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Abreviaturas

12-LOX: 12-lipoxigenasa
15-LOX: 15-lipoxigenasa
5-LOX: 5-lipoxigenasa

AA: acido araquiddnico

ABI3BP: miembro 3 de la familia ABI de proteina de unidn (del inglés ABI family, member 3
(NESH) binding protein)

AGBL1: proteina de union ATP/GTP (del inglés ATP/GTP binding protein-likel)

AINE: antiinflamatorio no esteroideos

AKAP9: protein-quinasa 9 de anclaje A (del inglés A kinase (PRKA) anchor protein 9)
ASA: acido acetilsalicilico

ATA: asmdticos tolerantes a los AINE

Barhl1: regulador transcripcional de tipo BarH (del inglés BarH-like homeobox 1)
BAT: test de activacion de basdfilos (del inglés basophil activation test)

BICC1: gen de la proteina 1 de unién a RNA de la familia BicC (del inglés BicC family RNA
binding protein 1)

CAP: test in vitro para determinar IgE
CCNT2: ciclina T2 (del inglés cyclin T2)

CD97: cluster de diferenciacién 97 (del inglés ADGRES; adhesion G protein-coupled receptor
E5)

CEP68: proteina centrosdmica de 68 KDa (del inglés centrosomal protein 68kDa)
Cl: intervalo de confianza (del inglés confidence interval)

CNV: variacion en el numero de copias (del inglés Copy number variation)
COL24A1: colageno alfa 1 tipo XXIV (del inglés collagen, type XXIV, alpha 1)

COPD: enfermedad de obstruccion pulmonar crénica (del inglés chronic obstructive pulmonary
disease)

COX: ciclooxigenasa
cPLA,: fosfolipasa citosélica A, de tipo IV

CR: tasa de completado (del inglés completion rate)
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Abreviaturas

CSMD1: dominio multiple de tipo CUB y Sushi (del inglés CUB and Sushi multiple domains 1)
CysLTR1: receptor 1 de cisteinil-leucotrienos

CysLTR2: receptor 2 de cisteinil-leucotrienos

DAG: diacilglicerol

DDX39A: proteina componente de una RNA helicasa (del inglés DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box
polypeptide 39A)

DNA: acido desoxirribonucleico (del inglés desoxyribonucleic acid)
DP1: receptor 1 de la prostaglandina D, = PTGDR1: receptor 1 de prostaglandina D,
DP2: receptor 1 de la prostaglandina D,= PTGDR2: receptor 2 de prostaglandina D,

EAACI: Academia Europea de Alergia e Inmunologia Clinica (del inglés European Academy of
Allergy and Clinical Immunology)

ECP: proteina catidnica de eosindfilos (del inglés eosinophil cationic protein)
EGF: dominio extracelular de tipo tirosin-quinasa

EGF: factor de crecimiento epidérmico (del inglés epidermal growth factor)
ELISA: enzimoinmunoensayo

EXC,: eoxina C4

FBXL7: proteina 7 F-box con repeticiones ricas en leucina ( del inglés F-box and leucine-rich
repeat protein 7)

FDR: tasa de falso descubrimiento (del inglés false discovery rate)

FEV: volumen espirado (del inglés forced expiratory volumen)

FILIP1: proteina 1 asociada con la filamina A (del inglés filamin A interacting protein 1)
FLAP: proteina activadora de 5-LOX (también conocida como ALOX5AP)

FP: receptor de PGF2a

GalNAc-T13: UDP-N-acetil-alfa-D-galactosamina: polipéptido Nacetilgalactosaminiltransferasa
13 (del inglés polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 13)

GATA: proteina de unidn a GATA (del inglés GATA binding protein)
GC/MS: cromatografia de gases/espectometria de masas

GC-NICI-MS: cromatografia de gases y espectrometria de masas en modo de ionizacion
qguimica negativa (del inglés gas-chromatography and mass spectrometry in negative-ion
chemical ionization mass-spectrometry)
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Abreviaturas

GINA: Guia de la Iniciativa Global para el Asma

GIPC1: miembro 1 de GIPC de la familia con dominio PDZ (del inglés GIPC PDZ domain
containing family, member 1)

GPCR: receptores acoplados a proteinas G (del inglés G-protein-coupled receptors)

GWAS: estudio de asociacion génica a nivel de genoma completo (del inglés genome wide
association study)

HDAC2: Forma 2 de la histona desacetilasa (del inglés histone deacetylase 2)

HETE: acido hidroxieicosatetranoico

HLF: factor de leucemia hepatica (del inglés hepatic leukemia factor)

HpETE: acido hidroxiperoxieicosatetranoico

HPLC/MS: cromatografia liquida de alta resolucion/tandem espectrometria de masas
IC: intolerancia cruzada

ICAM-1: inductor de la expresiéon de moléculas de adhesion endotelial

IFT43: homdlogo de transporte intraflagelar 43 (del inglés intraflagellar transport 43)
IgE: Inmunoglobulina E

ILLRAP: proteina asociada al receptor de IL-1 (del inglés IL-1 receptor accessory protein)
IL-13: interleucina 13

IL-1B: interleucina-1B

IL-4: interleucina 4

IL-5: interleucina 5

IL7Ra: cadena a del receptor de la interleucina 7

IP: receptor de PGl,

IP3: inositol trifosfato

IkB-a: proteina inhibidora del factor NF-kB

LAT: proteina activadora de los linfocitos T (del inglés linker for activation of T cells)
LD: desequilibrio de ligamiento (del inglés linkage disequilibrium)

LHFP: proteina HMGIC asociado a la fusiéon de los liposomas (del inglés lipoma HMGIC fusion
partner)

LT: leucotrieno
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Abreviaturas

LTA,: leucotrieno A,

LTB,: leucotrieno B,
LTCA4S: leucotrieno C4 sintasa

LTC,: leucotrieno C,

LTD,: leucotrieno D,

LTE,: leucotrieno E,4

LX: lipoxinas

LXR: receptor nuclear activado por lipidos

MAF: frecuencia del alelo menor (del inglés minor allele frequency)

MARCHS: protein-ligasa de ubiquitina (del inglés membrane-associated ring finger (C3HC4) 8,
E3 ubiquitin protein ligase)

mMRNA: acido ribonucléico mensajero
NAT2: N-Acetiltransferasa 2 dependiente de acetil-CoA

NECD: enfermedad cutdnea exacerbada por AINE (del inglés NSAIDs-exacerbated cutaneous
disease)

NERD: enfermedad respiratoria exacerbada por AINE (del inglés NSAIDs-exacerbated
respiratory disease).

NFAT: factor nuclear de los linfocitos T activados (del inglés nuclear factor of activated T-cells)
NF-kB: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas

NIUA:  urticaria/angioedema inducida por AINE (del inglés NSAIDs-induced
urticaria/angioedema)

OR: odds ratio

PC,: dosis de farmaco que hace disminuir el FEV1 en un 20%

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa

PDE4B: fosfodiesterasa 4B (del inglés phosphodiesterase 4B, cAMP-specific)
PG: prostaglandina

PGD,: prostaglandina D,

PGE,: prostaglandina E,

PGF,: prostaglandina F,
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Abreviaturas

PGG,: Prostaglandina G,

PGH,: prostaglandina H,

PGl,: prostaglandina I,

Phl:fase 1

Ph2: fase 2

PIP2: fosfoinositol difosfato

PKA: protein-quinasa A

PKN1: protein-quinasa N1 (del inglés protein kinase N1)
PTGDR: receptor de prostaglandina D,
PTGER1: receptor 1 de prostaglandina E,
PTGER2: receptor 2 de prostaglandina E,
PTGERS3: receptor 3 de prostaglandina E,
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endoperoxide synthase 2)
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RAB1A: proteina miembro de la familia de oncogenes RAS

RAD51L1 (RAD51B): pardlogo B de RAD51 (del inglés RAD51 paralog B)

RAF: Reacciones adversas a farmacos

RGMB: miembro B de la familia RGM (del inglés repulsive guidance molecule family member B)

RIMS1: gen de regulacidn de la exocitosis-1 de la membrana sinaptica (del inglés regulating
synaptic membrane exocytosis 1)

RIRAAF: Red de Investigacidon de Reacciones Adversas a Alérgenos y Farmacos
RNA: acido ribonucléico (del inglés ribonucleic acid)

Rv: resolvinas

slgE: inmunoglobulina E especifica (del inglés specific IgE)
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SLC1A4: miembro 4 de la familia de transportadores de solutos 1 (del inglés solute carrier
family 1 member 4)

SNIDR: reacciones tardias inducidas por un uUnico AINE (del inglés Single-NSAID-induced
delayed reactions)

SNIUAA: urticaria/angioedema o anafilaxis inducida por un Unico AINE (del inglés Single-NSAID-
Induced urticaria/angioedema or anaphylaxis)

SNP: polimorfismo de un solo nucleético (del inglés Single nucleotide polimorphism)
Sp1: factor de transcripcién Spl

SPT: prick cutaneo (del inglés Skin prick test)

SYK: tirosin-quinasa del bazo (del inglés Spleen Tirosine Kinase)

TBXAZ2R: receptor de tromboxano A, (del inglés thromboxane A2 receptor)

TBXAS1: tromboxano sintasa 1 (del inglés thromboxane A synthase 1)

TGF-B: factor de crecimiento de los linfocitos T

TLR4: receptor de tipo toll 4 (del inglés toll like receptor 4)

TNFRSF11A (RANK): proteina activadora de NF-kB (del inglés tumor necrosis factor receptor
superfamily, member 11a, NFKB activator)

TNF-a: factor de necrosis tumoral
TP: receptor de TXA,

TPB: test de provocaciéon bronquial
TPN: test de provocacion nasal
TPO: test de provocacion oral

TRIB1: proteina inductora de un receptor asociado a proteina G (del inglés tribbles
pseudokinase 1)

TSLP: linfopoietina estromal timica (del inglés thymic stromal lymphopoietin)

TSLPR: receptor de la linfopoietina estromal timica (del inglés thymic stromal lymphopoietin
receptor)

tSNP: tagSNP
TTL: test de transformacidn linfocitaria
TXA,: tromboxano A,

UTR: extremo no traducido (del inglés unstranslate region)
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VNTR: numero variable de repeticiones en tandem (del inglés Variable Number of Tandem
Repeats)

ZCCHC14: dominio 14 de CCHC (del inglés zinc finger, CCHC domain containing 14)

ZNF492: proteina 492 con dedo de zinc (zinc finger protein 492)

31



AD

=
o
o
LU
=
-

32



[ndice

33



AD

=
o
o
LU
=
-

34



indice

INEFOAUCCION.........ootce ettt st e s et st ses et e et e ses s eae et ses et eresbesessesensatesessesarsaseneasanes 45
1. Reacciones adversas @ fArMaCOoS........cocuciveeeeeeeie ettt et st st e e r e r s e 47
L0, DEIINICION ettt et et sttt et b b et et eteebe st sbe e sea e s besaesseb et ane et etesaenen 47
1.2.Epidemiologia y PrevalencCia... ...ttt e ettt e 47
1.3, ClaSHICACION. ..ottt ettt et ettt et eteetesbe st e s be s besber et st e s eteabestessensaneatestans 47
2. Reacciones de hipersensibilidad a fArmMacos..........cccveeeeeiceeececece et e 48
B 0 =Y T YT o T o DO OO TR T TR 48
2.2.Epidemiologia y pPrevalenCia... .. it st e 48
3. Reacciones de hipersensibilidad a antiinflamatorios no esteroideos.........ccccceeveverueunes 48
3.1.Los antiinflamatorios N0 €StErOIdEOS. ......cuvviveireeece ettt et eraeran 48
3.1.1. Definicion de [0S AINE.......cooieiieeciee et ceseet ettt ere e e ste e ste e e e esaesaes s enesreesesaennan 48
3.1.2. Clasificacion de [0S AINE........cccueirireeieee ettt st st se e e r s s e ane et ene 49
3.1.3. Mecanismo de accCion de [0S AINE..........ceceveeverenerieeeieriereer e se et st e e raes s 50
3.1.4. Importancia de [0S AINE..........cuiiieiieieie ettt et stesbeste e e s esaesaesaeneas 51
3.2.Definicidn de las reacciones de hipersensibilidad a [0S AINE..........cccceveeeevecveceeeceenennes 51
3.3. Clasificacion de las reacciones de hipersensibilidad a los AINE...........ccccceeeveeeeceeecrenene. 52
3.3.1. Reacciones atribuidas a un mecanismo inmunoldgico no especifico.......cccceevureneens 54
3.3.2. Reacciones atribuidas a un mecanismo inmunoldgico especifico.........cuevrverierennnnenes 55
RO AV | 1=T o Vo = T OO OO PTRS 56
3.5. Principales AINE impPliCadoS.....cocuieueceirrirrirece et ee sttt raes st s e eae st st sae e s s s ebasanes 56
I ST DI - Y= g T 1y 4 [ T OO T OO TOPTRUSRRRRRR 57

3.7. Mecanismos fisiopatoldgicos implicados en las reacciones de hipersensibilidad a los

AINE .ttt et st bbb e et b b e et b b s b b a st b et e R nea e b bt neaeas 59
3.7.1. La via del 4cido araqUIdONICO........cceeeuiieietietieee ettt ettt ettt st e aen e 59
3.7.1.1. Lavia de |2 CICIOOXIZENASA......ceceeeeee ettt et sttt et er et s ete et sbe e e nnans 62
3.7.1.2. La via de |2 [IPOXIZENASA....cucierieieieete ettt ettt e ete et st sae e e e s e b s sse s aaseneene 63
3.7.1.3. La via de |a P4A50 @POXIZENASA.......ccceeuereierirrireeeeeeeteeteseestestessesaesesssesesatestestessessesssans 67

3.7.1.4. Efectos producidos por los mediadores inflamatorios derivados de la via del acido

AFAGUILONICO.....ccte ettt ete ettt et et et e e ebesbe et sbe e seabesbese et e s st ase et ebesbenssensensesberersanns 67
3.7.2. Relacién entre la via del 4cido araquiddnico y la hipersensibilidad a los AINE.......... 68
3.7.2.1. La hipOtesis de 18 COXu.uoiiimimiiiiieistietere ettt s vt s e eae st stesee e s st esaebesanas 68

35



indice

3.7.2.2. Otras NIPOLESIS...ciciieiceeetietert ettt et bt eete st sbese e e st b et et e s eaneneeee 69
3.8. Antecedentes al estudio fenotipico de las reacciones de hipersensibilidad a los AINE.69

3.9. Antecedentes al estudio genotipico de las reacciones de hipersensibilidad a los

AINE .ttt et st bbb e et b b st b b s b b a st e ke henen e b ben e neaene 71
3.9.1. Alteraciones en la via de 1as CiClOOXIZENASAS.......c.cocceveeeereveierineietee et eaees 71
3.9.2. Alteraciones en las vias de 1as lipOXiZENaSaS.......cccueeeeveerereceeceereeieriee ettt 72
3.9.3. Alteraciones en los receptores de [0s eicosanoides.........ccvvvvveieieceeceeseese e e eeeens 73

3.9.4. Alteraciones en los sistemas de eliminacion de los eicosanoides.........ccceceeeerievveen. 75

3.9.5. Estudios alternativos para la caracterizacion genotipica de las reacciones de
hipersensibilidad @ [0S AINE..........cvo ittt e et ste s e esae s et essessteste st st snsanen 75

3.0.6. LIMITACIONES. .eueiiiicteiie ettt ettt et cetee et e e eae e e sebaae e e satbeesensssaeessaasesessnsseesensesennns 76

3.10. Inicio de la sefal inflamatoria en las reacciones de hipersensibilidad a los AINE......76

3.10.1. Transmisidn de la sefial hacia el interior celular.........cvivrie e e 76
3.10.2. Activacion celular a través de la actuacion de citoquinas..........eeeeeveeeceveececcecieiennns 79
JUSHITICACION € RIPOLESIS........coceeeicieee e e et st bbbt et e et st eee 81
ODJELIVOS.......cveeieiecee ettt ce e st st e r et et et e et eaeebe st ste st e seaseabesaetaet et eneateabe st stenenenteraan 85
Material Y MELOAOS.............ooiec ettt et e st e r et et et eetesbe st ste e eabenaens 89
1. SelecCion de [0S PACIENTES........cciiierieeee ettt bt e e eae et st st e s s beres e e ete et ene 91
1.1.Grupo de pacientes NERD........ccccceieeieeiieietietet ettt ste s te e et et et s s e s st stesbeenesneessans 91
1.2. Grupo de Pacientes NIUA.......... ettt e st e ste s tesre e s es e baesaesaes e neeee 91
1.3.Grup0o de PACIENTES MIXLOS....ccciiiieiieetestece ettt e e e s te s testestesss et e sssesaes e e e s see e saeeres 92
1.4. Grupo de iNdIVIAUOS ATA.......cuoiiie et ee ettt tes st e e e ste st ste e esessesaesaesers s essessennan 92
1.5.Grup0 d€ CONLIOIES SANOS....c.uiiiirirrieieeeetecteste et e s es s s eseetestesae e sesessesaesaesenseesse saennan 92
1.6. Criterios de eXCIUSION......civiieireeieeietire ettt st s ev et s b se st ses b enesaese s bensstenens 92
2. Determinacion del estado atOpiCo......cuviiireiciccece e ettt 94
3. DECIaration BLiCA.....cveeriririie et sttt et sttt sttt st et st ee et s s bt e ebes 94
4. Provocacion Nasal CON L-ASA. ...ttt sttt s et st sesssses st sbesaseese s 95
5. Provocacion 0ral CON ASA..........uciieioeeeretireee s et r s e s es e steses s ssesseses s sesesessnnsens 95
6. Obtencion de muestras y determinacion de mediadores inflamatorios....................... 96
7. Extraccidén de DNA, controles de calidad y cuantificacion.........cccccccoecveeeeeececvcinreceenene. 97
8. Seleccion de 10S POliMOIfiSMOS.......c.covieieiie ettt et ettt e 97



indice

9. SeleCCiON dE 105 CNV......iiiirieiieecie sttt ettt et sttt e e s et ebe e ettt een 100
10. GENOTIPAAO . cceeeuirieeie ettt sttt st b st et s bbb e b et s beb e eaesesaes e ese senbeneres 101
10.1 Fundamento de las sondas Utilizadas.........cccecevrreeiieninenneecee e e 101
10.2. Procedimiento para el genotipado de SNP..........ccirieiceeie e 102
10.3. Procedimiento para el genotipado de CNV........ccocoveeceieinineeee et evevaeeans 103

10.4. Procedimiento para el genotipado a nivel de genoma completo y su validacién...104

11. Andlisis funcional de redes proteicas asociadas..........ccveeveeieeesieveirenecseinee e 104
12, ANAITSIS @STAdISTICO .. vuiuirrie vttt et sttt et s st sttt st es b sene 104
RESUITAUOS......c.cove ittt et sttt sttt s bbbt e se s st et st aessse et st sesbesanssennsns 111

1. Andlisis del perfil de mediadores inflamatorios derivados de la via del acido
AFAQUILONICO. ..c.e ittt ettt et et ettt et e r e bt et saeeteetesbensa e s seasesaessebensasesreeteseennanen 113
1.1 Caracteristicas clinicas de los individuos y sintomas desarrollados tras |la
PIOVOCACION. .. ..ueuievietietee et eteeteeteste e e e stesbete et easaasetesbe st seeasasssbesseses st aasebestestessensesensesasanss 113
1.2 Resultados de la determinacidn de mediadores a nivel basal..........ccccccoeeuvenenenenne. 115
1.3 Resultados de la determinacién de mediadores tras la provocacion............cccuu..... 117
2. Analisis de asociacidon entre pacientes NERD y una serie de SNP y CNV de genes
involucrados en la via del acido araquidOnico........cceeveveiceeieseceeceeeeee e 119
2.1 Caracteristicas de la poblacidon de estudio.........cccceueirevririiieeiece e e 119
2.2 Resultados del estudio de asociacién entre SNP localizados en genes de la via del 4cido
AraquUIdONICO Y NERD.......ccuiieietiece et sttt er e saeete st e et s et aebens s ereete st saennan 121
2.3 Resultados del estudio de asociacién entre CNV localizados en genes de la via del 4cido
AraquUIdONICO Y NERD.......ccuiieietiece ettt ettt ettt saeetesbe st st ebes et aesseaesasetasa sbennan 130

3. Anadlisis de asociacion entre CNV localizados en genes de la via del acido araquidénico y

INTUA ettt et et sttt et sae et e s st sae st aeatesbesessesatssae sessensbesatessbenssesns et senssssessssensessssrees 131
3.1 Caracteristicas de [0s individuos @analizados..........cevuevveeieeieeieiee ettt 131
3.2 Resultados del estudio de @aSOCIACION.......cccuvviiveeeesee ettt ettt et s et ebessresrees 133

MASTOCITO Y NIUA ...ttt et e vt e e et e e sae e se e s e sbeeebaenane saeaessens 137
4.1 Caracteristicas de la poblacidn de estudio.........cocueeeeeeieiniiniicecrece e 137
4.2 Resultados del estudio de aSOCIaCiON.........c.eeeevereireeerierie st st 138
5. Analisis de asociacion entre SNP de TSLP, IL7Ry TSLPRy NIUA.........ccevvvvrveeverecernnene 146
5.1 Caracteristicas de la poblacidon de estudio.........cccceuviereceereeeciese s 146

37



indice

5.2 Resultados del estudio de asoCiation..........c.uvvirerenceeneneirecireeee sttt 146
6. Analisis de asociacién entre SNP de CEP68 vy la hipersensibilidad a los AINE........... 149
6.1 Caracteristicas de la poblacion de estudio..........ccuerieeeeeecieecece et e 149
6.2 Resultados del estudio de asociacion de CEPBS............cevvereerseeeneneneeireeese e 150
6.3 Resultados del estudio de asociacion de RABIA.........cccvereeienenineneneeee e seiseeee s 157
7. Estudio de asociacidn a nivel de genoma completo......coeecveeececeeceeceecereeeeeeeeee e 161
7.1 Caracteristicas de la poblacidon de estudio.........cccceuviveveiveicecie s e, 161
7.2 Controles de calidad de [0S datos.......c.ccvireeirerinerininecec e e 161
7.3 Resultados del analisis de asociacion en la poblacidn espafiola........cccceeeeveeeveecenenns 162
7.4 Resultados del analisis de asociacion en la poblacidn de chinos Han...............c........ 168
7.5 Meta-analisis de 1as dos poblaciones.........ccce e e 178
DESCUSTON........c.niuit ettt ettt ettt et b e s e st bbb b ses et b b s s bbbt e sea bt e b seb e sen et et et e sen b ees 185

1. Andlisis del perfil de mediadores inflamatorios derivados de la via del &acido
= = To LU 1T (o] o 1ol J0u OO OO OO TR 187
2. Andlisis asociacién entre pacientes NERD y una serie de SNP y CNV de genes
involucrados en la via del acido araquidOniCo.........ceeeeeecececieceeeeet e e e 189

3. Anadlisis de asociacion entre CNV localizados en genes de la via del acido araquidénico y

MASTOCITO Y NIUA. ... ettt e te s e e sae et e e s sre et aeaeesae e s e sneesaeaensensres 196
5. Analisis de asociacién entre SNP de TSLP, IL7Ry TSLPRy NIUA........cccoeveevveveceerennne 198
6. Analisis de asociacién entre SNP de CEP68 vy la hipersensibilidad a los AINE.............. 200
7. Estudio de asociacidn a nivel de genoma completo.........cocceeievevececececcinisree e e 203
CONCIUSIONES........ccoeiiecieicitee ettt st sttt et et e st et aseebeste st s st s e bes eseeteseessane et st seenesessasessanes 207
AANEXOS.......oeii ittt ettt ettt st ettt et e et s he e e et St ees et St e R ee et eaeees e re et e s st et eaeeenneereeas 211
1. Anexo 1: Conceptos generales de los estudios de asociacion..........cccceeeveeecierevrennen. 213

2. Anexo 2: Criterios de selecciéon de los SNP de los genes implicados en la via de

ACtiVACiON del MASTOCITO....ciii vttt st sttt b st ses e benes 219
3. Anexo 3: Tablas de resultados complementarios.........cccccceveineneeveerecvesie s 221
BibBlIOSrafia.........cooeeeeee e e sttt she st e e e nen e renaeene 251

38



indice

Indice de figuras

Figura 1: Diferencia en la estructura entre las isoformas COX-1 (A) y COX-2 (B).

Figura 2: Medicamentos involucrados en las reacciones de hipersensibilidad a los AINE en

funcién a cada periodo de tiempo.

Figura 3: Algoritmo para el diagnéstico de las reacciones de hipersensibilidad a los AINE.
Figura 4: Via del acido araquiddnico; enzimas, productos y receptores principales.
Figura 5: Szczeklik y un ejemplar de uno de sus trabajos sobre la teoria de la COX.
Figura 6: Vias de activacidn del mastocito.

Figura 7: Via de actuacién de TSLP.

Figura 8: Fundamento de las sondas TagMan[.

Figura 9: Niveles de LTE, basal en pacientes (NERD y NIUA) y controles.

