis
asmaticas en pacientes asmaticos de 5-17 afios en la ciudad de Cuenca- Ecuador.
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Crisis Crisis
Variable Resumen Total asmaéticas asmaéticas OR valor P | 95%CI-L | 95%CI-H
algunavez nunca
23 (15.33%) 127 (84.67%)
M li 4 (42.67% 14 (60.87% 37% 1
Género (n=150) ascu !no 64 (42.67%) (60.87%) 50 (39.37%)
Femenino 86 (57.33%) 9 (39.13%) 77 (60.63%) 2.40 0.06 0.96 5.95
Media/SD 9.89/3.06 9.65/3.17 9.93/3.05
Edad (n=150) Mediana/(q1-q3) 10/(7-12) 9/(7-12) 10/(7-12) 0.97 0.69 0.84 1.12
Min-max 5-17 5-16 5-17
) [ 0
Etnia (n=150) Otro 5(3.33%) 0(0%) 5 (3.94%) 1
Mestizo 145(96.67%) 23 (100%) 122 (96.06%) 1 omitted*
Homocigoto
i 0 ) )
SNP 1541423247 salvaj.e(G/G) [ | 139 (95.21%) 23 (100%) 116 (94.31%) 1
(n=146) Heterocigoto (G/C)
- Homocigoto . . . -
polimérfico (C/C) 7 (4.79%) 0 (0%) 7 (5.69%) 1 omitted
Homocigoto
i ) 0 0
SNP 1510052957 salvaj.e(G/G) [ | 145 (99.32%) 23 (100%) 122 (99.19%) 1
(N=146) Heterocigoto (A/G)
- Homocigoto . . . -
polimériico (A/A) 1 (0.68%) 0 (0%) 1 (0.81%) 1 omitted
i - ) 0 0
Estado nutricional Bajgopt;arseo:Soor_mal 74 (50%) 15 (65.22%) 59 (47.20%) 1
(n=148) obeslioda q 74 (50%) 8 (34.78%) 66 (52.80%) 0.48 0.12 0.19 1.20

Nota: El * significa que la asociacion es omitida porque no hubo pacientes que presenten este tipo de exacerbacion. En base a la revision bibliografica se probo el
modelo de herencia genética recesivo en el que se agrupan el homocigoto salvaje y el heterocigoto frente al homocigoto polimérfico. Para los SNPs rs41423247 y
rs10052957 existen cuatro datos perdidos y para el estado nutricional existen dos datos perdidos. OR: Odds ratio.

Eduardo Andrés Barnuevo Flores



UCUENCA

20

Tabla 7. Regresiones logisticas de variables sociodemogréficas (n=150) y polimorfismos (SNPs) (n=146) con la ocurrencia de

exacerbaciones en 150 pacientes asmaticos de 5-17 afios en la ciudad de Cuenca- Ecuador.

Variable Resumen Total | FXacerbaciones Exacerbaciones | oo |00 p 950CI-L | 95%CI-H
alguna vez nunca
66 (44%) 84 (56%)
M li 4 (42.67% 47.17% 14 (31.82% 1
Género (n=150) ascu !no 64 (42.67%) 50 ( 0) (31.82%)
Femenino 86 (57.33%) 56 (52.83%) 30 (68.18%) 1.91 0.09 0.91 4.01
Media/SD 9.89/3.06 9.96/3.11 9.70/2.98
Edad (n=150) | Mediana/(q1-q3) 10/(7-12) 10/(7-12) 10/(7-12) 1.03 0.64 0.92 1.15
Min-max 5-17 5-17 5-16
. Otro 5(3.33%) 5 (4.72%) 0 (0%) 1
E =1 - -
tnia (n=150) Mestizo 145(96.67%) | 101 (95.28%) 44 (100%) 1 |omitted*
Homocigoto
salvaje(G/G) / 0 0 0
SNP rs41423247 | Heterocigoto 139 (95.21%) | 101 (97.12%) 38 (90.48%) 1
(n=146) (GIC)
Homocigoto 0 0 0
polimérfico (C/C) 7 (4.79%) 3 (2.88%) 4 (9.52%) 3.54 0.11 0.76 16.58
Homocigoto
salvaje(G/G) / 0 0 0
SNP 110052957 |  Heterocigoto 145 (99.32%) 104 (100%) 41 (97.62%) 1
(N=146) (A/G)
Homocigoto 0 0 0 N
polimérfico (A/A) 1 (0.68%) 0 (0%) 1 (2.38%) 1 omitted
Estado Bajo peso-normal| 74 (50%) 54 (51.92%) 20 (45.45%) 1
nutricional Sobrepeso- 0 0 0
(n=148) obesidad 74 (50%) 50 (48.08%) 24 (54.55%) 0.77 0.47 0.38 1.57