Figura 10: Valores de LTE, liberados por los pacientes NERD y los controles, durante la

provocacion nasal.

Figura 11: Valores de 13,14-dihidro-15-ceto-PGE, liberados por los pacientes NERD y los

controles, durante la provocacion nasal.

Figura 12: Valores de 13,14-dihidro-15-ceto-tetranor-PGE, liberados por los pacientes NIUA y

los controles, durante la provocacién oral.

Figura 13: Valores de isoprostano iPF,.-VI liberados por los pacientes NIUA y los controles,

durante la provocacién oral.

Figura 14: P-valores obtenidos de los resultados de asociacién de los SNP estudiados para TSLP

ordenados por posicion cromosémica.

Figura 15: P-valores obtenidos de los resultados de asociacidn de los SNP estudiados para IL7R

ordenados por posicion cromosémica.

39



indice

Figura 16: P-valores obtenidos de los resultados de asociacién de los SNP estudiados para

CEP68 ordenados por posicién cromosdémica.

Figura 17: GWAS para NIUA en poblacién Espaiiola.

Figura 18: P-valores obtenidos de los resultados de asociacién de los SNP estudiados para
RIMS1 ordenados por posicién cromosdmica.

Figura 19: P-valores obtenidos de los resultados de asociacién de los SNP estudiados para
BICC1 ordenados por posicién cromosémica.

Figura 20: P-valores obtenidos de los resultados de asociacién de los SNP estudiados para
RAD51L1 ordenados por posicidén cromosdmica

Figura 21: GWAS para NIUA en la poblacién de Chinos Han.

Figura 22: P-valores obtenidos de los resultados de asociacién de los SNP estudiados para
ABI3BP ordenados por posicion cromosémica.

Figura 23: P-valores obtenidos de los resultados de asociacién de los SNP estudiados para
PDEB4 ordenados por posicion cromosémica.

Figura 24: P-valores obtenidos de los resultados de asociacidon de los SNP estudiados para el
cromosoma 9, ordenados por posicion cromosdmica.

Figura 25: P-valores obtenidos de los resultados de asociacidon de los SNP estudiados para el
cromosoma 14, ordenados por posicion cromosdmica.

Figura 26: P-valores obtenidos de los resultados de asociacidon de los SNP estudiados para el
cromosoma 17, ordenados por posicion cromosdmica.

Figura 27: P-valores obtenidos de los resultados de asociacidn de los SNP estudiados para el
gen HLF, ordenados por posicién cromosdmica.

Figura 28: P-valores obtenidos de los resultados de asociacién de los SNP estudiados para el
gen RAD51L1, ordenados por posicién cromosémica.

Figura 29: P-valores obtenidos de los resultados de asociacién de los SNP estudiados para el
gen COL24A1, ordenados por posicion cromosdmica.

Figura 30: P-valores obtenidos de los resultados de asociacidon de los SNP estudiados para el
gen GalNAc-T13, ordenados por posicién cromosdmica.

Figura 31: P-valores obtenidos de los resultados de asociacidn de los SNP estudiados para el

gen FBXL7, ordenados por posicién cromosémica.

Figura 32: Red de interacciones funcionales de la proteina CEP68.

Figura 33: Polimorfismo de un solo nucledtido (SNP) y variaciones en el nimero de copias

(CNV).

40



indice

indice de tablas

Tabla 1: Clasificacion de los AINE en funcidn de su estructura quimica.

Tabla 2: Clasificacion de las reacciones de hipersensibilidad a ASA y otros antiinflamatorios no

esteroideos.

Tabla 3: Ejemplos de metabolismo transcelular para la produccidn de prostanoides.

Tabla 4: Ejemplos de metabolismo transcelular para la produccién de leucotrienos.

Tabla 5: Ejemplos de metabolismo transcelular para la produccion de lipoxinas o resolvinas.
Tabla 6: Efectos fisioldgicos de los principales eicosanoides.

Tabla 7: Resumen de los estudios preliminares en los que se ha analizado mediadores

inflamatorios en orina, en pacientes con hipersensibilidad a AINE.

Tabla 8: Tipo y numero de individuos incluidos en cada uno de los estudios que componen esta
tesis doctoral.
Tabla 9: Relacién de SNP genotipados.

Tabla 10: Informacidon detallada de los CNV analizados en esta tesis.

Tabla 11: Componentes para la reaccidn de PCR para la determinacién alélica de SNP con

sondas TagMan.

Tabla 12: Condiciones experimentales de la reaccidon de PCR para genotipado de SNP con

sondas TagMan en el termociclador Fast 7500.
Tabla 13: Componentes de la PCR para la identificacion de CNV.
Tabla 14: Condiciones de la PCR para identificacion de CNV.

Tabla 15: Caracteristicas clinicas de los pacientes y controles incluidos en el estudio de los

mediadores inflamatorios derivados de la via de AA en muestras de orina.

Tabla 16: Resultados clinicos obtenidos de la provocacion nasal de los diez pacientes NERD
incluidos en el estudio de la determinacion de mediadores inflamatorios derivados de la via del

AA.

41



indice

Tabla 17: Resultados del test de provocacién oral (TPO) y sintomas desarrollados durante la
prueba de exposicion controlada de los pacientes NIUA incluidos en el estudio de la

determinacion de mediadores inflamatorios derivados de la via del AA.

Tabla 18: Valores medios de los mediadores eicosanoides derivados de la via de AA medidos a

nivel basal, para los grupos de pacientes NERD, NIUA y los individuos control.

Tabla 19: Datos clinicos y demograficos de los individuos analizados en el estudio de las

variantes implicadas en la via del AA en pacientes NERD.

Tabla 20: Genotipo y MAF de los SNP en la via del AA. La frecuencia alélica representa la

frecuencia alélica menor para cada SNP.

Tabla 21: Frecuencias haplotipicas de los genes de la via del AA que se han asociado con NERD.

Tabla 22: CNV en los genes PTGS1, PTGS2, LTC4S, ALOX5 y PTGER1-4 en NERD, ATA y controles.
Tabla 23: Datos demograficos y clinicos de los pacientes NIUA y los individuos tolerantes a los

AINE (controles), en funcidn a las dos fases del estudio de las CNV.

Tabla 24: AINE involucrados en las reacciones NIUA expresado en porcentaje.

Tabla 25: Informacién de los genes estudiados, controles de calidad y resultados del

genotipado de las CNV en pacientes NIUA y controles.

Tabla 26: Resultados de asociacion de los genes que presentan CNV y NIUA, en funcidn de las

diferentes fases y del meta-andlisis.

Tabla 27: Relacion entre la pérdida de una copia en ALOX5y PTGER1 y NIUA.

Tabla 28: Resultados de asociacién entre la presencia de una pérdida de copia en el gen y la

atopia. Sélo se muestran los resultados de los genes que presentaron CNV.

Tabla 29: Caracteristicas clinicas y demogréficas de los sujetos (NIUA y controles) incluidos en

el estudio de los genes implicados en la activacion del mastocito.

Tabla 30: Frecuencias alélicas y genotipicas de los SNP de PLA2G4A en los pacientes con NIUA

teniendo en cuenta el fenotipo.

Tabla 31: Frecuencias alélicas y genotipicas de los SNP de PLCG1 en los pacientes con NIUA

teniendo en cuenta el fenotipo.

42



indice

Tabla 32: Frecuencias alélicas y genotipicas de los SNP de LAT y SYK en los pacientes con NIUA

teniendo en cuenta el fenotipo.

Tabla 33: Frecuencias alélicas y genotipicas de los SNP de TNFRS11A en los pacientes con NIUA

teniendo en cuenta el fenotipo.

Tabla 34: Frecuencias haplotipicas de los SNP de los genes implicados en la via de activacién

del mastocito que se han asociado con NIUA.

Tabla 35: Caracteristicas clinicas y farmacos causantes de las reacciones de los sujeto (NIUA y

controles) incluidos en el analisis de las variantes de TSLP y su receptor.

Tabla 36: Informacién, controles de calidad de los tSNP (TSLP e IL7R) y SNP seleccionados para
TSLPR.

Tabla 37: Resultados de imputacion y asociacion para los SNP de TSLP asociados

nominalmente con NIUA.

Tabla 38: Datos demograficos y clinicos de los casos y controles incluidos en el estudio de

CEP6S.

Tabla 39: Medidas de los controles de calidad para los SNP genotipados del gen CEP68.

Tabla 40: Resultados de asociacion de los SNP de CEP68 para NIUA.

Tabla 41: Resultados de asociacion y funcién predicha para los 17 SNP de CEP68 asociados con
NIUA.

Tabla 42: Resultados de los analisis de regresion resultante de los SNP que se habian asociado
con NIUA en funcidon de rs1050675 (CEP68).

Tabla 43: Resultados de asociacion de los SNP de CEP68 para los grupos comparados NERD y

Mixtos.

Tabla 44: Asociacién de las variantes imputadas de RAB1A con la hipersensibilidad a los AINE.

Tabla 45: Resultados del analisis de asociacion de CEP68 y RAB1A para NIUA en funcién del
SNP rs1050675 de CEP68.

Tabla 46: Datos clinicos y demograficos de pacientes y controles analizados en el GWAS.
Tabla 47: Resultados del estudio de asociacidn en la poblacién Espafiola.

Tabla 48: Resultados del estudio de asociacidn en la poblacién de Chinos Han.

43



indice

Tabla 49: Resultados del meta-andlisis realizado con los datos obtenidos de los GWAS
realizado con las poblaciones Espafiola y de chinos Han.

Tabla 50: Tipos de estudios de asociacion génica.

Tabla S1: Informacién sobre los CNV estudiados previamente, localizados en la misma regién

gue se ha analizado en este estudio.
Tabla S2: Resultados de imputacién y de asociacién para los SNP de TSLP con NIUA
Tabla S3: Resultados de imputacidn y de asociacion para los SNP de IL7R con NIUA

Tabla S4: Resultados de asociacién de las variantes analizadas de CEP68 y NIUA, NERD vy

reacciones mixtas.

Tabla S5: Resultados completos de asociacion de las variantes imputadas de RAB1A y NIUA,

NERD y reacciones mixtas.

44



Introduccion

45



Introduccion

46



Introduccion

Reacciones adversas a fz-'lrmacos
Definicion

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, se definen como reacciones adversas a
farmacos (RAF) todas aquellas respuestas nocivas e inexplicadas o cualquier otro
efecto perjudicial no deseado que ocurre tras la administracion de una dosis
normalmente utilizada en la especie humana para la profilaxis, diagndstico vy

tratamiento de una enfermedad o para la modificacion de una funcién biolégica [1-2].
Epidemiologia y prevalencia

Las RAF son un problema de salud preocupante que afecta a un elevado nimero de
pacientes de cualquier edad [3-4]. Estas reacciones no son detectadas ni pueden
predecirse antes de la entrada de estos medicamentos en el mercado [5]. Ademas, son
las causantes del 0.24-0.9% de las muertes que ocurren en hospitales [1]. Este tipo de
reacciones pueden clasificarse en funcion de sus caracteristicas clinicas, farmacoldgicas

y quimicas.
Clasificacion

Atendiendo a la farmacologia, se pueden diferenciar 5 tipos principales (A-E): Las
reacciones de tipo A son las mas frecuentes (70-80%). Ocurren de forma predecible y
se producen por la accién farmacolégica del medicamento. Normalmente, se deben a
una sobredosificacién, a la toxicidad del propio farmaco, a los efectos secundarios o a
interacciones con otros medicamentos [1,6]. Las reacciones de tipo B no estdn
relacionadas con el efecto farmacolégico del medicamento, son imprevisibles e
independientes de la dosis administrada [1]. Estas ultimas afectan a individuos que
presentan alguna predisposicion y suponen entre el 10-15% del total de las RAF [7]. En
este grupo se incluyen las reacciones de hipersensibilidad a farmacos. Las reacciones
de tipo C o continuas, se deben al uso prolongado del farmaco a lo largo del tiempo,

por ejemplo la dependencia [8]. Las reacciones de tipo D son aquellas denominadas
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retardadas, en ellas los efectos se muestran a largo plazo, por ejemplo; carcinogénesis
o teratogénesis [8]. Las ultimas, son las reacciones de tipo E, ocurren cuando cesa el

tratamiento. Es el Ilamado “efecto rebote” [8].

Reacciones de hipersensibilidad a farmacos
Definicion

La Academia Europea de Alergia e Inmunologia Clinica (EAACI) ha definido a las
reacciones de hipersensibilidad a farmacos como todas aquellas respuestas inmunes

gue provocan dafio tisular y pueden causar enfermedades graves [9].
Epidemiologia y prevalencia

Estas reacciones a medicamentos ocasionan entre el 3 y el 6% de las admisiones
hospitalarias y se producen en el 10-15 % de los pacientes hospitalizados [10]. En
Espana, son la tercera causa de consulta en los servicios de alergia, tras la rinitis y el
asma bronquial [11]. A nivel europeo, han sido la segunda causa de consulta tras la
rinitis [12], tanto en la poblacion adulta (8.6%) como en la infantil (8.9%) en el afio

2014 [12].

Reacciones de hipersensibilidad a antiinflamatorios no

esteroideos

Los antiinflamatorios no esteroideos
Definicion de los AINE

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINE) forman una clase heterogénea de
farmacos con estructuras quimicas diferentes (Tabla 1) que comparten acciones
analgésicas, antipiréticas y antiinflamatorias. Son los medicamentos mas prescritos
para el tratamiento del dolor, la fiebre y la inflamacién en todo el mundo [13-14]. En la
actualidad se estima que son utilizados por unos diez millones de individuos a diario

[15].
Clasificaciéon de los AINE
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La clasificacién de los AINE en funcidn a su estructura quimica se presenta en la tabla

1.

Derivados del acido salicilico
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Tabla 1: Clasificacién de los AINE en funcién de su estructura quimica. En esta tabla se presentan las
estructuras quimicas de algunos de los AINE disponibles en el mercado. Se han diferenciado en funciéon
a su grupo quimico en 6 grandes grupos: los derivados de acido salicilico, acido propidnico, acido

acético, acido endlico, acido fenamico y los inhibidores selectivos de la COX-2.
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Mecanismo de acciéon de los AINE

El mecanismo de accién de estos medicamentos se basa en la capacidad que tienen
todos ellos de inhibir a la enzima ciclooxigenasa (COX) [16]. Actualmente, se conocen

tres isoformas de la ciclooxigenasa, denominadas COX-1, COX-2 y COX-3 [16].

Los prostanoides producidos por la via de las ciclooxigenasas regulan la respuestas
inmune e inflamatoria, ademas de aumentar y sensibilizar la via del dolor [17]. Los
AINE neutralizan estos efectos mediante la inhibicion de la COX [17]. Dichos
inhibidores bloquean la accidon de estas isoformas a través de uno de los cuatro
modelos de accidn siguientes: A) mediante unidn covalente por acetilaciéon de la serina
530, como es el caso del acido acetil-salicilico (ASA); B) siguiendo un modelo de
inhibicion competitiva, como el caso del ibuprofeno; C) a través de una unién débil
como el naproxeno o D) mediante una unidn fuerte como la indometacina [17]. En el
caso de los inhibidores selectivos de la COX-2, el cambio de un solo aminoacido en la
posicion 523 de una isoleucina (COX-1) a una valina (COX-2)(Figura 1), modifica la
apertura del bolsillo lateral en el que se encuentran una serie de residuos con los que

los AINE pueden interaccionar (Arg513, His90, Phe518) [17].

Figura 1: Diferencia en la estructura entre las isoformas COX-1 (A) y COX-2 (B). La Unica diferencia esta

en el cambio de una isoleucina en la posicién 523 por una valina. Imagen tomada de [18].
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Esta apertura, supone un incremento de un 25% del tamafio del sitio de unién de la
COX-2 comparado con la COX-1, lo que permite la accién de dichos inhibidores
selectivos de COX-2 [17]. La variabilidad en la interaccién de lo AINE con las diferentes
isoformas de la enzima COX es un factor influyente en el grado de inhibicion y en la

respuesta a los mismos [19].
Importancia de los AINE

Los AINE han sido relacionados con una amplia gama de reacciones adversas entre las
que se encuentran algunas enfermedades gastrointestinales, coronarias y las
reacciones de hipersensibilidad a farmacos [20-21]. De todas las reacciones adversas a
farmacos descritas, nuestro estudio se ha centrado en analizar aquellas reacciones de

tipo B que provocan reacciones de hipersensibilidad tras la toma de AINE.

Los antibidticos B-lactamicos han sido considerados como los medicamentos mas
frecuentemente implicados en las reacciones de hipersensibilidad a farmacos [22]. Sin
embargo, este hecho esta cambiando y actualmente los AINE son los mas frecuentes
[4,23-24]. De hecho, dos estudios independientes llevados a cabo en pacientes
Europeos mostraron que los AINE son los responsables del 35-37% de las reacciones de
hipersensibilidad, seguidos por los antibiéticos B-lactdmicos (aproximadamente el

30%) y no B-lactamicos (15%)[23-25].
Definicion de las reacciones de hipersensibilidad a AINE

Actualmente las reacciones de hipersensibilidad a los AINE se definen como aquellas
respuestas que, mediante diferentes mecanismos, inducen cambios conformacionales
en componentes de la membrana celular de baséfilos, mastocitos y eosinéfilos. Estos
inician una serie de reacciones en cascada que finalizan con la liberacién de un gran
numero de mediadores preformados, como histamina, triptasa, heparina o factores
guimiotacticos. Asi como de otros mediadores sintetizados de novo a partir del acido

araquiddnico (AA) como leucotrienos (LT) y prostaglandinas (PG)[26].
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Clasificacion de las reacciones de hipersensibilidad a AINE

De acuerdo con la reciente clasificacion presentada por la EAACI, las reacciones de
hipersensibilidad a los AINE se diferencian atendiendo al tiempo de reaccién (o
intervalo entre la toma del farmaco y la aparicion de los sintomas), al mecanismo
implicado y a la manifestacion clinica. Como resultado, se clasifican 5 grupos de

entidades clinicas (Tabla 2).
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Enfermedad de Reactividad

Tipo de reaccion Manifestacion clinica Tiempo de reaccién Mecanismo propuesto
base cruzada
Enfermedad respiratoria exacerbada Obstruccién bronquial, disnea  Aguda (usualmente inmediata, hasta  Agma/ Reactividad ~ No alérgico
por AINE (NERD) y/o congestién nasal/rinorrea.  varias horas después de la exposicién)  Rinosinusitis cruzada Inhibicién de la COX-1
Enfermedad cutdnea exacerbada . Aguda (usualmente inmediata, hasta o - Reactividad S
Ronchas y/o angioedema . , L Urticaria crénica Inhibicién de la COX-1
por AINE (NECD) v/ & varias horas después de la exposicion) cruzada
L . . . . . Sin . Desconocido,
Urticaria/angioedema inducida por . Aguda (usualmente inmediata, hasta Reactividad
AINE (NIUA) Ronchas y/o angioedema varias horas después de la exposicion) enfermedades cruzada probablemente
P P crénicas de base inhibicién de la COX-1
Urticaria/angioedema o anafilaxis Ronchas/angioedema/ Aguda (usualmente inmediata, hasta . No Alérgico
. . L. . , L Sin enfermedades L
inducida por un unico AINE anafilaxis varias horas después de la exposicion) crénicas de base reactividad  pjediado por IgE
(SNIUAA) cruzada
Sin No Alérgico
Reacciones tardias inducidas por un  Varios sintomas y érganos Tardia (usualmente mas de 24 horas enfermedades reactividad ) _ )
Unico AINE (SNIDR) involucrados después de la exposicion) crénicas de base  cruzada Mediado por linfocitos T

Tabla 2: Clasificacidon de las reacciones de hipersensibilidad a ASA y otros antiinflamatorios no esteroideos. Tabla modificada de Kowalski et al [27-28].NERD; Enfermedad
respiratoria exacerbada por AINE (NSAIDs-exacerbated respiratory disease). NECD; Enfermedad cutdnea exacerbada por AINE (NSAIDs-exacerbated cutaneous disease).
NIUA; Urticaria/angioedema inducida por AINE (NSAIDs-induced urticaria/angioedema). SNIUAA; Urticaria/angioedema o anafilaxis inducida por un Gnico AINE (Single-
NSAID-Induced urticaria/angioedema or anaphylaxis). SNIDR; Reacciones tardias inducidas por un Unico AINE (Single-NSAID-induced delayed reactions). En funcién al

tiempo de reaccién; NERD, NECD, NIUA y SNIUAA son reacciones agudas, mientras que las SNIDR son reacciones tardias.
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En funcién del mecanismo implicado en la respuesta, estas reacciones se dividen en
dos grandes grupos: reacciones atribuidas a un mecanismo inmunoldgico no especifico

o reacciones atribuidas a un mecanismo inmunoldgico especifico.

Reacciones atribuidas a un mecanismo inmunolégico no especifico

Las reacciones atribuidas a un mecanismo inmunolégico no especifico son las llamadas
reacciones de intolerancia cruzada (IC), reactividad cruzada o cross-intolerantes. Son
las mds frecuentes, de hecho el 48.5% de las reacciones de hipersensibilidad a
medicamentos se debe a un mecanismo de IC inducido por AINE [23]. Son causadas
por dos o0 mas tipos de AINE con estructura diferente y quimicamente no relacionados
[29]. Estas reacciones son inmediatas (es decir, que ocurre en un intervalo de tiempo,
generalmente de unos 15 minutos, pero que puede ocurrir en las primeras horas tras
la administracion del farmaco)[23]. Las manifestaciones clinicas de este grupo son las

siguientes:

Enfermedad respiratoria exacerbada por AINE (NERD): es también conocida como
enfermedad respiratoria reagravada por aspirina o asma inducido por aspirina. Los
sintomas caracteristicos de asma inducido por AINE son la presencia de una
obstruccion bronquial desarrollada entre 30-180 minutos tras la administracion del
farmaco que va acompafada de manifestaciones extra-bronquiales incluyendo
sintomas nasales (rinorrea, congestion nasal) [28]. Recientemente, se ha sugerido la
posibilidad de que existan mads fenotipos intermedios que se pueden caracterizar en
funcién de los sintomas que presentan los pacientes tras la exposicion al farmaco [30-
31]. Ademas, se ha descrito que el sexo y la atopia son factores de riesgo para el

desarrollo de esta enfermedad [32].

Enfermedad cutanea exacerbada por AINE (NECD): denominada también como
urticaria inducida por aspirina o enfermedad cutdnea exacerbada por aspirina. Estos
pacientes presentan urticaria cronica como patologia de base manifestando habones
y/o angioedema reagravado tras la ingesta de AINE. Los sintomas pueden durar varios

dias y es dependiente de la dosis del farmaco [28].
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Urticaria/angioedema inducido por AINE (NIUA): se presenta en forma de urticaria
y/o angioedema en individuos sin historia de enfermedad cutanea o respiratoria de
base. Los sintomas ocurren en un intervalo de tiempo que suele ser menor a una hora,

aungue algunos casos se pueden presentar tras varias horas [28].

Un estudio realizado recientemente por Dofla et al. [33] analizando pacientes con
NIUA, SNIUAA y controles tolerantes durante 12 afios, indica que las reacciones NIUA
son una entidad clinica bien definida y diferente de la urticaria crénica y que los
pacientes con NIUA no desarrollan urticaria crénica con el tiempo en un mayor

porcentaje que la poblacién general [33].

Algunos pacientes con intolerancia cruzada pueden presentar un patron mixto
combinando urticaria/angioedema vy rinitis/asma inducido por AINE. Estas son las

conocidas como “blended reactions” o reacciones mixtas [27].
Reacciones atribuidas a un mecanismo inmunolégico especifico

Las reacciones atribuidas a un mecanismo inmunoldgico especifico constituyen el
grupo de las reacciones selectivas. Se trata de entidades provocadas por un AINE
concreto o varios AINE con una estructura quimica similar que pertenecen a un mismo
grupo. Estos pacientes presentan una buena tolerancia a otros AINE con estructura

guimica diferente [29]. Las manifestaciones clinicas son las siguientes:

Urticaria/angioedema o anafilaxis inducidas por un tnico AINE (SNIUAA); se trata de
reacciones inmediatas que ocurren en pacientes que normalmente no presentan
historia previa de urticaria crénica o asma. Estos individuos toleran los AINE
guimicamente no relacionados con el causante de la reaccién. Las reacciones que
presentan son urticaria, angioedema y/o anafilaxia y estan mediadas por un
mecanismo inmunoldgico humoral, concretamente por anticuerpos IgE especificos

(slgE)[34].

Reacciones tardias inducidas por un tnico AINE (SNIDR); estas reacciones aparecen
normalmente entre las 24 y las 48 horas después de la administracién del farmaco. Se

manifiestan sintomas cutdneos (exantema, exantema fijo), sintomas dérgano
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especificos (renal, pulmonar), o reacciones cutaneas adversas. Estan mediadas por un

mecanismo inmunoldgico mediado por linfocitos T efectores [34].

Prevalencia

La prevalencia de las reacciones de hipersensibilidad a los AINE mediadas por un
mecanismo de IC en nuestra poblacidn es del 76.3%, mientras que la de las reacciones

selectivas es de un 23.7% [3].

En las reacciones atribuidas a un mecanismo de IC, los sintomas de
urticaria/angioedema (NIUA) representan el 61.8%, las de rinitis/asma (NERD)
constituyen el 9% vy el 18.2% corresponde a la aparicién conjunta de sintomas cutdneos
y respiratorios (mixtos). En cuanto a las reacciones selectivas, el 46.8% corresponde a
sintomas de urticaria/angioedema y un 42.3% son reacciones de anafilaxis [3]. A pesar
de las diferencias en la prevalencia de cada una de las entidades clinicas, la mayoria de
los estudios genéticos y de mediadores inflamatorios se han centrado en estudiar las

reacciones NERD, en menor medida las NECD y mucho menos las NIUA.

Principales AINE implicados

Con respecto a los AINE mas frecuentemente implicados en las reacciones de
hipersensibilidad, se ha descrito una evolucion en los ultimos treinta afos,
acompafiada del cambio en el patrén de consumo de estos medicamentos (Figura 2)
[3,23]. Asi, en el periodo comprendido entre 1980 y 1990, las pirazolonas y el ASA
fueron los medicamentos mas frecuentemente implicados en las reacciones de
hipersensibilidad a los AINE. En el periodo comprendido entre 1991 y 2000, fue el ASA
el medicamento mas frecuente, mientras que las pirazolonas indujeron un menor
numero de reacciones; y en el periodo comprendido entre 2001 y 2010, fueron los
derivados de acidos propidnicos los medicamentos mas frecuentes, seguidos de ASA 'y

en tercer lugar de las pirazolonas [35].
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Figura 2: Medicamentos involucrados en las reacciones de hipersensibilidad a los AINE en funcion a cada

periodo de tiempo. Imagen tomada de Dofia et al [3].

Atendiendo al tipo de reaccion, las pirazolonas son los AINE principalmente implicados
en las reacciones atribuidas a un mecanismo selectivo [3]. Mientras que en las
reacciones clasificadas como de IC, se ha observado que en individuos adultos con
NIUA, son los derivados de acidos propidnicos (principalmente el ibuprofeno), seguidos
de ASA y pirazolonas los medicamentos principalmente implicados [35]. Esta tendencia
se observa también en la infancia y adolescencia [4,36], siendo la misma que

presentan los pacientes NERD [37].
Diagndstico

La evaluacion de los pacientes se realiza mediante una adecuada historia clinica y
pruebas complementarias para confirmar el diagndstico. En la figura 3, se presenta el
algoritmo diagndstico de las reacciones de hipersensibilidad a los AINE. En primer
lugar, teniendo en cuenta el intervalo de tiempo transcurrido entre la administracion
del farmaco y la aparicién de la reaccidén, se hace una diferenciacion entre las
reacciones inmediatas y las tardias. Seguidamente, se tiene en cuenta los sintomas
presentados por el paciente asi como los medicamentos implicados en la reaccion y los
tolerados; antes y después de la reaccion para identificar el mecanismo implicado (IC

vs. selectivo), ademads de verificar si existe patologia cutdnea o respiratorio previa.
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El uso exclusivo de la historia clinica puede llevar a una sobreestimaciéon de la

hipersensibilidad a AINE. En el caso de pacientes con NERD se estima una prevalencia

menor (2.7%) de la que se presenta en realidad (9-21%), esta subestimacion se debe a

la falta de consciencia de la hipersensibilidad a AINE y/o la advertencia que se hace a

algunos asmaticos sobre el uso de estos farmacos [3,32]. En el caso de NIUA, una

historia clinica completa, en la que el paciente presente 3 o mas episodios, puede

servir para diagnosticar a un paciente por si sola en el 92% de los casos [38].
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Figura 3: Algoritmo para el diagndstico de las reacciones de hipersensibilidad a los AINE. Forma de

proceder y técnicas in vivo e in vitro utilizadas. Modificada de Kowalski et al [28].

Aungue una buena historia clinica puede facilitar mucho el diagndstico, la mejor

prueba que se puede realizar (gold standard) para confirmar el diagndstico es un test

de provocacién oral (TPO). Esta prueba se aplica en aquellos casos en los que la

historia clinica no sea clara o solo ha ocurrido un episodio. Se trata de una prueba in

58




Introduccion

vivo de exposicidn controlada [27]. Aunque estas pruebas son las mas fiables, no estan

exentas de riesgo.

En el caso de las reacciones atribuidas a un mecanismo de IC, el uso de prick cutaneos
(SPT) y test intradermos no estd indicado y el diagndstico se confirma
fundamentalmente a través de TPO, aunque en los pacientes con alto riesgo de
desarrollar sintomas severos, se puede realizar otros test diagndsticos in vivo, como
son los test de provocacion nasal (TPN) o los test de provocacion bronquial (TPB) en el
caso de los pacientes sospechosos de NERD (Figura 3)[28]. Estos test de provocacién
con medicamentos han sido ampliamente usados para el diagndstico de NERD [34].
Sin embargo, en el caso de la patologia cutanea (NIUA o NECD) estas ultimas

aproximaciones (TPN y TPB) no son adecuadas para el diagndstico.

Con respecto a las reacciones selectivas, el diagndstico del paciente se lleva a cabo a
través de una adecuada historia clinica que es complementada con TPO, prick

cutaneos y test intradermos (Figura 3).

Los métodos in vitro se usan para evitar los riesgos a los que se expone el paciente
cuando se realiza una prueba in vivo. Actualmente, se esta trabajando en el desarrollo
de nuevos métodos que ayuden en el diagndstico o la confirmacion de la enfermedad.
Entre estos, se incluyen la medicion de sIgE (IgE especifica), de LT, los test de
activacion de basodfilos (BAT), test de transformacion linfocitaria (TTL) y la generacién
de 15-HETE, entre otros (Figura 3) [39]. Aunque estos métodos ofrecen una alternativa
totalmente segura al paciente, de momento tienen muy baja especificidad y

sensibilidad, ademas de no estar disponible en todos los centros sanitarios [39-40].

Mecanismos fisiopatoldgicos implicados en las reacciones de

hipersensibilidad a los AINE
La via del dcido araquiddénico

El acido araquidénico (AA) es un acido graso de la membrana celular que se
metaboliza por diferentes vias para la produccién de mediadores inflamatorios [41-42]
(Figura 4). Es liberado de la membrana por accidn de la fosfolipasa citosdlica A, de tipo
IV (cPLA;) a través de tres rutas principales: La via que cursa a través de las enzimas
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ciclooxigenasas, la via de las lipoxigenasas, y la via de la P450-epoxigenasa (Figura 4).
La importancia de estas rutas en las reacciones de hipersensibilidad inducidas por AINE
radica en el hecho de que estos medicamentos ejercen su accion farmacolégica

modificando el metabolismo del AA.

Muchos aspectos de la inmunidad, como la produccion de citoquinas, la formacién de
anticuerpos, la presentacion de antigenos, la migracion, la diferenciacién y la
proliferacion celular estdn mediados por eicosanoides [42]. Estos compuestos son
derivados de la via del AA, producidos por diferentes células de nuestro organismo
incluyendo las células del sistema inmune innato, como macréfagos, células
dendriticas, neutrofilos [42-43] y destacando el papel de los eosindfilos y los
mastocitos durante las reacciones de hipersensibilidad [44]. Aunque la mayoria de las
células pueden llevar a cabo la via del AA, no todas ellas son capaces de realizar la via
al completo [43]. Para ello, existe un mecanismo de biosintesis transcelular; por el
cual, algunas células se encargan de llevar a cabo la sintesis de unos metabolitos que
son liberados al medio. Alli, seran captados por otro tipo celular que lo transformara
hasta su forma final [43]. Se ha descrito que tras el uso de algunos medicamentos, el
organismo es capaz de utilizar otras rutas alternativas para la sintesis de estos
mediadores [43]. Este hecho es el que se atribuye como el origen de las reacciones de

hipersensibilidad a los AINE, del cual trataremos en mayor profundidad mas adelante.
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Figura 4: Via del 4cido araquiddnico; enzimas, productos y receptores principales. Dicha via cursa a través de las enzimas COX, la via de las lipoxigenasas, y la via de la P450-

epoxigenasa. Hemos destacado en ella las principales enzimas, productos y receptores estudiados en la hipersensibilidad a AINE.
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Via de la ciclooxigenasa

La via de las ciclooxigenasas puede darse por completo en una célula, o producirse de
forma coordinada entre varias [43]. Asi, por ejemplo en la piel, se produce una
cooperacion entre los mastocitos encargados de la liberacién del AA y los fibroblastos
gue generaran PGE, como producto final [45-46]. En la tabla 3, se presenta algunos

ejemplos mas de mecanismo transcelular en la biosintesis de prostanoides.

Intermediario  Producto

Cooperacion célula-célula (donante-aceptor) AL final Referencia
Plaquetas- células endoteliales PGH, PGI, [47]
Linfocitos-células endoteliales PGH, PGI, [48]

Neutroéfilos-plaquetas AA TXA, [49]
Células endoteliales- plaquetas PGH, TXA, [50]
Mastocitos-fibroblastos AA PGE, [45-46]

Tabla 3: Ejemplos de metabolismo transcelular para la produccion de prostanoides. Modificada de [43].

La enzima principal de esta via es la ciclooxigenasa que es una prostaglandina G/H
sintasa. Esta enzima presenta 3 isoformas diferentes (COX-1, COX-2 y COX-3) [16]. La
COX-1 es una enzima que se expresa de forma constitutiva, mientras que la COX-2 se
induce durante los procesos inflamatorios [17]. Estas enzimas se regulan de forma
diferencial por la acciéon de citoquinas y factores de crecimiento como TGF-B, IL-1B y
TNF-a [51]. Estructuralmente, las isoformas de las COX tienen tres dominios distintos:
un dominio extracelular de tipo EGF, un dominio de unién a la membrana y un dominio
catalitico. El dominio catalitico posee dos centros activos, uno lleva a cabo la actividad
peroxidasa y el otro la actividad ciclooxigenasa. Ambos, espacialmente separados, se
encuentran mecanisticamente acoplados [17]. Esta estructura permite la
transformacién del AA en prostaglandina G, (PGG,;) y este, a su vez, en prostaglandina
H, (PGH,) (Figura 4). Este precursor sera metabolizado para dar lugar a las diferentes

isoformas de las prostaglandinas: prostaglandina |, (PGl,), prostaglandina D, (PGD,),
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prostaglandina F, (PGF,), prostaglandina E, (PGE,) y también tromboxano A,
(TXA,)[17,42].

La PGD, es el producto dominante de la COX en mastocitos, tiene efecto
broncoconstrictor y es un potente quimioatrayente para eosindfilos [42]. La PGE,
controla la produccidn de LT debido a su capacidad para activar a la protein-quinasa A
(PKA) que, a su vez, fosforila a la enzima 5-LOX inactivandola [52]. La PGE,; se encarga
de disminuir la actividad de la enzima 5-LOX, reduciendo asi la produccion de LT, la
migracion de eosindfilos y la proliferacién de fibroblastos. Esta PG es esencial para la
homeostasis y tiene efectos broncoprotectores y antiinflamatorios. EI TXA, es un
potente broncoconstrictor y un inductor de la expresién de moléculas de adhesion
endotelial (ICAM-1) por lo que ayuda en los procesos de migraciéon celular. En la tabla
6, se detallan mas efectos producidos por la liberacién de mediadores a través de las

diferentes vias de metabolizacion del AA.

Para que los prostanoides puedan ejercer su funciéon deben ser captados por las
células a través de alguno de los nueve receptores de prostanoides descritos. Dichos
receptores se localizan en la membrana plasmatica y algunos se encuentran en la
membrana nuclear. La sefial se transmite hacia el interior celular a través de proteinas
G (GPCR, G-protein-coupled receptors). PTGER1, PTGER2, PTGER3 y PTGER4 son
receptores especificos de PGE,, mientras que PTGDR1 y PTGDR2 son especificos de
PGD,. PTGFR, PTGIR y TXA2R son receptores especificos de PGF2a, PGl, y TXAy;
respectivamente [42]. En funcién de su accién, PTGIR, PTGDR1, PTGER2 y PTGER4
actian como receptores “relajantes” y forman un cluster de sefializacién mediado por
un incremento de AMPc [42]. En el caso de los receptores “contractiles”, PTGER1,
PTGFR y TXA2R, la activacién conlleva un aumento del Ca*'intracelular. El receptor
PTGER3 modula la actividad de la adenil-ciclasa, ademads puede estimular la respuesta

de la PLC-dependiente de Ca** [42].

Via de la lipoxigenasa

Las lipoxigenasas producen diversos acidos hidroperoxieicosatetranoicos (HpETE) y
acidos hidroxieicosatetranoicos (HETE) por la via de la 5-lipoxigenasa (5-LOX), la via de
la 15-lipoxigenasa (15-LOX) y la via de la 12-lipoxigenasa (12-LOX) (Figura 4). Mediante
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la via de la 5-LOX, el AA es transformado por la proteina adaptadora de la 5-
lipoxigenasa (FLAP o también como conocida como ALOX5AP) y 5-LOX en acido 5-
hidroxiperoxieicosatetranoico (5HPETE), que a su vez es transformado por 5-LOX
originando leucotrieno A, (LTA;). Este precursor es transformado por accién de varias
enzimas, entre las que destaca la leucotrieno C; sintasa (LTC4S); en cisteinil-
leucotrienos (cisLT = LT)(leucotrieno C4 (LTC4), leucotrieno D4 (LTD4) y leucotrieno E4
(LTE4), ademas de leucotrieno B4 (LTB4)) y lipoxinas (lipoxina A (LXA;) y lipoxina Bs
(LXB4))[42]. La biosintesis de los diferentes eicosanoides es dependiente de una
produccién local y una distribucion especifica de los precursores y de las enzimas en
células especificas [42]. En el caso de la via de las lipoxigenasas, también existen
células que pueden llevar a cabo la via al completo, pero otras realizan una sintesis
coordinada entre varias células (Tabla 4) [43]. De hecho, ha sido en esta via donde mas

se ha estudiado el metabolismo transcelular [43].

Intermediario Producto

Cooperacion célula-célula (donante-aceptor) e final Referencia
Neutrofilos-eritrocitos LTA, LTB, [53]
Neutrdfilos-células endoteliales LTA, LTC, [54-56]
Neutréfilos/Mastocitos-células musculares lisas LTA, LTC, 57]
de los vasos
Neutroéfilos-plaquetas LTA, LTC, [58-59]
Monocitos-plaquetas LTA, LTC, [60]
Plaquetas-neutréfilos AA LTC, [61]
Linfocitos-
mastocitos/macréfagos/eosindfilos/plaquetas LTAs LTC, [61-62]

Tabla 4: Ejemplos de metabolismo transcelular para la produccién de leucotrienos. Modificada de [43].

Asi, la sintesis de los LT ocurre tras la activacion de los linfocitos. En ellos, la cPLA,
libera AA y, como consecuencia, FLAP y 5-LOX pueden metabolizarlos para producir 5-

HpETE que posteriormente sera transformado en LTA; [63]. En los mastocitos,
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macrofagos, eosindfilos, basofilos y plaquetas, la LTC4S transforma el LTA; en LTC,
(que es el precursor de los demas LT) [61-62]. Otros ejemplos del metabolismo
transcelular se describen en la tabla 4. Una vez sintetizado el LTC,, es liberado al
espacio extracelular donde se transformara en LTD,4 y LTE,. Esta transformacion es tan
rapida que practicamente todo los LT que se determinan en los fluidos corporales se

encuentran en la forma de LTE,[64].

La via de la 15-LOX transforma el AA en &cido 15-hidroxiperoxieicosatetranoico
(15HPETE), el cual derivara a su vez en la produccion de eoxinas, (eoxina A, eoxina Cj,
eoxina D4 y eoxina E;), mediante la actuacion de LTC4S [42]. Ademas, 15HPETE
también da lugar a la generacion de acido 15-hidroxieicosatetranoico (15-HETE) por la
accién de 15-LOX, a la produccidn de lipoxinas (LXA4 y LXB,) por la accién de hidrolasas

y a la transformaciéon de LTC,4 por la accidén de 15-LOX y 12-LOX (Figura 4) [42].

Las lipoxinas (LX) son derivados antiinflamatorios que se sintetizan a través de
mecanismos transcelulares en cooperacién entre las enzimas 5-LOX y 12-LOX
plaquetarias o entre 5-LOX y 15-LOX derivadas de células epiteliales (Figura 4) [43]. En
los pulmones, las LX inhiben la produccion de LT y el infiltrado de eosinéfilos. Ademas,
en los neutrdfilos, el LTA; se transformara en LTB4, un potente quimioatrayente de

neutrdéfilos y monocitos [65]. En la tabla 5 se muestran otros ejemplos.

Por otro lado, a través de la via de la 12-LOX se sintetiza acido 12-
hidroxieicosatetranoico (12-HETE) mediante la actuacién principal de la enzima 12-LOX

(Figura 4)[42].
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Intermediario Producto

Cooperacion célula-célula (donante-aceptor) . Referencia
exportado final

Macroéfagos alveolares-leucocitos

polimorfonucleares 15(S)-HETE LXA/LXB, [66]
Monocitos-leucocitos polimorfonucleares 15(S)-HETE LXA,/LXB, [67]
Leucocitos polimorfonucleares-plaquetas LTA, LXA,/LXB, [68-70]

Células epltellares o endoteliales-leucocitos 15(R)-HETE 15 epll-LXA4/ (71-72]
polimorfonucleares 15 epi-LXB,
Células endoteliales-linfocitos 18(R)-HETE RVEL/RVE2 (73]

polimorfonucleares

Tabla 5: Ejemplos de metabolismo transcelular para la produccién de lipoxinas o resolvinas (RVE).

Modificada de [43].

De todos los mediadores inflamatorios producidos por las diferentes lipoxigenasas,
destacan los LT por su efecto pro-inflamatorio (Tabla 6). Tanto es asi que actualmente,
para el tratamiento de manifestaciones clinicas como son la rinitis y el asma se usan
inhibidores para inhibir su sintesis mediante el bloqueo de la 5-LOX, o para inhibir su
recepcion a través del bloqueo de sus receptores [74-76]. Estos mediadores pro-
inflamatorios son reconocidos, fundamentalmente, por el receptor 1 de los LT
(CysLTR1) y el receptor 2 de los LT (CysLTR2). Actualmente, se estan haciendo
esfuerzos para identificar otros posibles receptores de estas moléculas [64,77-78].
CysLTR1 es un receptor de alta afinidad de LTD4 que se expresa en la musculatura lisa
bronquial, asi como en mastocitos, células mieloides y macréfagos [42]. Se trata de un
receptor miembro de una superfamilia de receptores acoplados a proteinas G [42]. La
activacion de este receptor por LTD, resulta en la contraccion y proliferacion del
musculo liso, formacién de edema, migracién de eosindfilos y el dafio de la capa de la
mucosa en el pulmdn [42]. Por otro lado, el receptor CysLTR2 une tanto a LTC, como a
LTD4 con igual afinidad y se expresa en las mismas células que el primero, pero
también en otras como las células endoteliales o el cerebro [64]. La sefial intracelular
originada por los LT también se transmite a través de GPCR [42]. Las LX son

antagonistas de alta afinidad de CysLTR1. Sin embargo, la lipoxina LTB4 es reconocida
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por el receptor BLT1 y su interaccidén activa a una guanilil-ciclasa para generar GMP

ciclico. Si la concentracién de LTB4 es muy elevada, se activa el receptor BLT2 [42].

Via de la P450-epoxigenasa

A pesar de ser una alternativa para el metabolismo del AA, la via de la P450-
epoxigenasa es poco conocida dentro del dambito de estudio de las reacciones de
hipersensibilidad. Mediante esta via se producen HETE y epdxidos (Figura 4) [42]. Estos
compuestos son mediadores inflamatorios que se sintetizan por mecanismos

oxidativos gracias a la accién del citocromo P450 [79].

Efectos producidos por los mediadores inflamatorios derivados de la via del AA

Los principales efectos que ejercen los productos derivados de la via del AA se
encuentran recogidos en la siguiente tabla (Tabla 6). Estos efectos varian en funcién
del metabolito producido y del drgano afectado. Asi; por ejemplo, la produccion de
LTC, y LTDs ejercen una vasoconstriccion de los vasos sanguineos y la
broncoconstriccion de los bronquios y la produccién de PGE, intervienen en procesos
de vasodilatacién, broncodilatacidon y anti-agregacién de las plaquetas [42]. Estos

efectos les confiere un poder pro o anti-inflamatorio a estos eicosanoides [42].

Organos o células Efectos Eicosanoides
Vasos Vasoconstriccidon PGF,, TXA,, LTC,, LTD,
Vasodilatacion PGl,, PGE,, PGD,
Plaquetas Anti-agregacion PGE,, PGI,
Pro-agregacién TXA,
Bronquios Broncoconstriccion PGF,, TXA,, LTC,, LTD,4
Broncodilatacién PGE,, PGI,
Intestino Nauseas, diarrhea PGE,, PGF,,
Movilidad PGE;, PGF;,
Estémago Inhibicién de;aé:terci:gscién de acido PGE,, PGI,
Movilidad PGE,, PGFy,
Utero Contraccion, parto PGE,, PGF,,, TXA,
Rifidon Filtrado y flujo de sangre renal PGH,, PGE4, PGl,
Eje hi.po.téla!mo y Incrementp de Iaf sejcreciér.\ dfa Iats PGE,, PGE,
pituitaria hormonas hipotaldmicas y pituitarias

Tabla 6: Efectos fisioldgicos de los principales eicosanoides. Modificada de [42].
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Relacion entre la via del dcido araquidénico y la hipersensibilidad a

los AINE

La hipdtesis de la COX

Hirschberg describié por primera vez una reaccion de hipersensibilidad por AINE en el
afio 1902 [80]. Sin embargo, no fue hasta 1975 cuando Szczeklik relaciond la
capacidad inhibitoria de la COX con los eventos de exacerbacién del asma en un
paciente con NERD [81]. Este hallazgo, lo llevd a estudiar la liberacién de PG en estos
pacientes [82-83] y a determinar que no sdélo la aspirina podia causar ataques
asmaticos, sino que esta cualidad también la poseian otros medicamentos inhibidores
de las ciclooxigenasas [84]. Tras estos primeros trabajos, se establecié la hipdtesis
conocida como la Teoria de la COX [85]. Segun dicha hipdtesis, tras la ingesta de un
AINE, se produce la inhibicién de la enzima COX, lo cual impide la conversion del AA a
PG y TX. Esto provoca un exceso de sustrato (AA), que en individuos susceptibles, es
metabolizado a través de la via de la 5-LOX, la via de la 15-LOX y la via de la 12-LOX
generando LT, 12-HETE y LX [86-87]. Segun esta teoria, los individuos que presentan
hipersensibilidad producen un exceso de LT, 12-HETE y LX [86-87]. En ellos, se produce
la conversidon de un perfil de mediadores anti-inflamatorios a pro-inflamatorios. Son

estos ultimos los responsables de las manifestaciones clinicas en estos pacientes.

Eicosanoids,
Aspirin, and
Asthma

edited by

Andrzej Szczeklik
Ryszard |. Gryglewski
John R. Vane

Figura 5: Szczeklik y un ejemplar de uno de sus trabajos sobre la teoria de la COX.
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Otras hipdtesis

La teoria de la COX en pacientes NERD ha sido el modelo mas estudiado hasta el
momento para averiguar cual es el mecanismo subyacente a las reacciones de
hipersensibilidad a los AINE atribuidas a un mecanismo de IC [88-91]. Sin embargo,
existen diferentes teorias que indican que el desarrollo de la hipersensibilidad puede
tener origen viral [92-93], bacteriano [94-96] o autoinmune [97-98]. Segln estas
hipodtesis, estos diversos componentes son los que producirian un aumento de
liberacion de mediadores por parte de las células inflamatorias. En concreto por
mastocitos, basoéfilos y eosindfilos, aunque otras células podrian estar implicadas en el

proceso [99].

Antecedentes al estudio fenotipico de las reacciones de

hipersensibilidad a los AINE

El estudio del metabolismo de mediadores inflamatorios mediante su determinacion
en la excrecidén de orina ha permitido la caracterizacién de un perfil de eicosanoides
gue son movilizados tanto a nivel basal como durante el transcurso de estas reacciones

[100-105]. Un resumen de los estudios mds destacados en los que se han analizado

mediadores eicosanoides se presenta en la tabla 7.

En,t |¢.iad Tipo de Tiempo .Medlador-es Resultados obtenidos

clinica muestra inflamatorios
NERD Sangre Basal LT Elevados [101]
NERD Sangre Basal LT Elevados [102]

En orina: LTE, LTE, en orina elevada pero
y 9al11BPGF, 9al11BPGF, sin diferencias

NERD SSI;E:O»; Basal En esputos: significativas. PGD, [103]
PGD,, LTE;y elevada significativamente
9a11BPGF, en esputo.