Nota: El * significa que la asociacion es omitida porque no hubo pacientes que presenten este tipo de exacerbacion. En base a la revision bibliografica se probo el

modelo de herencia genética recesivo en el que se agrupan el homocigoto salvaje y el heterocigoto frente al homocigoto polimérfico. Para los SNPs rs41423247 y
rs10052957 existen cuatro datos perdidos y para el estado nutricional existen dos datos perdidos. OR: Odds ratio.
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3.5. Andlisis de asociacién de SNPs con el control de

El andlisis de asociacion de SNPs ajustado para cada variable no mostrdé ninguna asociacion
significativa a excepcion del polimorfismo rs41423247 y el control del asma (OR=0,52, 95%
IC=0.28-0.94, valor p<0,03, Tabla 8), de manera que, los pacientes asmaticos con el genotipo
C/C tienen 48% menos de probabilidad de presentar asma no controlada.

Tabla 8. Analisis de asociacion de SNP entre los modelos de herencia genética y el control del
asma de 146 pacientes asmaticos de 5-17 afios en la ciudad de Cuenca- Ecuador.

Dominante AC % AN % OR | lower | upper | p-value AlIC
Homocigoto salvaje 20 | 476 | 67 | 644 | 1.00
(G/IG)

Heterocigoto (G/C)- 22 | 524 | 37 | 356|050 | 0.24 1.04 0.06 175.7
Homocigoto

polimérfico (C/C)
Recesivo AC | % AN % OR | lower | upper | p-value AIC
Homocigoto salvaje 38 [ 905 | 101 | 97.1 1
(G/G)- Heterocigoto

(G/IC)

Homocigoto 4 9.5 3 29 | 0.28 | 0.06 1.32 0.11 176.6
polimérfico C/C

Aditivo AC | % AN % OR | lower | upper | p-value AIC
0,1,2 42 | 288 | 104 | 71.2 | 0.52 | 0.28 0.94 | 0.0313 | 174.6

AC=Asma controlada, AN=Asma no controlada, OR=0dds ratio, AlIC=indice de confianza estadistica

4. Discusiones

El asma es una enfermedad inflamatoria crénica del aparato respiratorio, que provoca
hiperreactividad bronquial, episodios de recurrentes de sibilancias, tos, disnea, etc., y esta

determinada tanto por factores genéticos como ambientales (Mancilla-Hernandez et al., 2015).

En este estudio las exacerbaciones mas comunes de los pacientes asmaticos son las
dificultades respiratorias y las sibilancias, caracteristicas importantes de esta enfermedad. Esto
concuerda con un estudio realizado por Mancilla-Hernandez et al., 2015 en una poblacién
mexicana donde revelaron que los sintomas mas frecuentes y considerados como factores de
riesgo para esta enfermedad son este tipo de exacerbaciones. De esta manera, es importante
destacar que las sibilancias son el problema mas habitual en edades pediatricas (Betancourt-
Pefia et al., 2021)