No encontraron
Orinay diferencias en orina.
NERD sangre Basal J011BPGF, En suero: 9al11PBPGF,y [104]
triptasa elevados
Basal y post- Elevados tanto
NERD Orina LTE, basalmente como tras la [106]

provocacion L
provocacion

LTE, en orina
y 9a11BPGF, Elevados niveles de LTE, [105]
en suero

NERD Y Orinay Basal y post-
NECD sangre provocacion
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En't |¢.jad Tipo de Tiempo .Medlador.es Resultados obtenidos
clinica muestra inflamatorios
Saliva, Cys-LT, LTB,, LTE, elevado post-
NERD esputo, Basal y post- el metabolito  provocacién, metabolito [107]
Orinay provocacion 9adelaPGD, 9adelaPGD,y el11pB-
sangre y el 11B-PGF, PGF,
Aumento en LTE, en los
NECD que responden
Basal y post- positivamente a la
NECD Orina ., LTE, provocacion, mientras que [108]
provocacion
en los que no responden,
se muestra un descenso
en los niveles de LTE,
Diferencias significativas
en los niveles de PGD,,
NERD y Lavados  Basal ypost- PGD,, PGE, LTD,y LTE; en NERD [109]
NIUA nasales provocacion LTD,y LTE, frente a NIUA o los

controles. Leve aumento
de LTE, en NIUA

Tabla 7: Resumen de los estudios preliminares en los que se ha analizado mediadores inflamatorios en

orina, en pacientes con hipersensibilidad a AINE.

Con estos trabajos se puso de manifiesto que los pacientes NERD presentaban niveles
elevados de LT en estado basal, y que esto podia ser usado como marcador de la
enfermedad [101-102]. En orina, se observd que los valores de LTE,4 estaban elevados
basalmente en los pacientes con NERD y también que tras la provocacion oral con
aspirina, estos valores aumentaban [106-107]. Adicionalmente, se describié un
incremento en los niveles de metabolito 9a de la prostaglandina D, y el 11B-

prostaglandina F, (9a11BPGF;) en orina [107].

En contraposicion a todo lo que se conoce sobre el mecanismo subyacente a NERD,
los estudios realizados en pacientes con NECD son escasos y en NIUA inexistentes.
Mastalerz et al. [105] analizaron LTE4; en orina y 9al11BPGF, en suero, tanto en
pacientes NERD como en pacientes NECD. Los resultados obtenidos mostraron que los
pacientes que respondian a la provocacidon presentaban niveles basales de LTE4; en
orina mayores que los no respondedores y que ademas, existia una correlacién entre
los niveles mas altos de LTE, y las reacciones cutaneas mas severas [105]. Debido a
estos resultados se establecié que el mecanismo implicado en NECD debia ser el

mismo que el descrito previamente para NERD [105].
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Antecedentes al estudio genotipico de las reacciones de

hipersensibilidad a los AINE

Los factores genéticos estan contribuyendo a identificar marcadores de las reacciones
de hipersensibilidad a los AINE. Debido a la dificultad que se encuentran con otras
aproximaciones [110], son los estudios genéticos y transcriptomicos los que estan
aportando mas informacidn sobre esta patologia en la actualidad. Avalando esta idea,
existen numerosos trabajos en los que se asocian variantes genéticas, normalmente
polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) con la hipersensibilidad a los AINE, sobre
todo en pacientes NERD. Muchos de estos trabajos se han realizado con polimorfismos
en genes involucrados en el metabolismo del AA. De tal modo que, entre los indicios

genotipicos que apoyan la teoria de la COX se encuentra los siguientes:

En el anexo 1 se han descrito algunos conceptos que pueden ayudar a comprender los

fundamentos de los estudios de asociacion.

Alteraciones en la via de las ciclooxigenasas

Con respecto a la via de las ciclooxigenasas, existe una enzima clave para la
transformacion del AA en las reacciones de hipersensibilidad a los AINE, puesto que es
la diana de accion de los diferentes AINE [16]. Esta enzima es la COX-1. Esta
involucrada en la sefalizacidén célula-célula y en el mantenimiento de la homeostasis
tisular, pero hasta el momento no ha mostrado una expresiéon diferencial entre los
pacientes NERD vy los individuos tolerantes a los AINE [88,111]. Tampoco parece que
los SNP en este gen analizados hasta la fecha muestren una asociacion
estadisticamente significativa con NERD [112]. Mientras que la enzima inducible COX-
2, codificada por PTGS2, parece comportarse de forma diferente en esta patologia a
como lo hace PTGS1. De hecho, PTGS2 presenta niveles de RNA mensajero en mucosa
nasal y pélipos nasales de NERD menores que los hallados para los asmaticos
tolerantes a los AINE (ATA), sugiriendo una inadecuada regulacién de PTGS2 en NERD
[88]. Esta regulacidn negativa en NERD, se asocia con una menor actividad del
elemento regulador de PTGS2, NF-kB [113]. Un andlisis del polimorfismo -765 G>C en

la region promotora mostrd que los individuos homocigotos para CC, presentaban una
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produccién basal de PGE, y PGD, mayor que los demas [114], y que dicho genotipo CC

era mas frecuente en controles que en asmaticos (NERD y ATA)[114].

Otro gen implicado en la via de la ciclooxigenasa es el que codifica para la tromboxano
sintasa (TBXAS1) que cataliza la conversion de PGH, a TBXA, [42]. La provocacién con
ASA induce una disminucion en la concentraciéon de TBXA, en asmaticos [100]. Este
efecto fenotipico podria tener relacién con la asociacién que existe entre el SNP
rs6962291 y NERD [115], ya que se ha descrito que este SNP ejerce un efecto protector
contra la hipersensibilidad por ASA debido a que la TBXAS1 posee una menor
capacidad de catalisis y por tanto de produccidon de TX [115]. Ademas de los SNP
estudiados en este gen, se ha descrito que los SNP rs4807491 (-4684C>T) y rs11085026
(795T>C) en el receptor de TBXA2 (TBXA2R), también presentan una asociacion con

NERD [116].

Alteraciones en la via de las lipoxigenasas

En cuanto a la via de la 5-LOX, uno de los primeras enzimas en actuar es la proteina
activadora de la araquidonato 5-lipoxigenasa (ALOX5AP o FLAP), codificada por el gen
ALOX5AP. En pélipos nasales de pacientes NERD, se encuentra hipometilado [117]. Sin

embargo, no se ha descrito una expresion anormal en estos pacientes [111].

La segunda enzima implicada en esta ruta es la enzima 5-LOX, codificada por el gen
ALOX5 y una de las mas importantes por su relacién con la hipersensibilidad a AINE.
Esta proteina se encuentra sobreexpresada en eosindfilos infiltrados en pdlipos de
pacientes NERD en comparacion con individuos ATA [111]. ALOX5 ha suscitado mucho
interés en relacidon con la hipersensibilidad a los AINE debido a su implicacion en la
ruta de sintesis de los LT. Asi, uno de los primeros estudios realizados con los genes de
la via del AA en hipersensibilidad a AINE fue llevado a cabo con este gen. Este estudio
se publico en 1997, en él se describieron una serie de repeticiones en tandem (VNTR)
de la secuencia GGGCGG. Estas repeticiones se encontraban en un nimero variable en
la regidn promotora de ALOX5 [118]. Dicha secuencia es un lugar de unién de Sply la
presencia de estas repeticiones en tandem modifican la unién del factor de
transcripcion, provocando una disminucion de la expresion ALOX5. De esta forma, la

presencia de dichas variaciones confieren un efecto protector a los individuos
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portadores y su ausencia es asociada con NERD [118]. Las VNTR no son las Unicas
variantes analizadas de este gen con respecto a la hipersensibilidad, sino que también
se han analizado diferentes SNP. Asi, en una poblacién coreana se encontré una mayor
frecuencia del haplotipo htl [G-C-G-A] del gen ALOX5 en pacientes NERD que en
individuos ATA [119]. Sin embargo, otros autores no han encontrado asociacién de

este gen con la hipersensibilidad a los AINE [120-121].

Otra de las enzimas destacadas de la via de la 5-LOX junto con 5-LOX es LTC4S. La
expresion de LTC4S estd estrictamente regulada; sin embargo, en pacientes NERD, se
encuentran 4 veces mas células positivas para esta enzima en pdlipos nasales que en
los individuos ATA [111]. Esta sobreexpresion podria explicarse por la presencia de un
cambio de base (rs730012 (-444A>C)) localizado en la regién promotora de este gen
[122-123], que también se ha encontrado en pacientes hipersensibles a los AINE con
afectacién cutanea atribuida a un mecanismo de IC [124]. Este polimorfismo se
encuentra en el lugar de reconocimiento del factor 2 de transcripcion de la histona H4,
cuya unién resulta en un incremento de transcripcion del gen [122-124]. A pesar de
estas evidencias, otros autores no han encontrado asociacién entre algunos SNP de

LTC4S y NERD en otras poblaciones [125-126].

Actualmente, no se conoce demasiado sobre el papel de las enzimas 12-LOX y 15-LOX y
su relacion con la hipersensibilidad a los AINE. Estas enzimas estan codificadas por
ALOX12 y ALOX15 respectivamente. Algunos autores no han encontrado asociacion
entre SNP de estos dos genes y NERD [127], aunque otros han sugerido que la
presencia de SNP en la region promotora de ALOX15 puede modificar la actividad de

ALOX15 provocando un aumento en el infiltrado celular en pacientes NERD [128].

Alteraciones en los receptores de los eicosanoides

Los receptores de los mediadores inflamatorios derivados de la via del AA, como PGy
LT, también han sido objeto de analisis en la hipersensibilidad a AINE. En cuanto a los
receptores de PG, los mas estudiados han sido aquellos que unen PGE,. Dichos
receptores de PGE, son PTGER1, PTGER2, PTGER3 y PTGER4 [17]. Estos cuatro se
diferencian en cuanto a la distribucion en tejidos, en la afinidad de unién, o las vias de

senalizacion intracelular [17,42]. La expresion de estos cuatro receptores ha sido
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estudiada en biopsias de mucosa bronquial de pacientes NERD y ATA [129]. En este
estudio se describiéo que la expresion global de PTGER2 muestra diferencias
estadisticamente significativas entre los pacientes NERD y los controles sanos, pero
gue ni este ni ninguno de los restantes receptores de PGE,, presentaron diferencias
estadisticamente significativas cuando se compararon los NERD con ATA [129]. Estos
genes también han sido analizados en estudios de asociacién génica en los que se han
encontrado diferentes resultados. En uno de estos estudios, se describieron 3 SNP (-
12813 G>A, -10814 T>C y -6179 A>G) en la region promotora del gen PTGER2 que se
asocian significativamente con NERD en la poblacién japonesa [130]. De ellos, -1281
G>A podria reducir la actividad transcriptora por estar situado en un regién diana para
una proteina represora [130]. Asi, se postula que esto llevaria a un descenso en los
niveles de transcripcion del receptor de PGE,, permitiendo que se desarrolle la
inflamacidén [130]. En pacientes NERD coreanos, se encontrd una asociacién con NERD
y los siguientes SNP: rs2075797 y rs1353411 en PTGER2, rs7551789 de PTGER3 vy -
1254 A>G de PTGER4 [116]. En el caso del receptor de la prostaglandina | (PTGIR), el
SNP rs1126510 (1915T>C) se encontré en menor frecuencia en individuos NERD que en
los ATA [116]. En otro estudio, realizado en esta misma poblacién, se identificaron
asociaciones con los SNP rs7543182 y rs959, de PTGER3 [131]. De ellos, rs959
localizado en la regién 3°'UTR, podria tener algun efecto en la regulacion post-

transcripcional, controlando la localizacidon del RNA mensajero [131].

Los otros receptores mas estudiados son los de los LT. Estos receptores son CysLTR1 y
CysLTR2. CysLTR1 se expresa en las células de la mucosa nasal de los pacientes NERD,
en mayor proporcion que en los pacientes ATA [132]. Esto se repite en células de
sangre periférica (eosindfilos, neutréfilos, monocitos y linfocitos T), entre las que
destacan los eosindfilos [133], asi como en mucosa bronquial [129]. Existen una serie
de variantes génicas en el gen CYSLTR1 que se han asociado con NERD en una
poblacién coreana [134]. Estos SNP se localizan en la regién 5°del gen CYSLTRI1:
rs321029, rs2637204, rs2806489 y afectan a la expresidon de mRNA de CysLTR1 [134].
Ademads, muestran asociacion con NERD en hombres pero no en mujeres [134]. En
cambio, el CysLTR2 estad codificado por el gen CYSLTR2 y se expresa en mayor

proporcion en células de sangre periférica, entre las que destacan los eosindfilos, de
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pacientes NERD comparado con las de ATA [133]. Dicha expresion es mucho mayor
gue la de CysLTR1 [133] vy estas diferencias de expresion también se han encontrado a
nivel de mucosa bronquial [129]. Existen varios estudios de asociacidn en los que se
describen variaciones en este gen. De los polimorfismos analizados en este gen, el SNP
rs7324991 (-819T>G de CysLTR2) que estd en la regiéon promotora y 2078C>T,
rs912278 (2534A>G) que estan en la region 3’-UTR [120] se han asociado con NERD en
poblacion coreana [120]. Estos resultados sugieren que los polimorfismos en CysLTR2
podrian incrementar los niveles de mRNA y afectar a su estabilidad induciendo asi el

desarrollo de NERD [135].

Alteraciones en el sistema de eliminacion de eicosanoides

Un aspecto importante para la regulacion de una senal es la eliminaciéon de los
productos que provocan dicha senal. Normalmente, se presta poca atencidn a este
aspecto, a pesar de ser fundamental para el retorno a las condiciones basales. Asi,
pocos estudios han analizado los genes implicados en la eliminacién de los mediadores
inflamatorios generados durante la reaccién de hipersensibilidad. Los LT (LTC4, LTD4 y
LTE;) son eliminados de la sangre por el higado y los rifiones [136]. Pueden ser
inactivados por N-acetilacion mediante la accion de N-Acetiltransferasa 2 dependiente
de acetil-CoA (NAT2). Un estudio de asociacion llevado a cabo con pacientes NERD
coreanos mostré que un cambio en la secuencia del gen NAT2 (-9246G>C) puede

contribuir a mantener el exceso de LT que presentan estos pacientes [137].

Estudios alternativos para la caracterizacion genotipica de las

reacciones de hipersensibilidad a los AINE

En los ultimos afios, el avance en las técnicas de genotipado y en las aplicaciones
bioinformaticas ha permitido el desarrollo de estudios a nivel de genoma completo.
Fruto de estos avances son los Genome Wide Association Studies (GWAS). Los GWAS
han emergido como una potente herramienta. Sin embargo, este tipo de estudios en
las reacciones de hipersensibilidad a AINE son muy escasos. En concreto, se han
llevado a cabo en pacientes coreanos con NERD [138-139], pero nunca se han

desarrollado en otras entidades clinicas. Ademas, los resultados obtenidos tras analizar
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el genoma de pacientes NERD, han mostrado que puede haber mas genes implicados

en la hipersensibilidad a los AINE [138-139].

Limitaciones

Como se ha descrito en estos apartados, actualmente existe un amplio numero de
estudios que analizan las enzimas y los receptores implicados en la sintesis, recepcion
y degradacién de los mediadores inflamatorios derivados de la via del AA. Sin
embargo, estos estudios presentan una serie de limitaciones: A) En cuanto a la via del
AA, se han estudiado los principales genes, pero siempre se ha llevado a cabo
analizando pocos SNP [140]. B) se han analizado pocos pacientes NERD [140]. C) Casi
todos los estudios se han llevado a cabo en poblaciones fundamentalmente asidticas
[140]. D) A pesar de que NIUA es la entidad clinica mas frecuente de las reacciones de
hipersensibilidad a los AINE, por lo que sabemos, sélo hay un trabajo que haya

analizado un numero importante de variantes genéticas en estos pacientes [141].

Inicio de la sefial inflamatoria en las reacciones de hipersensibilidad a

los AINE

Transmision de la serial hacia el interior celular

Los mastocitos son una de las principales células implicadas en la sintesis de
mediadores inflamatorios en la patologia cutdnea [44]. Ademas de la presencia de
mediadores inflamatorios tales como triptasa, histamina o PGD, [142], también existen
indicios histoldgicos que relacionan al mastocito con las reacciones de intolerancia

[143].

La forma en que un mastocito se puede activar en los pacientes hipersensibles no se
conoce. Lo que si se sabe es que dicha célula puede activarse tanto por una via IgE
dependiente como por una IgE independiente [144-145]. En ambos casos, se

presentan una serie de elementos comunes que se detallan a continuacién:
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Figura 6: Vias de activacidon del mastocito. Imagen modificada de [144].

El receptor de IgE tiene un dominio intracelular que puede ser fosforilado y al que se
une una quinasa fundamental para el proceso de la transmisién de la seiial hacia el
interior celular [144]. Dicha quinasa, se conoce como tirosin-quinasa del bazo o SYK
(Spleen Tirosine Kinase). Por un lado, SYK puede actuar sobre la proteina activadora de
los linfocitos T (LAT) (del inglés linker for activation of T cells) y seguir una via que
llevaria hasta la degranulacion del mastocito siguiendo el llamado eje LAT/PLCy-
calcio/PKC (ruta de la derecha en la figura 6). Por otro lado, SYK puede interaccionar
con FYN, GAB2, PI3K§, BTK y LAT2 actuando sobre el mantenimiento de la sefial, y la
producciéon de citoquinas (ruta de la izquierda en la figura 6) [144]. Ademas, se ha

relacionado a SYK con la liberacion de histamina [146].

SYK puede activarse por un mecanismo IgE-independiente [147]. De hecho, SYK podria
ser uno de los elementos implicados en la activaciéon celular del mastocito en los
pacientes hipersensibles a los AINE a través de su activacion por la asociacion con TLR4
(receptor de Der p2, uno de los alérgenos mayoritarios de los acaros

Dermatophagoides pteronyssinus) [147]. Por otro lado, SYK también puede activarse
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gracias a su interaccion directa con el receptor de IgE [144] (Figura 6). Asi, se ha visto
gue la aspirina puede incrementar la fosforilacién de SYK, activandola y aumentando la
liberacion de histamina por un mecanismo en el que no esta implicada la inhibicién de
la COX, sino que activa especificamente la via de sefializacién intracelular mediada por

el receptor de Igk [148].

A partir de la activacion de SYK, la sefial se transmite por el eje LAT/PLCy-calcio/PKC de
la siguiente forma: SYK actua sobre LAT. LAT es una proteina situada en la membrana
plasmatica. Su gen es regulado por el factor de transcripcion Elf-1 que reconoce una
secuencia diana en la regién promotora de LAT [149]. Esta proteina se encarga, a su
vez, de activar a la fosfolipasa C (PLCy) (codificada por el gen PLCG1). PLCyes la enzima
encargada de transformar fosfolipidos de membrana (PIP2) en inositol trifosfato (IP3)
y diacilglicerol (DAG). Esto dos productos van a conducir a la liberacion de ca® por el
reticulo endoplasmatico y la activaciéon de canales de Ca®* extracelulares asi como la
activacion de la PKC. Esta activacion es Ca2+—dependiente [144]. El Ca’* actua sobre la
activacion de la fosfolipasa A2 (cPLA;), que es la enzima encargada de transformar
lipidos de membrana en AA, el cual serd transformado para dar lugar a los mediadores
inflamatorios [144]. Actualmente, hay descrita toda una superfamilia de PLA, [150]. De
todas las ellas, las que estan involucradas en esta ruta son las cPLA, dependientes de
Ca?**, denominadas como GIVA, ya que es una cPLA, especifica de fosfolipidos que
contienen AA y es dependiente de Ca®' [150]. La cPLA, gue nos interesa estudiar es la

codificada por el gen PLA2G4A ya que es la encargada de liberar el AA [150].

La via de activacion del mastocito que lleva a la sintesis de citoquinas, (ruta de la
izquierda en la figura 6), comparte elementos que también intervienen en la
regulacién de la via del AA [144]. Asi, SYK puede intervenir en el descenso de la
actividad del factor nucleolar NF-kB [151]. El factor nucleolar NF-kB interviene sobre la
via del AA [113,152] y también sobre la sintesis de citoquinas [144]. NF-kB es un
regulador transcripcional de PTGS2, cuya expresidn en los pdlipos nasales de los
pacientes NERD esta disminuida [113]. La actividad de dicho factor nucleolar esta
regulada por una proteina inhibidora (IkB-a), que a su vez, se ve modificada por accion
de ASA [152]. De esta manera, altas concentraciones de ASA evitan la fosforilaciéon y

degradacion de la proteina inhibidora IkB-a y dicha supresién permite la activacién de
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NF-kB. Esto permite la transcripcion de citoquinas pro-inflamatorias por el mastocito y
a la expresion de PTGS2 [152]. Ademas de esta proteina inhibidora, NF-kB puede ser
activado a través de TNFRSF11A (RANK) cuya transcripcién se ve modificada por
procesos de splicing alternativo, que en algunas ocasiones, da lugar a una proteina no
funcional [153], llevando en el dltimo término a una disminucién de la expresion de

PTGS2 y de la sintesis de citoquinas [153].

Activacion celular a través de la actuaciéon de citoquinas

El estudio de las citoquinas en las reacciones de hipersensibilidad a los AINE no ha sido
muy extenso. Sin embargo, existen varios SNP en la regién promotora de la citoquina
IL-18, que se asocian con patologias cutaneas [154]. Otras citoquinas de tipo Th2,
como la IL-4 o IL-33, estan implicadas en la regulacion de la via del AA [145,155]. De
estas citoquinas de tipo Th2, la linfopoietina estromal timica (TSLP) es producida por
las células epiteliales y puede iniciar y mantener la respuesta inflamatoria [156-157].
Ademas, se encuentra sobreexpresada en la piel afecta de pacientes con enfermedad
cutanea [158-159]. Esta citoquina ha sido ampliamente estudiada debido a su papel en
la respuesta inmune adaptativa [160-163]. Ademas, TSLP puede agravar la respuesta
inflamatoria bajo mecanismos inmunoldgicos de respuesta no especificos, en ausencia
de linfocitos T y anticuerpos IgE, a través de la activacion del sistema inmune innato
(Figura 7) [164]. Durante este proceso, TSLP induce la produccién de citoquinas Th2,
como IL-4, por los mastocitos [164-165]. El reconocimiento de TSLP se lleva a cabo a
través de su receptor heterodimérico que esta compuesto por una cadena de IL7Ra y
otra de TSLPR [166]. Dicho receptor se expresa, entre en otras células, en mastocitos

[164], y necesita de la presencia de ambas cadenas para ser funcional [166].

El uso de modelos animales ha permitido identificar éste receptor como una posible
diana terapéutica ya que su bloqueo previene el desarrollo de la sefial inflamatoria
[167-169]. Debido a su implicacion como citoquina central en la iniciacion y el
mantenimiento de la respuesta inflamatoria, se han llevado a cabo diversos estudios
de asociaciéon de genes candidatos evaluando la importancia de TSLP en las reacciones
de hipersensibilidad a los AINE en pacientes NERD [170], en la dermatitis atdpica

[171], en eczema [172], en asma [173-177], en rinitis alérgica [178], y en rinosinusitis
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cronica y poliposis nasal [179]. Asi, por ejemplo, aunque no encontré asociacion entre

TSLP y NERD [170], dicho gen si que se asocid con la dermatitis atdpica [171].
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Figura 7: Via de actuacién de TSLP. Esta citoquina activa la respuesta inmune innata a través de su
actuacién sobre los mastocitos y la respuesta inmune adaptativa a través de su actuacién sobre las
células dendriticas. TSLP es sintetizada por las células epiteliales y actta sobre las células dendriticas a
través de su receptor formado por IL7Ra y TSLPR, provocando la liberacién de una serie de citoquinas
que atraen a otros tipos celulares, dandose el proceso de infiltrado celular. Ademas, sobre las células
dendriticas actia induciendo su maduracién y su transporte hacia el timo dénde actuard sobre los
linfocitos T inmaduros induciendo la maduracidn y su polarizacidn hacia linfocitos Th2. Estos, a su vez,

induciran la liberacion de otros compuestos responsables de la inflamacidn. Figura tomada de [180].
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Las reacciones de hipersensibilidad a AINE agrupadas bajo la denominacion de IC
(NERD, NECD y NIUA) constituyen el mayor nimero de pacientes con hipersensibilidad
a AINE. El modelo mas ampliamente estudiado ha sido el de los pacientes con NERD;

aungue actualmente se asume que la entidad clinica mas frecuente es NIUA.

Un gran numero de estudios han descrito como en los pacientes con NERD, la
inhibicidn de la ruta de las ciclooxigenasas mediante la accidn de los AINE conduce a
una alteracién en la liberacion de mediadores inflamatorios y la activacion de
mastocitos y eosindfilos. En menor medida, este mecanismo ha sido estudiado en
pacientes con NECD y postulado en pacientes con NIUA. Sin embargo, no se han
realizado estudios que evalien el metabolismo de eicosanoides en pacientes con NIUA
que corroboren el mecanismo propuesto y/o establezcan similitudes y diferencias con

los pacientes con NERD.

Los primeros estudios genéticos en las reacciones de hipersensibilidad a AINE
mostraron asociaciones de polimorfismos en genes relacionados con la via del AA'y
pacientes con NERD. Sin embargo, el nimero de variantes genéticas estudiadas ha sido
limitado y focalizado principalmente en poblaciones asidticas. En pacientes espafioles
con NIUA, se ha llevado a cabo con éxito un estudio de asociacion de SNP en genes
involucrados en la via del AA. Asi, queda por determinar si estas asociaciones son

consistentes en una amplia poblacion de pacientes espafioles con NERD.

A pesar de que las variaciones en el numero de copias (CNV) de los genes han sido
asociadas con la susceptibilidad a diversas enfermedades y como factores capaces de
alterar la expresidon génica, su papel no ha sido estudiado en las reacciones de
hipersensibilidad a AINE. Por lo tanto, el estudio de estas variantes, particularmente en
genes relacionados con el metabolismo del AA, constituye un punto de partida

necesario para evaluar su efecto en las reacciones de hipersensibilidad a AINE.

Aunque se han descrito asociaciones en los genes implicados en la transformacién del
AA vy la captacion de sus metabolitos, asi como la eliminacién de los mismos, no se ha
estudiado si SNP presentes en los principales genes implicados en la via de activacién

del mastocito podrian estar asociados con NIUA.
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Justificacidon e hipodtesis

Por otro lado, la citoquina TSLP ejerce un papel relevante en el inicio de la senal
inflamatoria gracias a que puede activar a numerosos tipos de células inmunes,
ejemplo de ello son los mastocitos. Asi, SNP en los genes que codifican para la
citoquina y ambas cadenas de su receptor podrian estar relacionados con el

mecanismo de estas reacciones en pacientes con NIUA.

Adicionalmente, se han descrito variantes genéticas no relacionadas con el
metabolismo del AA que han mostrado tener asociacion con el desarrollo de NERD.
Sin embargo, no se ha probado si estas asociaciones estan presentes en NIUA, por lo
qgue hipotetizamos que SNP del gen CEP68 podrian estar asociados con NIUA, al igual

gue se ha descrito para NERD.

Al ser la hipersensibilidad a los AINE una enfermedad multigénica, es muy probable
gue existan mds mecanismos implicados en el desarrollo de la enfermedad que no se
hayan descrito hasta el momento. Por lo que, una aproximacién genética a gran escala,
podria ayudar al descubrimiento de mecanismos adicionales asociados a esta

patologia.
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Objetivos

Dentro del estudio fenotipico de las reacciones de hipersensibilidad, el objetivo fue el

siguiente:

1) Analizar el perfil de mediadores inflamatorios derivados de la via del AA en
pacientes con NIUA y NERD, tanto basalmente como tras la provocacién

con el AINE.

Dentro del estudio genotipico de las reacciones de hipersensibilidad, los objetivos

fueron los siguientes:

2) Analizar la posible asociacion entre pacientes NERD y una serie de SNP y

CNV de genes involucrados en la via del AA.

3) Analizar la existencia de CNV en los principales genes involucrados en la via

del AA en pacientes NIUA.

4) Analizar la posible asociacion entre SNP en genes involucrados en la via de

activacion del mastocito en NIUA.

5) Analizar la posible implicacion de variantes génicas en los genes que

codifican para la citoquina TSLP y su receptor en NIUA.

6) Analizar la posible implicacion del gen CEP68, previamente asociado con

NERD, en pacientes con NIUA, NERD y mixtos.

7) Estudiar a nivel de genoma completo la posible implicacion de otras vias y

mecanismos relacionados con NIUA.
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Seleccion de los pacientes

Para llevar a cabo este estudio se han seleccionado 5 grupos de individuos (NERD,
NIUA, mixtos, ATA y controles sanos). Todos ellos tienen origen espafiol, no estdn
emparentados entre si y fueron seleccionados independientemente del sexo. Todos los
participantes fueron reclutados entre los afios 2006 y 2014, en los servicios de alergia
de 6 hospitales publicos de Espafia por alergdlogos especializados en las reacciones de
hipersensibilidad a farmacos. Todos estos centros estan integrados en la Red nacional
de reacciones adversas a farmacos y alérgenos (RIRAAF).Todos los pacientes incluidos
en el estudio fueron diagnosticados teniendo en cuenta la clasificacion propuesta por

el ENDA [28].
Los criterios de seleccion de cada uno de los grupos se describen a continuacion:
Grupo de pacientes con NERD

Todos los pacientes con NERD incluidos en los trabajos, que se describen a
continuacion, presentaron una historia clinica con al menos 2 episodios de sintomas
respiratorios tras la toma de un AINE y una provocacion nasal con L-ASA positiva, como
se ha descrito previamente [109]. Todos los pacientes asmaticos fueron diagnosticados

siguiendo la Guia de la Iniciativa Global para el Asma (GINA) [181].
Grupo de pacientes con NIUA

Los pacientes con NIUA habian presentado al menos dos episodios de reacciones de

hipersensibilidad con dos o0 mas AINE y un TPO con ASA positiva.

Probablemente, una descripcion aun mas detallada de las caracteristicas clinicas de
estos pacientes pueda proporcionar una clasificacion mas pormenorizada [30]. El
hecho de que se pueda clasificar a los pacientes de una forma mas exhaustiva gracias a
sus caracteristicas clinicas, hace pensar que esos sintomas clinicos pudieran reflejar un

bagaje genético distintivo para cada entidad clinica.

En el analisis de asociacidon entre SNP en genes involucrados en la via de activacion del

mastocito y NIUA, se tuvo en cuenta que los pacientes NIUA pueden ser
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subclasificados en funcién de los sintomas clinicos presentados tras la ingesta del AINE
en tres subgrupos principales: a) pacientes que sdlo desarrollan urticaria, b) pacientes

que sufren angioedema y c) pacientes que desarrollan urticaria y angioedema.
Grupo de pacientes mixtos

Para ser incluidos, todos los pacientes mixtos debian presentar una historia clinica con
mas de 2 episodios de reacciones de hipersensibilidad mostrando afectaciéon cutanea
(urticaria y/o angioedema) ademas de afectacion de las vias respiratorias (rinitis y/o
asma) con al menos 2 AINE diferentes, y no presentar NECD. El diagndstico fue

confirmado por un TPO a simple ciego o TPN.
Grupo de pacientes ATA

Este grupo de pacientes estd compuesto por individuos asmaticos que no presentaban
historia previa de hipersensibilidad a los AINE. Todos ellos fueron diagnosticados
siguiendo la Guia de la Iniciativa Global para el Asma (GINA) [181]. A todos ellos se les
administré L-ASA por via nasal para confirmar la tolerancia antes de su inclusién en el

estudio.
Grupo de controles sanos

Los individuos sanos no tenian que presentar una historia previa de asma o
hipersensibilidad a AINE, una FEV; mayor que el 80% del valor predicho, y una PCyo con
metacolina mayor a 25 mg/mL. Se les administré L-ASA por via nasal o ASA por via oral
para confirmar la tolerancia antes de su inclusion en el estudio. Asi, los controles sanos
incluidos en el objetivo 1 y 2 que sirvieron para comparar con el grupo NERD, fueron
provocados con L-ASA por via nasal. El resto de los controles sanos incluidos en los

demads objetivos fueron provocados oralmente con ASA.
Criterios de exclusion

Los criterios de exclusién fueron los siguientes: pacientes con urticaria cronica
espontanea o urticaria aguda recurrente, perforacion septal, bloqueo nasal total o

parcial, infecciéon de las vias respiratorias altas, o alguna condicidn que impidiese la
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provocacidon nasal u oral, embarazo o lactancia, enfermedad autoinmune u otra

enfermedad sistémica.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, para cada uno de los objetivos de esta tesis se

seleccionaron los siguientes individuos (Tabla 8):

Andlisis del perfil de mediadores inflamatorios derivados de la via del acido araquidénico.

Grupo NERD NIUA ATA Controles
Sanos
NuUmero de individuos | 10 10 10 20

acido araquiddnico.

Anadlisis de asociacion entre pacientes NERD y SNP y CNV de genes involucrados en la via del

Grupo NERD ATA Controles
sanos
Numero de individuos | 250 260 315

Analisis de asociacion entre CNV localizados en genes de la via del acido araquiddnico y

NIUA.

Fase de descubrimiento

Fase (2007-2009) Fase de replicacién (2010-2012)
Grupo NIUA Controles NIUA Controles

sanos sanos
Numero de individuos | 151 139 148 140

Analisis de asociacion entre SNP en genes involucrados en la via de activacion del mastocito

y NIUA.

Grupo NIUA Controles
sanos

Numero de individuos | 450 500

Analisis de asociacion entre SNP en TSLP, IL7R y TSLPR y NIUA.

Grupo NIUA Controles
sanos
Numero de individuos | 376 585

Anglisis de asociacion entre SNP en CEP68 y la hipersensibilidad a los AINE

Grupo NIUA NERD Mixtos Controles
Sanos
NuUmero de individuos | 399 110 126 425

Estudio de asociacion a nivel de genoma completo
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Controles
Grupo NIUA sanos NIUA (chinos) Controles.
sanos (chinos)

(espafioles) (espafioles)

Numero de individuos
de la primera fase 112 124 120 101
(arrays)

Numero de individuos

1 s 200 200 200 200
en la validacién

Tabla 8: Tipo y numero de individuos incluidos en cada uno de los estudios que componen esta tesis

doctoral.

Para el estudio a nivel de genoma completo se conté tanto con los pacientes espafioles
descritos previamente como con los siguientes individuos: 120 pacientes chinos de la
etnia Han con NIUA y 101 controles reclutados del Hospital Memorial Chang-Gung vy
del Hospital Médico Universitario de China (Tabla 8). Estos pacientes y controles

fueron seleccionados siguiendo los mismos criterios que la poblacién espaiola.

Determinacion del estado atopico

Se realizaron prick con los 30 alérgenos inhalantes mas prevalentes entre los que se
incluyo pélenes, acaros del polvo, hongos y epitelio animal. También se midié la IgE
total en suero usando el sistema ImmunoCAP (Phadia, Uppsala, Suecia). La atopia fue
definida como una o mas pruebas cutdneas positivas o valores de IgE total superiores a

130 kU/L.

Declaracion ética

Todos los individuos participantes en los estudios que componen esta tesis doctoral
fueron seleccionados de forma independiente al sexo o la edad. Todos ellos fueron
informados y firmaron un consentimiento informado. Los protocolos seguidos fueron
aprobados por los comités éticos de las instituciones involucradas en el estudio
(Comité Coordinador de Etica de la Investigacién Biomédica de Andalucia), teniendo en

cuenta los principios de la Declaracién de Helsinki.
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Provocacion nasal con L-ASA

Los pacientes NERD y un grupo de controles sanos fueron provocados nasalmente con
L-ASA tal y como se describe previamente en el trabajo de Campo et al. [109]. Al
menos dos semanas antes del estudio, los individuos dejaron de tomar los siguientes
medicamentos: modificadores de leucotrienos, antihistaminicos y cortico-esteroides
nasales y sistémicos. Los casos que presentaron hiperreactividad nasal tras la
provocacidn con una solucion salina al 0.9%, fueron descartados. Los pacientes fueron
provocados usando una solucién con 290 mg/ml de L-ASA, administrando 100 pl en
cada orificio nasal. La respuesta fue monitorizada a 15, 60 y 120 minutos por
rinometria acustica (SRE 2000 rhinometer, Rhinometrics, Lynge, Dinamarca) y por un
sistema de puntuacién visual de los sintomas. Mediante rinometria acustica se midio
el volumen de la cavidad nasal correspondiente al cornete inferior (volumen 2-6 cm)
en cada fosa nasal, teniendo en cuenta las directrices previamente descritas [182]. La
puntuacion de los sintomas consistid en un cuestionario en el que se tuvieron en
cuenta los sintomas de obstruccién nasal, rinorrea, picores y estornudos. Estos
sintomas fueron monitorizados en cada punto colocando una marca vertical en una
escala horizontal analdgica visual (VAS) de 100 mm. Las medidas seriadas de volumen
espirado (FVE;) fueron llevadas a cabo con un espirdmetro Spirobank® Spirometer

(RDSM, Hasselt, Bélgica) siguiendo las directrices previamente establecidas [183].

Provocacion oral con ASA

Los TPO con ASA a dosis crecientes fueron llevados a cabo en pacientes con NIUA y el
otro grupo controles sanos [23]. Esta provocacion fue realizada con un procedimiento
simple ciego. En el primer dia, se dieron capsulas de placebo en los intervalos de
tiempo previamente establecidos y en el segundo dia de provocacién (realizado al
menos dos semanas después) se administraron oralmente dosis creciente de ASA en
intervalos de 90 minutos, como se describe previamente [3]. En caso de aparecer
sintomas cutaneos y/o signos vitales alterados (alteracion de ritmo cardiaco, descenso
en la tasa de flujo espiratorio o hipotension) durante la provocacion, se paraba el
procedimiento y se evaluaban y trataban los sintomas. Si no aparecian sintomas

95



Material y métodos

durante la administracion, se llegaba a la dosis acumulada total. En el caso de que los
individuos presentasen una buena tolerancia durante la provocacion y 2 dias tras la
administracion, la prueba se consideraba negativa. Todos los medicamentos fueron

administrados en capsulas opacas preparadas por el servicio de farmacia del hospital.

Obtencion de muestras y determinacion de mediadores
inflamatorios

Durante las provocaciones, se recogieron muestras de orina a tiempo basal y en
intervalos de 0-3, 3-6 y 6-9 horas después de la provocacién con el medicamento o la
administracion del placebo. Las muestras de controles fueron recogidas basalmente y
en los mismos periodos que en los pacientes. Se determind la concentracion de 11
mediadores eicosanoides en orina, incluyendo LTE; y metabolitos de PGE, (13,14-
dihidro-15-ceto-PGE,;  13,14-dihidro-15-ceto-tetranor-PGE, y tetranor-PGE-M),
metabolitos de PGD, (13,14-dihidro-15-ceto-PGD,; 13,14-dihidro-15-ceto-tetranor-
PGD, y tetranor-PGDM), metabolitos de PGF, (2,3-dinor-9a,11B-PGF,y y 93,11b-PGF,,)
e isoprostanos (iPF,,-VI y 5-iPF,4-VI). Para la determinacion de los metabolitos, a cada
muestra de orina (1 mL) se le afiadieron unos estandares quimicamente idénticos
modificados (0.25-1.0 ng), se acidificaron hasta un pH 3.5 con acido acético y se
extrajeron usando la fase organica. Las muestras para la determinacién de LT fueron
analizadas mediante cromatografia liquida de alta resolucién/espectrometria de masas
(Qtrap 4000, Applied Biosystems, CA, USA) en modo de monitorizacién de multiples
reacciones con ionizacion negativa. Las muestras para la determinacion de PG se
derivatizaron a pentafluorobencil ester, trimetilsilil ester y metoxioxima, se purificaron
mediante cromatografia en capa fina y se analizaron empleando cromatografia de
gases y espectrometria de masas en modo ionizacidon quimica negativa (GC-NICI-MS,
Engine 5989B series Il Hewlett Packard, Palo Alto, CA). Todas las muestras se

analizaron en modo simple ciego [90].
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Extraccion de DNA gendmico, controles de calidad y cuantificacion

Se obtuvo sangre periférica de pacientes y de controles en tubos de 3.5mL de volumen
con citrato de sodio como anticoagulante. Dicha sangre fue centrifugada a 4000 rpm
durante 5 minutos para separar la fraccion de células blancas (linfocitos, monocitos y
otras células sanguineas nucleadas) del resto de componentes sanguineos. A partir de
dichas células, se extrajo el DNA gendmico mediante la utilizaciéon de un Kit comercial
Flexigene (Quiagen®), siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Este método
se basa en un primer paso de lisis celular, seguida de una degradacion de la fracciéon
proteica con la ayuda de la proteinasa K, la precipitacion del DNA con isopropanol y
posterior purificacién con etanol. Las muestras fueron rehidratadas y conservadas en

un buffer de hidratacion que contiene Tris-EDTA.

Las muestras pasaron los siguientes controles de calidad: Se calculd el ratio 260/280 y
260/230 a través de una medicién de la absorbancia a 230, 260 y 280 nm con el uso de
del espectrofotémetro NanoDrop ND-2000 (Thermo Scientific). Los valores de los ratio
debian ser mayores a 1.8 y 2.0-2.2, para cada uno de los ratios analizados, para
considerar a las muestras como aptas para su inclusidn en los estudios. La siguiente
prueba realizada fue la separacién del DNA por tamafios en un gel de agarosa al 1%,
mediante una electroforesis unidimensional. El objetivo era asegurarnos de que al

menos el 90% del DNA extraido estaba integro.

Por ultimo, la cuantificacién de la concentracion de DNA fue realizada usando Quant-iT
PicoGreen dsDNA Reagents (Invitrogen). Posteriormente se realizaron alicuotas de

DNA a una concentracidn de 20 ng/uL o 5 ng/ulL para las posteriores determinaciones.

Seleccion de los polimorfismos

En el andlisis de variantes en genes implicados en la via del AA en pacientes NERD, se
estudiaron un total de 33 SNP en los siguientes genes: PTGS1, PTGS2, ALOXS5,
ALOX5AP, ALOX12, ALOX15, LTC4S, CYSLTR1, CYSLTR2, PTGER1, PTGER2, PTGER3,
PTGER4, PTGDR y PTGFR (Tabla 9). Estos fueron seleccionados de forma directa,

basandonos en que la frecuencia alélica menor (MAF) descrita en HapMap [184], el
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Proyecto 1000 Genomas [185] o en la base de datos dbSNP fuese superior a 0.05
(MAF>0.05), su posible implicacién funcional; asi como su asociacion descrita con
NERD en otras poblaciones y la informacién obtenida de SNP info

(snpinfo.niehs.nih.gov).

El analisis de asociacién entre SNP en genes involucrados en la via de activacion del
mastocito y NIUA, fue un estudio de asociacion directa. Se estudiaron 9 SNP en los
siguientes genes: PLA2G4A, PLCG1, LAT, SYK y TNFRS11A (Tabla 9). Los SNP analizados
fueron seleccionados de acuerdo a varios criterios; en primer lugar, se seleccionaron
SNP con importancia clinica o funcional previamente descrita en anteriores
publicaciones, en caso de no existir informacién previa, se seleccionaron SNP no
sindnimos que pudieran tener un efecto y ademas, se tuvo en cuenta que presentasen
una frecuencia alélica menor (>0.01) en la poblacion CEU como ha sido reportado en la
base de datos publica del NCBI (Tabla 9)[149,186-190]. Mas detalles sobre los criterios

de seleccidn se han descrito en el Anexo 2.

En el andlisis de asociacion entre SNP en TSLP, IL7R y TSLPR y NIUA, se genotiparon los
SNP de la tabla 9. Estas variantes genéticas existentes en TLSP e IL7R fueron
seleccionadas usando Haploview en funcidn de la informacién disponible en la base de
datos de HapMap Il [184], incluyendo 10 kb de las regiones flanqueantes de cada gen
y corroborando la cobertura de las variantes con una MAF>0.10 con un r*>0.8. Para
TSLPR se seleccionaron de forma directa tres SNP en este gen que habian sido
previamente evaluados por su asociacion con otras enfermedades inflamatorias

[171,191].

Para llevar a cabo el analisis de asociacidn entre SNP en CEP68 y la hipersensibilidad a
los AINE, se seleccionaron 6 SNP (Tabla 9). Para ello se usé un algoritmo de seleccion
de marcadores multiple basado en r gue estd incluido en el software TaglT 3.03 [192].
El proceso de seleccion fue descrito previamente en Flores et al. [193], y se llevd a
cabo teniendo en cuenta un valor de r’ para el haplotipo de 0.80, usando un método
SNP-dropping-with-resampling. Ademas, se incluyé el polimorfismo rs7572857, el cual
fue asociado previamente con NERD en un GWAS llevado a cabo con poblacion

coreana [138].
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Para llevar a cabo el estudio de asociacidn a nivel de genoma completo se usé el array
Affymetrix® Genome-wide Human SNP Array 6.0 (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA).
Este array estd diseflado para detectar 1.8 millones de variantes entre las que se
encuentran 906600 SNP y 946000 CNV. Este proceso se llevd a cabo en el centro
nacional de medicina gendmica de la Academia Sinica (Tapéi, Taiwan). En nuestro

laboratorio se llevd a cabo la validacion de los SNP de la poblacidn espafola (Tabla 9).

Anadlisis de asociacion entre pacientes NERD y SNP y CNV de genes involucrados en la via del

acido araquidonico.

PTGS1 rs5789, rs5794, rs1236913, rs10306108, rs3842787, rs10306135
PTGS2 rs689465, rs689466
ALOX5 rs2115819, rs3780894, rs4986832
ALOX5AP rs1132340
ALOX12 rs434473, rs1126667
ALOX15 rs3892408, rs11568131
LTC4S rs730012
CYSLTR1 rs320995, rs2806489
CYSLTR2 rs912278
PTGER1 rs3810253, rs3810255
PTGER2 rs17197, rs1254598, rs1353411, rs2075797
PTGER3 rs959
PTGER4 rs4495224, rs7720838, rs45613037
PTGDR rs8004654, rs34236606
PTGFR rs3753380
Analisis de asociacion entre SNP en genes involucrados en la via de activacion del mastocito
PLA2G4A rs2307198, rs12746200, rs12749354
PLCG1 rs753381, rs2228246
LAT rs7140
SYK rs290986
TNFRS11A rs1805034, rs35211496
TSLP rs1545169, rs764917, rs1837253, rs3806932, rs2289276, rs897801
IL7R rs1494565, rs11567714, rs6897932, rs13167136, rs700179,
TSLPR rs36139698, rs36177645, rs36133495

Analisis de asociacion entre SNP en CEP68 y la hipersensibilidad a los AINE

CEP68 rs10496123, rs2241161, rs2249105, rs3732098, rs7572857, rs1228
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Estudio de asociacion a nivel de genoma completo (validacion espaiiola)

RIMS1 rs2249625, rs2254147
RAD51B rs8008961
chr 10:58883576 rs282674
Chr 10:58883857 rs282673
CFAP61 rs6075630, rs6106205
Chr 3:161931728 rs6441418
Chr 3:161931564 rs6441417
LOC101927646 rs1335808
CAMTA1 rs1750849
Chr 10:58866474 rs3125447
GPRIN3 rs6532150
Chr 13:110027123 rs2225777
Chr 8:74795427 rs7842758

Tabla 9: Relacion de SNP genotipados. Todos ellos han sido analizados con sondas TagMan.

Seleccion de los CNV

El analisis de asociacion entre CNV localizados en los genes de la via del AA en
pacientes NERD y NIUA fue realizado usando TagMan copy number assays (Life
Technologies SA, Madrid, Espafia) [194], disefiados para hibridar con el marco abierto
de lectura de los siguientes genes: ALOX5, LTC4S, PTGS1, PTGS2, PTGER1, PTGER2,
PTGER3 y PTGER4 (Tabla 10). Se incluyeron también datos adicionales de estos CNV
que fueron extraidos de las bases de datos de UCSC (GRCh37/hg19)[195] y ClinVar

[196] y fueron incluidos en la tabla de material suplementario (Anexo 3) (Tabla S1).

Localizacion del CNV

Region cromosomica amplificada Citobanda
gl I pim dentro del gen '

ALOX5 Hs00451964_cn Chr.10:45869629-45941565 En el exén 1 10q11.21d
LTC4S Hs01500567_cn Chr.5:179220986-179223513 En el exén 5 5q35.3e
PTGS1 Hs00676037_cn Chr.9:125133229-125157981 En el exén 7 9g33.2b
PTGS2 Hs02952497_cn Chr.1:186640944-186649559 En el exén 10 1g31.12
PTGER1 Hs00354128_cn Chr.19:14583278-14586174 En el exén 3 19p13.12c
PTGER2 Hs02595127_cn Chr.14:52781016-52795324 En el exén 2 14922.1c
PTGER3 Hs00650667_cn Chr.1:71318036-71513491 En el exén 1 1p31.1j
PTGER4 Hs02934272_cn Chr.5:40680032-40693837 En el ex6n 3 5p13.1b

Tabla 10: Informacion detallada de los CNV analizados en esta tesis.
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Genotipado
Fundamento de las sondas utilizadas

El procedimiento de genotipado fue llevado a cabo mediante PCR cuantitativa (qPCR) a
tiempo real en 7500 Fast Real-Time PCR System usando sondas de discriminacion

alélica de TaqMan (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Para determinar el genotipo se usaron sondas TagManll para cada uno de los
polimorfismos a estudiar. Estas sondas vienen acompafiadas de sus cebadores
especificos para amplificar la regién donde se encuentra el SNP. Fueron validadas y
producidas por Applied Biosystems (Foster City, California). El fundamento en el que se
basa estas sondas se ha detallado en la figura 8. Concretamente, se incluye una pareja
de sondas con fluoréforos VIC o FAM que se unen especificamente a una secuencia
gue entre ambas varia un solo nucledtido, que es precisamente el SNP que se quiere
identificar. Una de las sondas reconocerd el nucledtido mas frecuente y la otra
reconocerd la variante. Cada sonda contiene en su extremo 5" unido un fluoréforo
indicador. A la sonda del alelo 1 se une el colorante denominado comercialmente VIC.
Y a la sonda del alelo 2 se une el colorante FAM. Por ejemplo, cuando tenemos este
caso: ATCGATT [G/T] ATCC. La sonda unida a VIC se unira con el alelo G y la sonda
unida a FAM se unira al alelo T. En el extremo 3’, tienen unidas un “Quencher” no
fluorescente que capta la fluorescencia emitida por el colorante VIC o FAM mientras
estén ambos en la misma molécula. Durante la PCR, cada sonda TagMan[l se une
especificamente a su diana. Esta estara situada entre los sitios de reconocimiento de
una pareja de cebadores especificos que van a amplificar la secuencia que contiene el
polimorfismo a estudiar. Una vez que la DNA polimerasa comienza a elongar la cadena
de DNA, va eliminando nucleétidos gracias a su actividad 5° exonucleasa. La DNA
polimerasa es la AmpliTagll] Gold DNA polimerasa. En el momento que llegue a la zona
donde esta unida la sonda, la digiere liberandose el colorante (VIC o FAM). El colorante
liberado emite fluorescencia que podra ser detectada por un sistema de captacion
presente en el termociclador. Cuando no se da la unién de la sonda a su diana, no se
degrada ésta y no se libera el fluoréforo. Sélo cuando esta libre, puede emitir

fluorescencia gracias a que se separa del “quencher”. Entonces, la fluorescencia
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generada por la amplificaciéon de la PCR indica que los alelos estan presentes en la

muestra.