Nuestro estudio también se enfoca en los factores genéticos, por lo tanto, hace referencia a los

polimorfismos de un solo nucle6tido (SNPs) en el gen NR3C1, los cuales segun diversos
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estudios estan relacionados con esta enfermedad. Dentro de este marco en el andlisis de
frecuencias genotipicas se revelo que existe una menor frecuencia del genotipo homocigoto
polimérfico (C/C) para el polimorfismo Bcll (rs41423247) en comparacion del genotipo
homocigoto salvaje (G/G), para el polimorfismo Tthllll (rs10052957) la frecuencia del genotipo
homocigoto polimérfico A/A igualmente fue menor con relacién al genotipo homocigoto salvaje
(G/G), estos resultados concuerdan con un estudio realizado por Al-shami et al., 2021 en una
poblacién iraqui en pacientes entre 5-17 afios de edad, donde observaron una disminucién del
genotipo polimorfico C/C para el SNP Bcll y del genotipo A/A para el polimorfismo Tthllll con
relacion al grupo de pacientes asmaticos estudiados. Por otra parte Cheng et al., 2016 revelaron
altas frecuencias del SNP Tthllll para el genotipo A/A y bajas frecuencias de las variantes AG y
GG en una poblacién china.

Respecto al andlisis de regresiones logisticas, el polimorfismo Bcll no revel6 relaciones
significativas, sin embargo, un estudio realizado por Osman et al., 2020, encontraron que en una
poblacién infante egipcia los genotipos G/C y GG estéan relacionados con una mayor pérdida de
control de los sintomas asmaticos. Para el SNP Tthllll (rs10052957) tampoco hubieron relaciones
significativas, pero estudios similares demuestran que el genotipo homocigoto polimérfico (A/A)
se asocia con factores de riesgo significativos para el desarrollo de asma grave y con niveles
mas altos de control de la enfermedad (Panek et al., 2013). Por lo tanto, segun estas evidencias
los portadores con las variantes del genotipo salvaje G/G para el SNP Bcll y A/A para el Tthllll

suelen manifestar la enfermedad con una alta probabilidad.

Asimismo, el andlisis de asociacion de SNPs entre los modelos de herencia genética y el control
del asma revel6 que en el modelo aditivo existe una asociacion significativa entre el genotipo
C/C y el asma controlada; es decir, que los pacientes no presentaron algun tipo de exacerbacion
durante los seis meses de seguimiento (correcto control del asma). De acuerdo con nuestro
analisis, Osman et al., 2020 observaron que el genotipo CC se asociaba con nifios asmaticos
con buen control de la enfermedad. Asimismo, Salah et al., 2020 observaron que el genotipo
CIC se asociaba con los sintomas de asma controlados 3 meses después del tratamiento y el
genotipo GG se asociaba con sintomas de asma deficientes, esta Ultima asociacién no se revelo
en nuestro estudio. Para el SNP Tthllll tampoco se revelaron asociaciones significativas, pero
algunos reportes indican que las variantes AG y GG se correlacionan con un bajo riesgo de
asma no controlada (Cheng et al., 2016). Esto coincide con reportes de que los genotipos para

el alelo salvaje tienen una baja probabilidad de manifestar la enfermedad (Iniesta et al., 2005).
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Es importante también mencionar que los heterocigotos para ambos SNPs no tuvieron ninguna
asociacion significativa; sin embargo, los individuos con este genotipo son portadores tanto del
alelo salvaje como del polimérfico, por lo tanto tienen también la probabilidad de manifestar la
enfermedad, pero para que ocurra dicha manifestacion es necesario una exposicion, que en
este caso serian los factores ambientales como la contaminacion ambiental causada por los
medios de transporte, presencia de polvo en las casas, cambios de temperatura en el lugar que
vive, etc. (Iniesta et al., 2005).

En conclusidn, en nuestro estudio no se presentaron relaciones o asociaciones significativas con
la ocurrencia de exacerbaciones; sin embargo, en las asociaciones con relacion a los modelos
de herencia genética, los individuos que poseen la variante del genotipo polimérfico (C/C) del
polimorfismo Bcll estuvo asociado con un buen control del asma. EI SNP Tthllll no presentd

ninguna relacién u asociacion significativa.

Ademas, es primordial destacar la relevancia de la metodologia de sondas Tagman a través de
PCR en tiempo real en este estudio, la cual es muy utilizada en este tipo de estudios a nivel
mundial, ya que existen muchas sondas predisefiadas y ya descritas para un sinnimero de

SNPs, lo que representa un ahorro de tiempo y recursos para este tipo de investigaciones.
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