Y
®
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Figura 8: Fundamento de las sondas TagMan[l. Imagen tomada de [197].

Procedimiento para el genotipado de SNP

Las reacciones de qPCR para la identificacion de SNP fueron llevadas a cabo usando los
reactivos descritos en la tabla 11 y el programa de la tabla 12. Todos los genotipos de

las muestras fueron determinados por triplicado usando el 7500 software 2.0.1.

| TagMan®GTXpress Master Mix(2x) 125 |
TagMan®genotypingassay (20X) 1,25
DNA molde (20 ng/ plL) 5
Agua libre de nucleasas 6,25
Volumen final 25

Tabla 11: Componentes para la reaccion de qPCR para la determinacién alélica de SNP con sondas

TagMan.
Paso Temperatura (°C) Duracién (segundos) Ciclos
Activacién de la enzima 95 20 Hold
Desnaturalizacion 95 2 40
Anillamiento/extension 60 30

Tabla 12: Condiciones experimentales de la reaccién de gPCR para genotipado de SNP con sondas

TagMan en el termociclador Fast 7500.
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Procedimiento para el genotipado de CNV

Para la identificacion de los CNV, las reacciones de gqPCR fueron llevadas a cabo
mediante PCR a tiempo real en 7500 Fast Real-Time PCR utilizando TagMan copy
number assays (Applied Biosciences). Estas sondas fueron disefiadas para hibridar con

el marco abierto de lectura de cada gen (Tabla 10).

La reaccion de gPCR por la cual se identifica la presencia de CNV es una PCR a tiempo
real doble. En ella, por un lado se amplifica nuestra regidn de interés (TagMan® Copy
Number Reference Assay) y por otro lado, un gen de referencia que en nuestro caso es
la RNAsa P (TagMan® Copy Number Reference Assay RNase P). Este gen de referencia
fue elegido por ser el mas recomendado para realizar experimentos de cuantificacion
del numero de copias en DNA gendmico humano. Este ensayo detecta el gen del
componente H1 de la ribonucleasa P (RPPH1) presente en la posiciéon 14q11.2 del
cromosoma 14. Las reacciones de gPCR se llevaron a cabo usando 20 ng de DNA
gendmico por reaccidon. Cada paciente fue testado por triplicado y cuando los
pacientes no presentaban dos copias, la muestra se analizaba una vez mas para
confirmar el resultado. Si estos resultados se repetian, se volvia a ensayar por
cuadruplicado, tal y como recomienda el fabricante. El genotipo de cada individuo fue
asignado usando el software CopyCaller™ (Applied Biosciences Hispania). El nimero
de copias de la secuencia diana se determind usando el método de cuantificacidon
relativa basado en los valores de Cyllamado AAC;. Este método mide la diferencia de

Cr entre la secuencia de referencia y la secuencia de interés.

Los reactivos utilizados para la reaccion de PCR necesaria para identificar CNV, se

describen en la tabla 13 y el programa usado en la tabla 14.

Componentes de la reaccion Volumen por reaccion (pL)
TagMan® Genotyping Master Mix 10
TagMan® Copy Number Assay (20X) 1

TagMan® Copy Number Reference Assay

Agua libre de nucleasas

DNA molde (5 ng/ pL)

Volumen final 20

Tabla 13: Componentes de la gPCR para la identificacion de CNV.
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Paso Temperatura ( °C) Duracidn (segundos) Ciclos ‘
Activacién de la enzima 95 10 minutos Hold
Desnaturalizacidn 95 15 40
Anillamiento/extension 60 60

Tabla 14: Condiciones de la qPCR para identificacién de CNV.

Procedimiento para el genotipado a nivel de genoma completo y su
validacion

El estudio del genoma completo fue llevado a cabo usando Affymetrix® Genome-wide
Human SNP Array 6.0 (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) en el centro nacional de
medicina gendmica de la Academia Sinica (Taipéi, Taiwan). La asignacion del genotipo
se realizd con Affymetrix Power Tool 1.10.2 (Affymetrix) usando los parametros
indicados por defecto.

Los SNP autosémicos del GWAS con un p<10~ fueron validados mediante
espectrometria de masas con MALDI-TOF (SEQUENOM MassARRAY®, Sequenom, San
Diego, CA, USA). Los SNP resultantes después de la validacién cruzada con la
plataforma (Tabla 9), fueron genotipados en el laboratorio de investigacion de Malaga
usando ensayos de discriminacion alélica de TagMan® en el sistema de PCR a tiempo
real 7500 Fast (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) tal y como se ha descrito

previamente.

Analisis funcional de redes proteicas asociadas

Con el objetivo de identificar asociaciones funcionales entre CEP68 y otras proteinas se

uso la base de datos de STRING [198] (disponible online en http://string-db.org).

Analisis estadistico

1. En el estudio del perfil de los mediadores inflamatorios derivados de la via del
AA, los datos clinicos fueron expresados como mediastrango. Los metabolitos
de la orina fueron expresados en pg/mg de creatinina, como mediana y rango

intercuartilico. Las comparaciones entre grupos en condiciones basales fueron
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calculadas con un ANOVA. Las comparaciones estadisticas de todos los datos de
los pacientes y los controles fueron realizadas con un test de Wilcoxon-Mann-
Whitney. La significacidn estadistica fue definida a partir de un p-valor inferior

a 0.05 (p<0.05).

En el analisis de variantes en genes implicados en la via del AA en pacientes
NERD (SNP y CNV), los datos demograficos y clinicos fueron analizados usando
un test de Mann-Whitney con el programa SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL)(Tabla 18). El equilibrio de Hardy—Weinberg fue evaluado usando el

programa de DeFinetti (http://ihg2.helmholtzmuenchen.de/cgi-

bin/hw/hwal.pl). Los andlisis de las frecuencias alélicas y genotipicas fueron

llevados a cabo por una regresion logistica basandonos en modelos alélicos,
heterocigotos y homocigotos dominante o recesivo y ajustando por el estado
atdpico. La correccién por test multiples fue realizada a través del calculo de la
tasa de falso descubrimiento (FDR) usando QVALUE [199]. Un p-valor<0.05 fue
considerado estadisticamente significativo. La reconstruccion del haplotipo fue
llevada a cabo con Haploview 4.2 [200]. El poder estadistico identificado en

este estudio para MAF=0.1 fue del 87.0%.

En el analisis de asociacion entre CNV localizadas en genes de la via del AA'y
NIUA, las caracteristicas clinicas y demograficas fueron analizadas mediante un
test de Mann-Whitney usando el programa GraphPad prism 5 (GraphPad
software, San Diego, CA). Los controles de calidad de los datos de genotipado
fueron llevados a cabo usando PLINK [201]. Las muestras o los genes que
presentaron una tasa de completado (CR) inferior al 80% fueron descartados. Si
algin CNV hubiese estado en desequilibrio de Hardy-Weinberg en el grupo
control, no se hubiese incluido en los siguientes analisis. La asociacién de la
patologia NIUA con los CNV para los genes que pasaron los controles de calidad
fue testada con el programa EPIDAT mediante un test exacto de Fisher. La
asociacion de la atopia con los CNV también fue evaluada usando el mismo
método. Para calcular los resultados del meta-analisis, se usé un test de

Mantel-Haenszel con EPIDAT [202] y para calcular el p-valor exacto se usé R
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programm (version 3.1.2). Ademds, con el objetivo de determinar si habia
alguna relacién entre la presencia de una delecidon en uno de los genes con la
presencia de otra delecidn en otro gen, se llevd a cabo una correlacion usando
GraphPad prism 5. El poder estadistico para nuestras muestras fue calculado

usando Quanto (http://biostats.use.edu/software). Dicho poder fue del 81.42%

para una frecuencia del 5% de CNV y un odd ratio (OR) de 2.

En el andlisis de asociacion entre SNP en genes involucrados en la via de
activacion del mastocito y NIUA, los datos clinicos y demograficos fueron
analizados usando un test de Mann-Whitney con el programa SPSS 15.0 para
Windows (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA). El equilibrio de Hardy—Weinberg
fue analizado con el programa de DeFinetti

(http://ihg2.helmholtzmuenchen.de/cgi-bin/hw/hwal.pl). Los analisis alélicos

y genotipicos fueron llevados a cabo usando un modelo de regresion logistica y
el riesgo de asociacién de NIUA con las variantes genéticas fue estimado por
odds ratios alélicos, heterocigotos y homocigotos dominantes y recesivos, y
ajustando por el estado atdpico. El punto de corte para establecer la
significacion estadistica se establecié para un p-valor<0.05.

La reconstruccion del haplotipo se realizé usando el programa Haploview 4.2
[200]. La correccidn por tests multiples fue llevada a cabo mediante el calculo
de la tasa de falso descubrimiento (FDR) (Pc values) usando QVALUE [199]. El
poder estadistico en este estudio para detectar asociaciones de SNP con una

MAF=0.1 con un valor de RR=1.5 (p=0.05) fue estimado en un 87%.

En el andlisis de asociacidn entre SNP en TSLP, IL7R y TSLPR y NIUA, los datos
clinicos y demograficos fueron analizados usando la version 3.1.2 del programa
R, mediante tests x> y Mann-Withey.

Los controles de calidad vy el filtrado de los datos de genotipado se llevaron a
cabo usando el software PLINK [201] para descartar los SNP con: una tasa de
completado (CR) <90%, MAF<0.05, y desviaciones del equilibrio de Hardy-

Weinberg (HWE) con p-valores <0.0033 (valor dado por la correccién de

106



Material y métodos

Bonferroni 0.05/15). Las muestras de individuos con una CR <80% no fueron
incluidas en los analisis de asociacidn.

Para llevar a cabo la estimacién de la frecuencia de variantes adicionales en
nuestros genes candidatos, es decir una imputacion, descargamos la
informacién de la fase 3 del Proyecto 1000 Genomas [185]. Usando VCF tools,
seleccionamos las regiones de interés para TSLP (chr5:110,395,778-
110,423,722) elL7R (chr5:35,846,977-35,889,705), pero no para TSLPR, debido
a la falta de informacion de este gen en el proyecto 1000 Genomas. A
continuacion, usamos PLINK para extraer los datos de los 503 individuos
Europeos incluidos dentro de dicha fase. La imputacién se llevé a cabo con el
software Mach 1.0.16 [203]. Este software se ha disefiado a partir del trabajo
de Abecasis y Li y proporciona la estimacion de los alelos faltantes de una
muestra de genotipos, apoyandose en el uso de un modelo de Markov oculto
[203]. Los test de asociacién fueron realizados con Mach2dat usando dosis
alélicas [203]. Los SNP con MAF <0.10 y RSQR inferiores a 0.3 (RSQR<0.3)
fueron excluidos. RSQR es un archivo del valor de Rsg. Un Rsq o R? es una
medida de la calidad de la imputacion, se trata de un r® entre el genotipo
verdadero y el imputado. Los datos obtenidos fueron presentados en un
grafico de la regidn analizada usando Locus Zoom [204]. La FDR fue calculada
usando Q-VALUE para R [199] y se establecié una FDR <5% para declarar la
significacion estadistica.

El poder estadistico fue calculado usando Quanto
(http://biostats.usc.edu/software), asumiendo un riesgo de padecer NIUA de
0.0148 y teniendo en cuenta el nimero de SNP independientes para cada gen,

como fue estimado con SNPpD (https://genepi.gimr.edu.au/). El poder

estadistico fue del 81.89% para SNP con una MAF=0.4.

En el analisis de asociacion entre SNP en CEP68 y la hipersensibilidad a los AINE,
se usaron tests de Mann-Whitney y x* usando SPSS v.15 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA), para comparar las variables demograficas y clinicas. El test de equilibrio

de Hardy-Weinberg (HWE) para casos y controles fue llevado a cabo con SNPing
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[205-206]. La imputacién de los SNP fue realizada con MaCH 1.0 [203] usando
como referencia los datos de muestras europeas de la fase 1 (Mayo 2011) del
Proyecto 1000 Genomas [207]. A continuacidon, los test de asociacién se
llevaron a cabo con una regresion logistica teniendo en cuenta las dosis alélicas
utilizando Mach2-dat [203]. En este proceso, se incluyeron un total de 53 SNP
(47 imputados y 6 genotipados) que mostraron una MAF<10% y una RSQR<0.3,
originada con MaCH2-dat (Tabla S4). Para evaluar la independencia de las
asociaciones de SNP, se llevd a cabo un analisis de regresién condicional

usando R 2.15.0 (http://www.rproject.org/). La representacion de los

resultados de asociacion fue llevada a cabo usando LocusZoom 1.1 [204]
basado en datos de hgl9 depositados para la poblacién europea del Proyecto
1000 Genomas. Los efectos funcionales predichos fueron evaluados segun
FASTSNP [208] y SNPinfo [209].

Un p<9.4E-04 fue considerado estadisticamente significativo siguiendo una
correccion por multiples comparaciones de Bonferroni (0.05/53). Como esta
correccion es muy conservadora, nosotros consideramos las asociaciones con
una tasa de falso descubrimiento (FDR) usando QVALUE para R [199]. Usando
Power 3.0 [210] estimamos que el tamano muestral de estudio nos permitiria
obtener un poder del 80% para detectar efectos de 1.85 para variantes con una

MAF=0.30y con una p=9.46E-04.

En el estudio de asociacion a nivel de genoma completo, el proceso estadistico
llevado a cabo para realizar los controles de calidad de los datos de genotipo
fue el siguiente: en primer lugar, el sexo de los individuos fue determinado
calculando el ratio de los loci con genotipos heterocigotos en el cromosoma Xy
comparando con la informacion registrada. Después de calcular la tasa de
completado y la frecuencia alélica menor (MAF) de los casos y los controles
para cada SNP, los SNP fueron excluidos si ocurria una de las siguientes
condiciones:

[A] un solo alelo aparecia tanto en caso como en controles;

[B] la tasa de completado era menor del 98%;

[C] la MAF total era menor del 5% y la tasa de completado era menor del 99%;
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[D] una desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg en el grupo control (p
<1.00E-04).

A través de un andlisis de componentes principales se llevd a cabo la deteccién
de una posible estratificacion poblacional que pudiese influenciar los analisis de
asociacién posteriores. Se llevd a cabo teniendo en cuenta los datos de
genotipado de 100000 SNP repartidos de forma equilibrada (con una
separacion igual a lo largo de todo el genoma). Para examinar si los individuos
estaban emparentados entre si, se usé el método pair-wise identity-by-state
con PLINK. El factor de inflacidn de la varianza para el control gendmico se
estimé en funcion de los SNP que pasaron todos los filtros de calidad.

El andlisis de los datos de genotipo se llevé a cabo comparando las frecuencias
alélicas y genotipicas entre casos y controles siguiendo los siguientes métodos:
genotipo, tipo de alelo, prueba de tendencia (test de Cochran-Armitage),
modelo dominante y modelo recesivo. Los p-valores empiricos se obtuvieron
con 108 simulaciones. Se asignd un a=10"%, como el valor de corte tras las
correccion de Bonferroni para considerar al SNP como significativamente
asociado con la patologia. Se consideré que los SNP con p-valores entre 108y
10~ presentarian una asociacién nominal. Para examinar las distribuciones de
los p-valores se usaron los graficos Quantile—quantile (Q—Q plots). El meta-
anadlisis se llevd a cabo usando un test de Fisher en el que se tuvieron en

cuenta los p-valores de las dos poblaciones.
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Analisis del perfil de mediadores inflamatorios derivados de la

via del acido araquidénico

Con el desarrollo de este objetivo se ha tratado de determinar el perfil de excrecién de
eicosanoides en orina en pacientes NIUA y NERD tras la provocacién con ASA y
establecer posibles diferencias en cuanto al mecanismo de ambas entidades. Los

resultados son los siguientes:

Caracteristicas clinicas de los individuos y sintomas desarrollados tras

las provocaciones

La tabla 15 muestra las caracteristicas clinicas de los pacientes y controles incluidos en

este estudio. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la

edad, el sexo o la atopia de los diferentes grupos que se compararon.

Controles Controles _valor
(n=10) (=100 P
Edad 42.0 35.20 32.17 31.62 NS
(media, rango) (21-65) (20-45) (18-48) (21-43)
Sexo (M/H) 7M/3H 5M/5H 6M/4H 6M/4H NS
Atopia (% prick
cutaneo 50.00% 40.00% 60.00% 30.00% NS
positivo)
Asma (n=3) Urticaria (n=4)
. Urticaria +
Sintomas Rinitis (n=2) NA Angioedema (n=5) NA NA
Rinitis + .
Asma (n=5) Angioedema (n=1)

Tabla 15: Caracteristicas clinicas de los pacientes y controles sanos incluidos en el estudio de los
mediadores inflamatorios derivados de la via de AA en muestras de orina. M: mujeres; H: hombres; NS:

no significativo; NA: no aplicable.

Los sintomas desarrollados por los pacientes NERD y NIUA tras los TPN y TPO se
muestran en las tablas 16 y 17; respectivamente. Los pacientes NERD presentaron los
sintomas en un intervalo de 15 a 60 minutos tras la provocacidén nasal; estos fueron
aumentando a medida que se desarrollaba la prueba, tal y como se ve en los
resultados del cuestionario y las espirometrias. En el caso de los pacientes NIUA, los

sintomas aparecieron en un intervalo de entre 15 y 90 minutos tras la provocacién
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oral. Ninguno de los controles sanos incluidos en los estudios presentd sintomas tras

las respectivas provocaciones.

.2 % caida del % caida del
.2 Puntuacion de los

. Puntuacion de los ) volumen 2-6 tras volumen 2-6 tras

Paciente ) sintomas tras la v ..
sintomas basales rovocacion la provocacion la provocacion
e (0D) (o1)

1 0 6 42.66 43.88

2 0 0 65.61 12.06

3 0 4 0 31.39

4 0 7 17.16 31.51

5 0 6 29.96 0

6 0 30 10.95 34.23

7 1 2 34.66 0

8 15 40 31.29 14.36

9 1 5 21.83 35.18

10 0 26 0 73.75

Tabla 16: Resultados clinicos obtenidos de la provocacion nasal de los diez pacientes NERD incluidos en
el estudio de la determinacion de mediadores inflamatorios derivados de la via del AA. OD: orificio nasal

derecho; Ol: orificio nasal izquierdo.

Sintomas desarrollados en respuesta a Intervalo de Dosis
la provocacién tiempo acumulada
Ronchas en la cara, el pecho y en los

Paciente TEST

1 PO hombros y angioedema facial 30m 150mg
) PO Angloede'rr)a facial y conju’ntlval con 60m 50mg
afectacién de labios y parpados
3 PO Ronchas en cue.IIo, brazos y.abdomen 30m 300mg
con angioedema labial

4 TPO Ronchas en cuello y pecho 60m 500mg

5 TPO Eritema facial 30m 300mg

6 PO Ronchas en piernas, térax y angioedema 45m 500mg
de manos

2 PO Angioedema f'aua'l con eritema 90m 500mg
conjuntival

8 PO Ronchas generallzad'as en pecho, 50m 300mg

abdomen y piernas
9 PO Angioedema palpgbral con eritema 30m 150mg
facial
10 TPO Ronchas en pecho y abdomen 40m 500mg

Tabla 17: Resultados del test de provocacion oral (TPO) y sintomas desarrollados durante la prueba de
exposicidn controlada de los pacientes NIUA incluidos en el estudio de la determinacién de mediadores

inflamatorios derivados de la via del AA.
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Resultados de la determinacion de mediadores a nivel basal

Con el objetivo de determinar si basalmente existian alteraciones significativas en los
niveles de eicosanoides entre los grupos NERD, NIUA y los controles sanos, se llevaron
a cabo las mediciones en orina en estado basal. Se encontraron diferencias

estadisticamente significativas en la concentracién de LTE, (Figura 9, Tabla 18).

1000+
. « NERD
= 800 »  Controls
E =  NIUA
o 600~ o
E
o
2 4004
w
'_
= 200-
0 t T
NERD Controls NIUA

Figura 9: Niveles de LTE, basal en pacientes (NERD y NIUA) y controles sanos. Este grupo control incluye
a los individuos sanos que posteriormente fueron provocados nasalmente y a los que fueron provocados

oralmente. Los datos fueron expresados en pg/mg de creatinina, como mediana y rango intercuartilico.

Los pacientes NERD presentaron valores significativamente elevados (140.5 [43.84-
352.6] pg/mg creatinina; p=0.016) con respecto a los pacientes NIUA y los controles
sanos (tanto el grupo control provocado nasalmente como el provocado oralmente) ;
(29.72 [21.79-52.51] pg/mg creatinina) y (41.69 [29.66-64.44] pg/mg creatinina),
respectivamente. No se encontraron diferencias significativas, a nivel basal, entre los

grupos para el resto de eicosanoides analizados (Tabla 18).
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Eicosanoides NERD NIUA Control p-valor
(N=10) (N=10) (N=20)
pg/mg creatinina  pg/mg creatinina  pg/mg creatinina

. 140.5 29.72 41.69
Leucotrieno LTE, (43.84-352.6) (21.79-52.51) (29.66-64.44) 0.016

Metabolitos de . 371.8 249.8 422.6
PGE, 13,14-dihidro-15-ceto-PGE, 53¢ 5 65 5 (193.7-737.1) (224.1-569.2) 0.567
13,14-dihidro-15-ceto- 253.7 2312 190.4 0706

tetranor-PGE, (141.6-395.1) (158.9-270.9) (115.9-397.8) '

6435 3592 7384
tetranor-PGE-M (3705-11088) (1441-12761) (5176-12872) 0.158

Metabolitos de . 203.6 100.2 175.7
PGD, 13,14-dihidro-15-ceto-PGD, ;35 ¢ 3¢ 3) (81.93-205.5) (132.3-269.9) 0.437
13,14-dihidro-15-ceto- 567.1 236.0 543.2 0712

tetranor-PGD, (161.8-800.6) (193.8-937.1) (431.1-1448) '

4870 3363 5953
tetranor-PGD-M (2769-7751) (1258-6968) (5364-8349) 0.470

Metabolitos de . 806.9 848.7 608.7
PGF, 2,3-dinor-90,11B-PGFz (284.8-3893) (403.9-1042) (324.2-821.1) 0.188

472.8 440.0 4125
93,11b-PGF (232.9-708.9) (303.2-524.9) (378.7-446.4) 0.770

. 330.9 314.4 3546
Isoprostanos IPFae-V (135.8-725.1) (164.5-536.6) (192.9-549.9) 0.630
SiPF, VI 544.7 437.7 496.0 0.683

(351.4-769.6)

(174.6-865.9)

(210.8-862.2)

Resultados

Tabla 18: Valores medios de los mediadores eicosanoides derivados de la via de AA medidos a nivel basal, para los grupos de pacientes NERD, NIUA y los individuos control.

Este grupo control incluye a los individuos que posteriormente fueron provocados nasalmente y a los que fueron provocados oralmente.
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Resultados de la determinacion de mediadores tras la provocacion

Tras la provocacién nasal, los pacientes NERD mostraron un incremento significativo
en orina de LTE4 en el intervalo de 3-6 horas (267.2 [198.15-320.7] pg/mg creatinina;
p=0.008) y de 13,14-dihidro-15-ceto-PGE, en el intervalo de 6-9 horas (660.7 [590.3-
780.3] pg/mg creatinina; p= 0.009), comparado con los controles sanos con

provocacioén nasal (Figura 10y 11).

400+

LTE4 [pg/mg creat]

0-3h 3-6h 6-9h
Time intervals (hours)

-~ NERD-ASA challenge -®- NERD-placebo challenge Controls ASA-challenge

Figura 10: Valores de LTE, liberados por los pacientes NERD y los controles sanos, durante la
provocacion nasal. *p<0.05. Las barras de error representan el valor mas alto y mas bajo del cuartil en
funcidn de los valores de mediana.
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-~ NERD-ASA challenge -®- NERD-placebo challenge Controls ASA-challenge
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Figura 11: Valores de 13,14-dihidro-15-ceto-PGE, liberados por los pacientes NERD y los controles sanos,
durante la provocacion nasal. ¥*p<0.05. Las barras de error representan el valor mas alto y mas bajo del
cuartil en funciéon de los valores de mediana.

Tras la provocacidon oral, los pacientes NIUA respondieron con un incremento
estadisticamente significativo en orina de 13,14-dihidro-15-ceto-tetranor-PGE, (632.9
[490.2-780.0]; p=0.015) en el intervalo de 0-3 horas y un descenso estadisticamente
significativo del isoprostano iPF,4-VI (305.9 [205.8-441.1]; p=0.038) en el intervalo de

3-6 horas, mientras que los controles no mostraron ningun cambio (Figura 12 y 13).

1000+

800-

13,14-dihydro-15-keto-tetranor-PGE2
[pg/mg creat]

I L
0 0-3h 3-6h 6-9h
Time intervals (hours)

-= NIUA-ASA challenge -=- NIUA-placebo chalenge -+- Controls-ASA challenge

Figura 12: Valores de 13,14-dihidro-15-ceto-tetranor-PGE, liberados por los pacientes NIUA y los
controles sanos, durante la provocacion oral. *p<0.05. Las barras de error representan el valor mas alto
y mas bajo del cuartil en funcién de los valores de mediana.

118



Resultados

1000+

iPF,,-Vl [pg/mg creat]

T T
0 0-3h 3-6h 6-9h
Time intervals (hours)

-= NIUA-ASA challenge - NIUA-placebo challenge -#- Controls-ASA challenge

Figura 13: Valores de isoprostano iPF,.-VI liberados por los pacientes NIUA y los controles sanos,
durante la provocacién oral. *p<0.05. Las barras de error representan el valor mas alto y mas bajo del
cuartil en funciéon de los valores de mediana.

Analisis de asociacion entre pacientes NERD y una serie de SNP y

CNV de genes implicados en la via del acido araquiddnico.

Concretamente, el objetivo de este trabajo fue investigar la asociacion de varios SNP y
CNV en genes relacionados con la via del AA en una amplia poblacion de pacientes
NERD espafioles. Este estudio nos ayudard a establecer las bases genéticas de NERD y
permitira comparar y contrastar NERD con otras entidades clinicas de la

hipersensibilidad a AINE como NIUA o NECD. Los resultados se detallan a continuacion:

Caracteristicas de la poblaciéon de estudio

En este estudio se incluyeron un total de 250 pacientes NERD, 260 ATA y 315 controles
sanos no relacionados. Todos ellos eran espaiioles y no presentaron diferencias
significativas en la edad o el sexo entre los tres grupos (Tabla 19). La entidad clinica
mas frecuente en el grupo NERD fue el asma (57.6%) seguido por rinitis y asma
(22.4%). Los AINE principalmente implicados en estas reacciones fueron los derivados
del acido propidnico (31.6%), seguidos del ASA (26.0%) y las pirazolonas (18.70%)

(Tabla 19). En cuanto al estado atdpico, asignado mediante los resultados de los prick
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cutaneos, encontramos diferencias estadisticamente significativas entre NERD vy

controles (Tabla 19).

P-valor P-valor
Controles

ATA (NERD vs. (NERD vs.

sanos
Controles sanos) ATA)

Edad (media, SD) (579.'5857)' (1328,.8105)' (133713' 0.801 0.2054
Sexo (% Mujeres) 65.7 59.68 62.45 0.4903 0.2104
Historia personal previa

Rinitis (%) 63.12 94.31 NA NA <0.0001
Asma (%) 67.43 100 NA NA <0.0001
Poliposis (%) 29.31 9.87 NA NA <0.0001
FEV1% 87.71 89.89 NA NA 0.6954
AINE involucrados (%)
Derivados de acidos 3, ¢, NA NA NA NA
propidnicos
ASA 25.99 NA NA NA NA
Metamizol 18.64 NA NA NA NA
Paracetamol 4.8 NA NA NA NA
Diclofenaco 6.5 NA NA NA NA
Tipo de reaccidn tras la ingesta del AINE (%)
Rinitis 12.73 NA NA NA NA
Asma 57.58 NA NA NA NA
Vias respiratorias altas 7.27 NA NA NA NA
Rinitis+Asma 22.42 NA NA NA NA
Atopia
IgE total (mediana, 82.0 228.0 275
rango) (kU/I) (44.0- (108.0- (11.0- <0.0001 <0.0001
208.0) 543.0) 63.25)
% de prick cutaneos
positives 60.8 94.82 34.98 <0.0001 <0.0001
Phleum 5.6 3.21 6.36 0.7841 0.2832
Lolium 24 3.66 6.36 <0.0001 <0.0001
Olea europea 24 71.55 8.63 <0.0001 <0.0001
Der ;z:scggs;des 20 67.43 7.27 0.0004 <0.0001
Lepidoglyphus
destructor 6.4 67.43 2.72 0.0952 <0.0001
Perro 16.8 44.03 2.72 <0.0001 <0.0001
Gato 17.6 44.49 5.00 0.0001 <0.0001

Tabla 19: Datos clinicos y demogréficos de los individuos analizados en el estudio de las variantes
implicadas en la via del AA en pacientes NERD. FEV;: volumen expirado; NA: no aplicable; ASA: acido

acetil salicilico.
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Resultado del estudio de asociacion entre SNP localizados en genes de

la via del 4cido araquiddonico y NERD

De los 33 SNP estudiados, 17 se encuentran en genes codificantes de enzimas
implicadas en la via del AA y 16 en genes codificantes para receptores de LT y PG. No
encontramos diferencias significativas de desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg
para ninguno de los SNP en el grupo de los controles sanos.

Las frecuencias genotipicas se muestran en la Tabla 20. Encontramos 3 asociaciones
estadisticamente significativas segin un modelo genético dominante: la primera con el
SNP rs3892408 (ALOX15)(NERD vs. ATA; p.=0.0011; NERD vs. controles sanos;
p=0.0011), la segunda con rs5789 (PTGS1)(NERD vs. ATA; p.=0.0011; NERD vs.
controles sanos; p.=0.0011) y la tercera con rs10306135 (PTGS1)(NERD vs. ATA;
p=0.0091; NERD vs. controles sanos; p.=0.045).

Teniendo en cuenta el modelo alélico, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas para los siguientes SNP: rs3892408 (ALOX15)(NERD vs. ATA; p.=0.0011;
NERD vs. controles sanos; p.=0.0011), rs5789 (PTGS1) (NERD vs. ATA; p.=0.0011; NERD
vs. controles sanos; p.=0.0011) y rs10306135 (PTGS1) (NERD vs. ATA; p.=0.046; NERD
vs. controles sanos; p.=0.046). Ademas, estos 3 SNP no estaban en desequilibrio de
ligamiento (LD) en esta poblacién (rs3892408-rs5789 (r’= 0.003) y rs3892408-
rs10306135 (r’= 0.001).

Otros SNP, rs320995 (CYSLTR1), rs3810253 (PTGER1) vy rs3810255 (PTGER1),
mostraron distribuciones de genotipo y frecuencias alélicas estadisticamente
significativas en sujetos NERD y controles sanos, pero no cuando se compararon entre
NERD y ATA.

Encontramos 3 asociaciones estadisticamente significativas tras aplicar la correccion
por multiples test con FDR. Ademas, cuando usamos un método de correccion mas
conservativo, como Bonferroni, las asociaciones de rs3892408 (ALOX15), rs5789
(PTGS1) y rs10306135 (PTGS1), permanecieron siendo estadisticamente significativas
para un modelo genético dominante. Este hecho apoya la fiabilidad de estos

resultados.
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NERD vs. ATA

Resultados

NERD vs. Controles sanos

A/A 29.6 33.6 30.5 0.67 0.97
A/G 48.7 46.6 48.5 0.160 (0.37-1.19) 0.900 (0.59-1.58)
ALOX5 rs2115819 G/G 21.7 19.7 21
. L) 0.89 0.97
Frecuencia alélica 46 43 45.25 0.641 (0.56-1.41) 0.911 (0.62-1.50)
A/A 65.2 66.8 61.1
0.84 1.22
A/G 32.2 30.4 34.5 0.530 0.400
rs3780894 G/G 2.6 2.8 4.4 (0.49-1.44) (0.77-1.94)
. L) 0.94 1.18
Frecuencia alélica 18.7 18 21.65 0.882 (0.53-1.68) 0.588 (0.68-2.04)
A/A 64.7 60.6 59.8
1.07 1.28
A/G 32.8 36 35.7 0.790 0.300
rs4986832 G/G 2.6 35 45 (0-63-1.81) (0-80-2.03)
. () 1.18 1.24
Frecuencia alélica 19 215 22.35 0.667 (0.67-2.09) 0.499 (0.72-2.15)
A/A 90.5 87 86.5
1.42 1.41
A/G 9.5 12.6 13.6 0.390 0.340
ALOX5AP  rs1132340 G/G 0 0.4 0 (0.63-3.20) (068-2.52)
. L) 1.37 1.37
Frecuencia alélica 4.8 6.7 6.8 0.644 (0.52-3.60) 0.653 (0.53-3.53)
A/A 37.2 32.1 32
1.16 1.26
A/G 435 47.3 50.5 0.591 0.250
ALOX12 rs434473 G/G 19.4 20.7 17.4 (0.68-1.96) (0.85-1.85)
. L) 1.13 1.05
Frecuencia alélica 41.1 44.3 42.6 0.557 (0.77-1.66) 0.849 (0.72-1.52)
A/A 37.2 32.7 32.5 1.07 1.23
112 7 .812 .
rs112666 A/G 435 46.9 50.2 0.8 (0.63-1.83) 0.300 (0.84-1.80)
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NERD vs. ATA NERD vs. Controles sanos

G/G 19.4 20.4 17.3
. - 1.10 1.04
Frecuencia alélica 41.1 43.8 42.4 0.621 (0.75-1.63) 0.850 (0.72-1.51)
c/C 54.4 27.8 25.9
C;T 316 523 56 0.0001 3.29 0.0001 3.48
ALOX15 153892408 T m 199 o1t p.=0.0011 (1.93-5.60) p.=0.0011 (2.08-5.80)
- 0.0001 1.83 0.0001 2.00
Frecuencia alélica 298 46 47.8 p.=0.0011 (1.38-2.43) p.=0.0011 (1.52-2.62)
A/A 71.7 73.1 71.7 1.06 1.04
A/G 25.7 25.2 24.3 0.840 : 0.880 '
rs11568131 G/G 2.6 1.7 4 (0.60-1.87) (0-63-1.71)
e 0.90 1.02
Frecuencia alélica 154 14.3 16.1 0.750 (0.48-1.67) 0.980 (0.56-1.85)
c/C 53.5 81.7 99.3
C;A 43 183 0.7 0.0001 0.28 0.0001 0.01
PTGS1 1s5789 AJA 35 O 0 p=0.0011 (0.18-0.44) p.=0.0011 (0.00-0.03)
. - 0.0001 0.33 0.0001 0.01
Frecuencia alélica 25 91 0.35 p.=0.0011 (0.22-0.48) p.=0.0011 (0.00-0.05)
G/G 95.7 96.1 96.7
1.25 0.74
G/A 4.3 3.9 3.3 0.740 0.610
rs5794 AJA 0 0 0 (0.33-4.66) (0.24-2.33)
A 0.81 0.69
Frecuencia alélica 2.15 1.95 1.65 0.722 (0.19-3.48) 0.699 (0.16-2.96)
G/G 95.7 96.1 96.7
0.78 0.90
G/A 4.3 3.9 3.3 0.460 0.720
rs1236913 AJA 0 0 0 (0.40-1.50) (0.50-1.61)
e 0.87 0.89
Frecuencia alélica 2.1 1.9 1.6 0.841 (0.40-1.89) 0.846 (0.42-1.89)
rs10306108 T/T 93 87.8 91.4 0.066 1.90 0.662 1.21
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NERD vs. ATA NERD vs. Controles sanos

T/C 7 11.7 8.3 (0.94-3.84) (0.52-2.83)
c/C 0 0.5 0.4
i 1.78 1.36
Frecuencia alélica 3.5 6.35 4.55 0.257 (0.69-4.56) 0.787 (0.43-4.23)
c/C 92 85.9 91.4
C;T 71 113 3.6 0.041 1.91 0.220 1.67
rs3842787 T 0.9 28 0 p=0.144 (1.01-3.60) (0.71-3.89)
. 0.013 2.12 1.99
Frecuencia alélica 4.4 8.4 4.3 p,=0.060 (1.17-3.83) 0.192 (0.73-5.45)
A/A 83.5 67.7 69.4
A;T 122 78.9 273 0.0009 2.19 0.0064 2.12
rs10306135 T 43 34 32 p=0.0091 (1.37-3.52) p=0.045 (1.21-3.74)
i 0.0080 1.73 0.0081 1.65
Frecuencia alélica 10.4 17.8 16.85 p.=0.046 (1.15-2.59) p.=0.046 (1.12-2.43)
T/T 65.7 69 66.4
0.77 0.94
T/C 30.6 27.2 29.1 0.370 (0.44-1.35) 0.802 (0.58-1.52)
PTGS2 rs689465 c/C 3.7 3.8 4.4
i 0.87 0.98
Frecuencia alélica 19 17.4 18.9 0.648 (0.48-1.58) 0.960 (0.56-1.73)
T/T 69 66.1 66.9
1.05 1.02
T/C 29.3 30.5 30.5 0.861 0.930
0.62-1.78 0.63-1.65
rs689466 c/C 1.7 34 2.6 ( ) ( )
. 0.96 1.12
Frecuencia alélica 16.3 18.6 17.8 0.876 (0.52-1.77) 0.771 (0.63-2.01)
A/A 59.1 68.8 74.4
A/G 31.3 21.6 16.9 0.110 0 309'?1610) o;(())og:o (© 301'-50080)
CYSLTR1 rs320995 G/G 9.6 9.5 8.8 U P=S. T
i 0.76 0.0135 0.66
Frecuencia alélica 25.2 20.3 17.2 0.335 (0.45-1.29) p:=0.069 (0.48-0.91)
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Resultados

NERD vs. Controles sanos

T/T 60.2 57.5 64.9
1.39 0.85
T/C 30.1 25 22.9 0.552 0.491
.47-4, .53-1.
rs2806489 c/c 9.7 17.5 12.2 (© 08) (0.53-1.35)
. () 0.94 0.93
Frecuencia alélica 24.7 30 23.6 0.795 (0.56-1.56) 0.800 (0.57-1.53)
A/A 26.1 29.9 28.8
0.85 0.88
A/G 56.5 50.4 50.5 0.571 (0.48-1.49) 0.610 (0.53-1.45)
CYSLTR2 rs912278 G/G 17.4 19.7 20.7
. L) 0.95 1.00
Frecuencia alélica 45.6 449 459 0.909 (0.61-1.49) 0.980 (0.65-1.55)
A/A 46.1 51.9 59
0.71 0.025 0.60
A/C 435 41.5 36.3 0.173 _
LTCas rs730012 c/c 10.4 6.6 4.8 (043-1.17) p=0.107 (0.38-0.94)
. () 0.79 0.0156 0.69
Frecuencia alélica 32.1 27.3 22.9 0.382 (0.49-1.29) p:=0.080 (0.52-0.93)
c/C 35.6 28.3 23.8
1.15 1.77
c/T 44 .4 55.7 54.2 0.681 0.021
PTDGR rs8004654 /T 20 16 22 (0.59-2.25) (1.09-2.88)
. /) 1.05 1.30
Frecuencia alélica 42.2 43.8 49.1 0.909 (0.67-1.65) 0.266 (0.84-2.01)
c/c 87.9 84.8 85.9
1.29 1.15
Cc/T 12.1 15.2 13.7 0.510 0.680
rs34236606 /T 0 0 0.4 (0.60-2.75) (0.59-2.25)
i 1.32 1.25
Frecuencia alélica 6.05 7.6 7.25 0.659 (0.53-3.29) 0.828 (0.51-3.03)
A/A 60.9 67.2 74.5
0.88 0.0038 0.49
PTGER1 rs3810253 A/C 37.4 29.3 22.9 0.642
.52-1.4 =0. .28-0.74
c/c 17 35 2.6 (0.52-1.49) p=0.030 (0.28-0.74)
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NERD vs. ATA

Resultados

NERD vs. Controles sanos

. () 0.85 0.0012 0.57
Frecuencia alélica 20.4 18.1 16 0.565 (0.49-1.49) p.=0.011 (0.41-0.80)
c/c 77.4 77.2 86
0.94 0.56
C/T 22.6 22.4 13.6 0.831 0.050
rs3810255 /T 0 0.4 0.4 (0.52-1.70) (0.32-0.99)
. L) 1.05 0.0009 0.48
Frecuencia alélica 11.3 11.6 7.2 0.960 (0.52-2.11) p.=0.010 (0.31-0.73)
A/A 79.3 76.7 73.9
1.06 1.41
A/G 19.8 22.5 25 0.840 0.215
PTGER2 rs17197 G/G 0.9 0.8 1.1 (0.58-1.94) (0.82-2.41)
. L) 1.09 1.25
Frecuencia alélica 14.4 12 13.6 0.863 (0.54-2.18) 0.620 (0.64-2.45)
A/A 70.7 67.1 65.1
0.027 0.10 1.31
A/G 26.7 32,5 31.6 0.271
=0.1 .01-0.94 .81-2.12
rs1254598 G/G 2.6 0.4 3.3 p=0.103 (0.01-0.94) (08 )
. () 1.04 1.21
Frecuencia alélica 15.9 16.6 19.1 0.980 (0.57-1.89) 0.569 (0.68-2.15)
G/G 71.3 66.5 66
1.09 1.29
G/A 22.6 30.1 30.6 0.760 0.300
rs1353411 A/A 6.1 3.4 3.3 (0.63-1.87) (0.79-2.10)
. L) 1.09 1.10
Frecuencia alélica 17.4 18.4 18.6 0.883 (0.61-1.95) 0.776 (0.62-1.95)
c/C 81.7 79.1 75.3
1.16 1.49
C/G 16.5 20.1 23.6 0.640 0.151
0.62-2.20 0.85-2.61
rs2075797 G/G 1.7 0.8 1.1 ( ) ( )
. /) 1.05 1.27
Frecuencia alélica 9.9 10.8 12.9 0.978 (0.51-2.16) 0.610 (0.63-2.55)
T/T 68.7 70.8 62.7 0.98 1.35
PTGER .94 21
GER3 rs959 /T 28.7 24.1 351 0.940 (0.55-1.73) 0.210 (0.84-2.18)
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NERD vs. ATA NERD vs. Controles sanos

c/C 2.6 5 2.2
. - 0.98 1.18
Frecuencia alélica 16.9 17 19.7 0.980 (0.53-1.80) 0.671 (0.67-2.08)
A/A 36.8 41 46.5
A/C 50 47.3 45.4 0.400 (0 4%'_81035) 0.067 (0 401'?1503)
PTGER4 rs4495224 c/c 13.2 11.7 8.1 ' ) ' '
- 0.88 0.046 0.75
Frecuencia alélica 38.2 35.3 30.8 0.637 (0.55-1.39) p=0.170 (0.57-0.99)
T/T 27.2 27.9 32.7 086 074
T/G 47.4 514 47.4 0.610 : 0.230 :
rs7720838 G/G 25.4 20.7 19.9 (0.48-1.52) (0.45-1.21)
e 0.90 0.81
Frecuencia alélica 49 46 43.6 0.646 (0.57-1.41) 0.370 (0.52-1.25)
G/G 26.1 22.6 22.4
G/A 56.5 50.2 50.7 23(())?16 (1 222.514176) 0.410 (© 714'_22409)
rs45613037 A/A 17.4 27.1 26.8 Pe=0- U o
. - 0.029 1.35 1.28
Frecuencia alélica 45.6 52.2 52 p=0.011 (1.03-1.77) 0.317 (0.82-1.98)
c/C 44.4 57.6 52.9
C;T a7 34.9 36.4 0.015 0.63 0.020 0.58
PTGFR rs3753380 /T 8.7 7.5 10.7 p=0.071 (0.43-0.92) p=0.09 (0.7-0.92)
i 0.024 0.71 0.86
Frecuencia alélica 32.2 25 28.9 p,=0.099 (0.53-0.95) 0.546 (0.54-1.38)

Tabla 20: Genotipo y MAF de los SNP en la via del AA. La frecuencia alélica representa la frecuencia alélica menor para cada SNP. OR: odd ratios; Cl 95%: intervalo de

confianza al 95%; NS: no significativo; p.: p-valor corregido.
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En la tabla 21 se han presentado los resultados haplotipicos de los SNP que hemos
estudiado para cada gen que ha mostrado asociacion antes de la correccidn
estadistica. Tras la correccién por Bonferroni, ALOX15 presenté diferencias
estadisticamente significativas entre NERD y los grupos ATA y control sano (p.=0.004 y

p=0.010, respectivamente).
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NERD vs. ATA

NERD vs. controles sanos

rs3892408 0.0003 2.31 0.0012 1.93
ALOX15 rs11568131 ht 1(T-G] 0.27 0-39 0.39 p.=0.004 (1.48-3.60) p.=0.010 (1.30-2.86)
1.67 0.0190 2.54
ht 2 [T-A] 0.04 0.07 0.09 0.056 (0.64-4.38) pe = 0.075 (1.17-5.51)
rs320995 0.34 0.014 0.13
CYSLTR rs2806489 ht 1{G-T] 0.03 0.02 0.003 0.16 (0.07-1.53) p. = 0.062 (0.03-0.66)
rs3810253 0.75 0.006 0.47
PTGER1 rs3810255 ht 1{C-C] 0.11 0.1 0.07 0.37 (0.39-1.42) p:=0.041 (0.27-0.81)
rs4495224
0.014 2.37 0.0096 2.18
PTGER4 rs7720838 ht 1 [A-T-A] 0.177 0.226 0.287 ~ _
1545613037 p~0.061 (1.19-4.71) p.=0.05 (1.21-3.93)

Tabla 21: Frecuencias haplotipicas de los genes de la via del AA que se han asociado con NERD, antes de la correccién por Bonferroni.

Resultados
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Resultado del estudio de asociacion entre CNV localizados en genes de

la via del acido araquidénico y NERD

A continuacion, analizamos la asociacién de los CNV en PTGS1, PTGS2, LTC4S, ALOX5 y
PTGER1-4 con NERD (Tabla 22). Todos los sujetos control presentaron 2 copias de cada
uno de los genes analizados. En cuanto a los pacientes NERD, se identificaron
diferencias estadisticamente significativas entre los distintos grupos para ALOX5: NERD
vs. ATA (p=0.010), NERD vs. controles sanos (p=0.0001). Ademads, también se
encontraron 3 individuos NERD con una sola copia del gen LTC4S, aunque estas

diferencias no fueron significativas, con respecto al grupo control.

NERD vs. controles

NERD vs. ATA sanos
Gen N2 copias NERD ATA Cosr;:gles p-valor ( cf;';%) p-valor ( CI(;?% )
PTGS1 2 Copias 250 260 315 NS NS
1 Copia 0 0 0
PTGS2 2 Copias 250 260 315 NS NS
1 Copia 0 0 0
LTC4S 2 Copias 247 258 315 NS NS
1 Copia 3 2 0
ALOX5 2 Copias 239 258 315 0.010 (0%-107.8) 0.0001 (0%?55)
1 Copia 11 2 0
PTGER1 2 Copias 250 257 315 NS NS
1 Copia 0 3 0
PTGER2 2 Copias 250 260 315 NS NS
1 Copia 0 0 0
PTGER3 2 Copias 250 260 315 NS NS
1 Copia 0 0 0
PTGER4 2 Copias 250 260 315 NS NS
1 Copia 0 0 0

Tabla 22: CNV en los genes PTGS1, PTGS2, LTC4S, ALOX5 y PTGER1-4 en NERD, ATA y controles sanos.
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Analisis de asociacion entre CNV localizados en genes de la via del
acido araquidénico y NIUA.

En nuestro grupo ya habia sido estudiado la asociacion entre SNP de la via del AA'y
NIUA [141], encontrando varias asociaciones estadisticamente significativas en ALOX15
(rs7220870), PTGDR (rs8004654) y CYSLTR1 (rs320095). De tal modo que, en este
trabajo, quisimos determinar si la presencia de CNV en algunos de los principales
genes de la via del AA se asociaba con NIUA, al igual que ocurria con los pacientes

NERD. A continuacion se detallan los resultados obtenidos:

Caracteristicas de los individuos analizados

En este trabajo, se incluyeron inicialmente un total de 304 controles sanos y 299 casos
NIUA. Tras los controles de calidad, fueron descartados 23 individuos de la fase de
descubrimiento dejando un total de 151 casos y 139 controles. Dos individuos fueron
descartados en la fase de replicacion quedando 148 casos y 140 controles. Las
caracteristicas clinicas de los individuos se presentan en la Tabla 23. No encontramos
diferencias en la media de edad entre los casos y los controles de la fase 1 (p = 0.637);
sin embargo, en la fase 2, la media de edad de los controles fue superior (p= 0.002).
Tampoco encontramos diferencias en cuanto al género entre los grupos de casos y
controles en ninguna de las fases (p = 0.220, p = 0.801 para la fase 1 y 2,

respectivamente).

Con respecto a la atopia, esta fue mas frecuente en pacientes NIUA que en los
controles en ambas fases (p<0.0001 y 0.006, respectivamente), siendo el
Dermatophagoides pteronyssinus el alérgeno mas frecuentemente involucrado (>35%

de los pacientes NIUA).
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Control NIUA Phi P-valor  Control NIUA P-valor NI:G::I:; 1
Phl (N=151) Ph1 vs. Ph2 Ph2 Ph2 vs. vs. NIUA
(N=139) control (N=140) (N=148) control Ph2
Edad (media, + SD) 4015 38118 0.637 4514 34119 0.002 0.315
Género (% Mujeres) 65% 58% 0.220 59% 57% 0.801 0.930
Ndmero de
episodios 0.0% 3.02+2.56 NA 0.0%  3.77+2.46 NA 0.011
(media, + SD)
Atopia
%deprick cutaneos o 4 g8y  <0.0001 31.9%  55.8% 0.006  0.306
positives
Fleum 5.8% 22.2% 0.001 8.2% 28.6% 0.002 0.417
Lolium 5.8% 22.2% 0.001 8.2% 28.6% 0.002 0.417
Cupressus 1.9% 8.3% 0.036 1.0% 7.1% 0.048 0.813
Platanus 0.0% 3.7% NA 2.0% 7.1% 0.139 0.375
Olea 9.6% 26.8% 0.001 7.1% 26.2% 0.002 0.937
Chenopodium 3.8% 11.1% 0.046 1.0% 16.7% 0.0003 0.362
Plantago 1.0% 3.7% 0.191 2.0% 7.1% 0.139 0.375
Artemisia 0.0% 5.6% NA 2.0% 7.1% 0.139 0.718
Parietaria 9.6% 1.9% 0.588 2.0% 0.0% NA NA
Salsola 1.9% 6.5% 0.101 3.1% 2.4% 0.832 0.320
DP 8.6% 38.0% <0.0001 6.1% 35.7% <0.0001 0.801
LD 1.0% 13.0% 0.001 4.1% 2.4% 0.626 0.054
Alternaria 19.2% 5.6% 0.167 0.0% 9.5% NA 0.386
Aspergillus 1.0% 0.0% NA 0.0% 2.4% NA NA
Perro 1.9% 6.5% 0.101 3.1% 16.7% 0.004 0.056
Gato 3.8% 11.1% 0.046 6.1% 14.3% 0.116 0.595

Tabla 23: Datos demograficos y clinicos de los pacientes NIUA y los individuos tolerantes a los AINE
(controles sanos), en funcion a las dos fases del estudio de las CNV. Ph1: fase de descubrimiento o fase
1; Ph2: fase de replicacién o fase 2; DP: Dermatophagoides pteronyssinus; LD: Lepidoglyphus destructor;

NA: no aplicable.

Los medicamentos implicados en las reacciones se muestran en la tabla 24. Los
derivados del acido propidnico estuvieron presentes en el 33.2% de los casos, seguidos

por los salicilatos responsables del 30.6% de las reacciones.
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Medicamentos involucrados (

NIUA (Ph1y Ph2)
% de respuesta positiva)

Salicilatos
ASA 30.6
Derivados del acido acetico
Indometacina 0.8
Diclofenaco 9.0
Aceclofenaco 0.2
Derivados del acido propidnico
Ibuprofeno 25.9
Naproxeno 2.4
Dexketoprofeno 3.0
Ketorolaco 0.9
Ketoprofeno 0.8
Piketoprofeno 0.2
Derivados de pirazolidina
Metamizol 14.4
Propifenazona 0.2
Aminofenazona 0.2
Derivados del acido endlico
Piroxicam 11
Lornoxicam 0.4
Inhibidores selectivos de la COX-2

Etoricoxib 0.2
Celecoxib 0.2
Paracetamol 7.1

AINE que no recuerda 2.3

Resultados del estudio de asociacion

descartados de los analisis.

Resultados

Tabla 24: AINE involucrados en las reacciones NIUA expresado en porcentaje. Phl: fase 1; Ph2: fase 2.

Todas las variantes mostraron una tasa de completado (CR) superior al 80% tanto en la
fase 1 como en la 2 (Tabla 25) y estaban en equilibrio de Hardy-Weinberg. Los genes
LTC4S, PTGS1, PTGS2 y PTGER2 no presentaron diferencias en los CNV ni en la fase de
descubrimiento ni en la de replicacién (Tabla 25); por ello no fueron usados para el

meta-analisis. Todos los individuos que presentaron una CR inferior al 80% fueron

En la fase 1, todos los controles sanos mostraron 2 copias en los genes ALOX5 vy

PTGER1, mientras que 6 pacientes NIUA presentaron una sola copia en ALOX5 y 9
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pacientes en PTGERI1. Estas diferencias fueron estadisticamente significativas para
ALOX5 (NIUA vs. controles sanos p=0.031) y PTGER1 (NIUA vs. controles sanos
p=0.003). En la fase 2 obtuvimos datos similares. En esta fase, todos los controles
sanos mostraron 2 copias; sin embargo, solo cuatro pacientes presentaron una sola
copia en ALOX5 (p=0.123). Diez pacientes presentaron una pérdida de copia en
PTGER1 (p=0.002) (Tabla 26). En los genes PTGER3 y PTGER4, un individuo control
presentd una sola copia en la fase 1. Mientras que en la fase 2, todos los individuos
presentaron dos copias. En estos dos genes, ninguno de los pacientes NIUA presentd

CNV (Tabla 26).

Con el objetivo de ampliar el estudio, se llevd a cabo un meta-analisis de los CNV en los
genes que presentaron diferencias estadisticamente significativas durante la fase 1 y/o
2. El meta-andlisis es una técnica estadistica que permite analizar los resultados de una
coleccién de estudios que han sido realizados de forma independiente, obteniéndose
un Unico resultado final. Los resultados obtenidos en nuestro estudio se muestran en
la tabla 26. La frecuencia de encontrar una delecidn en los pacientes NIUA para el gen

ALOX5 fue del 3.5%, mientras que para el gen PTGER1 fue del 6.8%.

134



Resultados

Numero de Numero de Numero de Numero de
casos NIUA HWE en casos NIUA HWE en
Localizacion contr?les Ph1 (1 controles CR Ph2 contr?les Ph2 (1 controles
(1co;?|a/2 copia/2 Phl (1co;?|a/2 copia/2 Ph2
copias) . copias) .
copias) copias)
ALOX5 Chr.10:45869784 95.7 0/137 6/145 1.000 934 0/140 4/141 1.000
LTC4S Chr.5:179223506 93.7 0/131 0/151 1.000 93.4 0/137 0/148 1.000
PTGS1 Chr.9:125140787 95.4 0/138 0/149 1.000 94.8 0/142 0/147 1.000
PTGS2 Chr.1:186643625 96.4 0/139 0/151 1.000 95.1 0/142 0/148 1.000
PTGER1 Chr.19:14583518 98.3 0/145 9/142 1.000 94.8 0/141 10/138 1.000
PTGER2 Chr.14:52795170 96.4 0/139 0/151 1.000 95.1 0/142 0/148 1.000
PTGER3 Chr.1:71512519 99.7 1/148 0/151 0.313 99.3 0/156 0/147 1.000
PTGER4 Chr.5:40692294 100.0 1/149 0/151 0.315 99.0 0/154 0/148 1.000

Tabla 25: Informacién de los genes estudiados, controles de calidad y resultados del genotipado de las CNV en pacientes NIUA y controles sanos. CR: tasa de completado

(%); Ph1: fase 1; Ph2: fase 2.

Numero de , Numero de , P-valor del
Numero de casos Numero de casos P-valor del test
controles (1 ) P-valor del test controles (1 . test de
. . NIUA (1 copia/2 . . . NIUA (1 copia/2 exacto de
copia/2 copias) copias) Ph1 exacto de Fisher Ph1  copia/2 copias) copias) Ph2 Fisher Ph2 Mantel-
Phl P Ph2 P Haenszel
ALOX5 0/137 6/145 0.031 0/140 4/141 0.123 0.002
p.=0.017
1.52E-05
PTGER1 0/145 9/142 0.003 0/141 10/138 0.002 p=1.22E-04
PTGER3 1/148 0/151 0.497 0/156 0/147 1.000 *
PTGER4 1/149 0/151 0.498 0/154 0/148 1.000 *

Tabla 26: Resultados de asociacidn de los genes que presentan CNV y NIUA, en funcién de las diferentes fases y del meta-analisis. Los resultados se muestran para los genes

que presentaron CNV en al menos uno de los grupos estudiados. Ph1l: fase 1; Ph2: fase 2. El meta-andlisis se llevé a cabo usando un test de Mantel-Haenszel.
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A continuacion, se realizdé un analisis integral (Tabla 27) con el objetivo de analizar si
los pacientes con una sola copia en uno de los genes ALOX5 o PTGER1 presentaban
también una sola copia para el otro gen. Para ello se comparé el nimero de individuos
NIUA que presentaron: (A) 1 copia para PTGER1 o para ALOX5, y (B) 1 copia tanto para
PTGER1 como para ALOX5. Encontramos que el 5.74% de los pacientes presentaba una
sola copia para alguno de los genes ALOX5 o PTGER1, y que el 2.03% de los pacientes
presentd una sola copia en ambos genes a la vez. En estos pacientes, se determind que
el hecho de presentar una sola copia en un gen, se asociaba con el hecho de presentar
otra copia en otro gen aunque estas diferencias no eran estadisticamente significativas

debido al bajo r? (p=0.010y r?=0.273)(Tabla 27).

NIUA p-valor / ‘
Individuos con una copia en uno de los 17
genes (5.74%) 0.010/0.273
Individuos con una copia en los dos genes 6
alavez (2.03%)

Tabla 27: Relacion entre la pérdida de una copia en ALOX5y PTGER1 y NIUA.

Por ultimo, debido a la alta prevalencia de atopia en los pacientes con NIUA, decidimos
comprobar si las diferencias encontradas anteriormente estaban asociadas con NIUA o
con la atopia. Como resultado del analisis, no se encontré relacion entre la atopia y la
pérdida de copias en PTGER1 (p=0.121), ALOX5 (p=0.661), o alguno de los demds genes

investigados aqui (Tabla 28).

Gen % pacientes con SPT+y 1 copia % pacientes SPT-y 1 copia p-valor

ALOX5 0,74 0,49 0,661
PTGER1 2,06 0,77 0,121
PTGER3 0.00 0,24 1.000
PTGER4 0,24 0.00 0,454

Tabla 28: Resultados de asociacion entre la presencia de una pérdida de copia en el gen y la atopia. Sélo

se muestran los resultados de los genes que presentaron CNV.
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Analisis de asociacion entre SNP en genes involucrados en la via

de activacion del mastocito y NIUA.

Considerando que: a) los mastocitos tienen un papel central en las reacciones NIUA
[28], b) la elevada prevalencia de atopia en los pacientes NIUA [3,211], c) los
mastocitos pueden ser activados tanto por un mecanismo dependiente de IgE como
independiente de IgE que muestran vias de sefalizacidon con elementos comunes [144]
y d) la unién de IgE a su receptor de alta afinidad puede contribuir a la activacion del
mastocito incluso en ausencia del antigeno [212]. Nuestro objetivo fue analizar la
asociacion entre NIUA y SNP en los siguientes genes: 1) PLA2G4A, que codifica una
enzima que cataliza la liberacién de AA que es subsecuentemente metabolizado para
transformarse en eicosanoides, 2) la isoforma PLCG1, que codifica una enzima que
cataliza la formaciéon de mensajeros intracelulares necesarios para la activacién del
mastocito, 3) LAT, un coordinador central de los eventos necesarios para la activacion
del mastocito, 4) SYK, que codifica para una tirosin-quinasa y cuya activacién es
necesaria para la activacion del mastocito 5) TNFRS11A, que codifica para un receptor
que induce la activacion de NF-kB la cual esta asociada con una menor expresion de
RNA mensajero de PTGS2 en pdlipos nasales de pacientes NERD [113,144]. Los

resultados fueron los siguientes:

Caracteristicas de la poblacion de estudio

El estudio incluyd un total de 950 individuos, 450 pacientes NIUA espafioles y 500
controles sanos. No se encontraron diferencias en edad y sexo entre los grupos (p=
0.132 y p= 0.552, respectivamente) (Tabla 29). Los sintomas clinicos mas frecuentes
fueron urticaria (48.8%), seguido de urticaria y angioedema (26.0%), y angioedema
(24.8%). Los medicamentos mas frecuentemente implicados fueron los derivados de
acidos propidnicos (37.92%), seguidos por ASA (16.66%) y pirazolonas (14.55%) (Tabla
29). En cuanto al estado atdpico, encontramos diferencias estadisticamente
significativas en el porcentaje de prick cutaneos positivos a aeroalérgenos comunes,
mas especificamente el 64.32% de los pacientes NIUA pacientes fueron positivos,
comparado con los controles (43.83%), siendo el Dermatophagoides pteronyssinus el

alérgeno involucrado mas relevante (Tabla 29).
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Controles sanos (N=500) NIUA (N=450) p-valor

Edad (Media,SD) 35.15; 15.08 36.61; 15.48  0.142
Sexo (%Mujeres) 60.14 58.29 0.673
Historia personal
Rinitis (%) 19.84 18.01 0.583
Asma (%) 3.13 9.00 0.002
Poliposis (%) 0.26 0.00 0.696
Urticaria 5.74 9.90 0.057
Alergia alimentaria 1.82 7.20 0.001
Medicamento implicado (%)
Derivados de acidos propidnicos NA 37.92
ASA NA 16.66
Pirazolonas NA 14.55
Paracetamol NA 7.13
Diclofenaco NA 7.86
Tipo de reaccion (%)
Urticaria NA 48.80
Angioedema NA 26.00
urticaria+angioedema NA 24.80
Atopia
% prick cutaneos positivos 43.83 64.32 <0.0001
Fleum 10.57 22.94 0.0002
Lolium 13.89 22.94 0.0106
Olea europea 16.31 26.47 0.0068
Dermatophagoides pteronyssinus 22.05 38.82 <0.0001
Lepidoglyphus destructor 6.94 11.17 0.1063
Perro 6.34 8.82 0.3099
Gato 10.27 11.76 0.6108

Tabla 29: Caracteristicas clinicas y demograficas de los sujetos (NIUA y controles sanos) incluidos en el

estudio de los genes implicados en la activacion del mastocito. NA: no aplicable.

Resultados del estudio de asociacion

Analizamos 9 SNP en cinco genes involucrados en la activacion del mastocito (Tabla 9).
No encontramos diferencias estadisticamente significativas del equilibrio de Hardy-
Weinberg para los SNP analizados; ni en el grupo de los NIUA ni en el de los controles
sanos.

Aunque algunos SNP mostraron ser mas comunes en los pacientes NIUA, las
diferencias no fueron estadisticamente significativas. Sin embargo, cuando los

pacientes fueron clasificados de acuerdo con su entidad clinica, identificamos algunas
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asociaciones estadisticamente significativas: Segun el modelo alélico, el SNP
rs12746200 (PLA2G4A) se asocia con la urticaria (p.=0.005) (Tabla 30). Segun el modelo
dominante, el SNP rs2228246 (PLCG1), se asocia con el angiodema (p.=0.044)(Tabla 31)
y el SNP rs1805034 (TNFRS11A) con la urticaria+angiodema (p.=0.041)(Tabla 33).
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PLA2G4A Pacientes Subgrupos de pacientes Frecuencia genotipica  p-valor OR (95% Cl) Frzletie:acia p-valor OR (95% Cl)
rs2307198 A/A  A/G GG A G
NIUA 97 3 0 0.13 1.96 (0.78-4.94) 98.5 1.5 0.412 1.85(0.51-6.62)
Urticaria 95.5 4.5 0 0.7 1.24 (0.41-3.69) 97.7 23 0.536 1.40 (0.57-3.44)
Angioedema 98.2 1.8 0 0.142 3.53(0.46-2.89) 99.1 0.9 0.412 2.07 (0.49-8.84)
Urticaria + Angioedema  98.2 1.8 0 0.161 3.37(0.44-5.60) 99.1 0.9 0.605 1.55 (0.46-5.20)
Controles 94.8 5.2 0 Ref 974 26 Ref
rs12746200 A/A A/G G/G A G
NIUA 77 22 1 0.35 0.82 (0.55-1.24) 88 12 0.591 0.85 (0.51-1.42)
Urticaria 70 27.8 2.2 pcg'g?0854 0.57 (0.34-0.96) 839 16.1 p?=(())0(())35 0.36 (0.21-0.62)
Angioedema 84.2 15.8 0.551 1.26 (0.59-2.68) 92.1 7.9 0.893 1.06(0.62-1.82)
Urticaria + Angioedema 80.7 19.3 0.54 0.93 (0.46-1.89) 90.3 9.7 0.82 0.96 (0.39-2.36)
Controles 80.2 18.4 1.4 Ref 89.4 10.6 Ref
rs12749354 T/T T/C c/C T C
NIUA 66.3 31.2 2.5 0.91 0.98 (0.69-1.40) 82.2 17.8 0.49 0.92(0.72-1.17)
Urticaria 64 32.6 3.4 0.61 0.88(0.55-1.42) 80.3 19.7 0.423 0.87(0.64-1.19)
Angioedema 66.1 32.1 1.8 0.77 0.91 (0.50-1.66) 82.2 17.8 0.746 0.93 (0.61-1.40)
Urticaria + Angioedema 70.2 28.1 1.8 0.671 1.14 (0.62-2.08) 84.2 158 0.854 1.19 (0.56-2.52)
Controles 66.5 30.6 2.9 Ref 81.8 18.2 Ref

Tabla 30: Frecuencias alélicas y genotipicas de los SNP de PLA2G4A en los pacientes con NIUA teniendo en cuenta el fenotipo. p.=p-valor corregido por FDR.
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PLCG1 Pacientes

Subgrupos de
pacientes

p-valor

OR (95% Cl)

Frecuencia

alélica

p-valor

Resultados

OR (95% Cl)

Frecuencia genotipica

rs753381 c/c T TT c T
NIUA 33 488 182 094  1.01(0.71-1.45) 57.7 423 0768  1.03(0.85-1.25)
Urticaria 36 416 225 054  1.16(0.72-1.88) 56.7 433  0.75
Angioedema 211 614 175 0067  054(0.281.07) 517 483 0574  0.82(0.481.43)
Aﬁ;::g:r;a 404 474 123 0182  170(0.74-3.90) 64 36 0325  1.36(0.77-2.39)
Controles 32.4 48.3 19.3 Ref 56.5 435 Ref
rs2228246 A/A A/G  G/G A G
NIUA 70 246 5.4 0.5 0.76 (0.35-1.67) 82.3 17.7 0.822  0.94(0.61-1.46)
Urticaria 618 326 56 014  069(043-1.12) 781 219 0285  0.84(0.61-1.15)
Angioedema 84.2 14 1.8 pcg'g.2034 , 224(1.06-4.73) 912 88 0128  211(0.81-5.46)
At:;::g:ﬂ:a 684 228 88 0151  0.44(0.16-1.25) 79.8 202 0.464  0.781(0.39-1.55)
Controles 70.3 25.6 4 Ref 83.2 16.8 Ref

Tabla 31: Frecuencias alélicas y genotipicas de los SNP de PLCG1 en los pacientes con NIUA teniendo en cuenta el fenotipo. p.=p-valor corregido por FDR.
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Pacientes Su:ag:;'::::e Frecuencia genotipica p-valor OR (95% Cl) Fr:z:cn:ia p-valor OR (95% ClI)
LAT rs7140 A/A A/C c/c A C
NIUA 557 368 7.5 093 1.01(0.72-1.43) 741 259 0702  1.05(0.84-1.30)
Urticaria 50 40.9 9.1 032 0.79(0.50-1.26) 70.5 29.5 0.835  0.97(0.74-1.27)
Angioedema 614 316 7 042  127(0.1-224) 772 228 0783  1.07(0.74-1.53)
Aﬂ;ﬁig:;i:r:a 589 357 5.4 043 159(0.47-535) 767 233 033  1.22(0.85-1.74)
Controles 54.2 37.3 8.5 Ref 72.8 27.2 Ref
SYK rs290986 A/A A/G  G/G A G
NIUA 609 346 45 052 0.89(0.63-1.26) 782 21.8 0614  1.12(0.75-1.67)
Urticaria 60.7 36 34 059 0.88(0.55-1.41) 78.6 21.4 0.68  0.90 (0.53-1.54)
Angioedema 684  28.1 3.5 043  1.27(0.70-2.32) 824 17.6 0864  1.15(0.57-2.32)
Al:];tii;:;isnta 536 396 71 0131 065(037-1.13) 73.1 269 0.218  0.66(0.35-1.25)
Controles 64.5 31.9 3.6 Ref 80.4 19.6 Ref

Tabla 32: Frecuencias alélicas y genotipicas de los SNP de LAT y SYK en los pacientes con NIUA teniendo en cuenta el fenotipo. p.=p-valor corregido por FDR.
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TNFRS11A Pacientes Su:ag:;'::::e Frecuencia genotipica  p-valor OR (95% Cl) Fr:z:cn:ia OR (95% Cl)
rs1805034 /T T/C ¢/ T C
NIUA 304 52 176  0.19 0.79(0.55-1.13) 56.4 43.6 0733  0.94(0.67-1.31)
Urticaria 322 478 20 0.54 0.86 (0.53-1.40) 56.1 439 0753  0.96(0.75-1.23)
Angicedema  36.8 509 123 0.4 1.62(0.70-3.72) 62.2 37.8 0574  1.19(0.67-2.08)
A‘;;::;‘;:a 196 607 19.6 pggﬂ | 044(022088) 50 50 0136  0725(048-1.10)
Controles 353 454 19.3 Ref 58 42 Ref
rs35211496 c/c  cT  TT c T
NIUA 626 33 44 0.67 0.83(0.35-1.97) 79.1 209 0715  1.05(0.82-1.33)
Urticaria 708 27 22 0.16 1.42(0.86-2.35) 843 157 0.133  1.29(0.93-1.79)
Angioedema  52.6 38.6 88 0.13 0.64(0.37-1.13) 719 28.1 0223  0.78(0.53-1.14)
Al:];tii;:;i:r:a 59.6 368 3.5 0.61 0.86(0.49-1.52) 78.1 219 0.877  1.09 (0.58-2.02)
Controles 63.5 33.1 3.4 Ref 80 20 Ref

Tabla 33: Frecuencias alélicas y genotipicas de los SNP de TNFRS11A en los pacientes con NIUA teniendo en cuenta el fenotipo. p.=p-valor corregido por

FDR.
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A continuacion, analizamos la asociacion de los haplotipos que contienen los alelos de
riesgo para NIUA. La tabla 34 muestra que entre los pacientes con angioedema, la
frecuencia de los individuos portadores del haplotipo [C-G] para rs753381-rs2228246
(PLCG1) es menor que la observada en los sujetos control, segun el modelo dominante
(pc=0.040). Ademds, la frecuencia del haplotipo [C-T] rs1805034-rs35211496
(TNFRS11A), es mayor entre los pacientes con urticaria y los pacientes con urticaria y
angioedema que en los sujetos control (p.=0.045 y p.=0.046, respectivamente), segun
el modelo dominante. Por otro lado, no se encontraron asociaciones estadisticamente

significativas en los haplotipos estudiados para el gen PLA2G4A.
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. . . Subgrupo de Frecuencia o
Haplotipo Genotipo Pacientes T haplotipica (%) OR (Cl1 95%)
0.89
PLA2G4A rs2307198 ht [A-G-C] NIUA 12.1 0.54 (0.60-1.30)
rs12746200 Urticaria 14.6 0.056 0.63
' ' (0.40-1.01)
rs12749354 Angioedema 10 0.541 1.26
& : (0.60-2.62)
Urticaria + 1.16
Angioedema 101 0.67 (0.58-2.32)
Controles 10.3 Ref
PLCG1 rs753381 ht [C-G] NIUA 16.9 0.651 0.94
' ' (0.72-1.23)
L 0.78
rs2228246 Urticaria 17.7 0.25 (0.52-1.18)
. 0.02 2.74
Angioedema 10.7 p.=0.043 (1.18-6.36)
Urticaria + 0.78
Angioedema 17 0.372 (0.45-1.35)
Controles 16.5 Ref
0.61
TNFRS11A rs1805034 ht [C-T] NIUA 1.62 0.341 (0.22-1.69)
L 0.026 0.23
rs35211496 Urticaria 1.83 p.=0.045 (0.06-0.84)
. 0.53
Angioedema 1.39 0.46 (0.19-1.47)
Urticaria + 201 0.023 0.15
Angioedema ) p=0.044 (0.03-0.77)
Controles 1.28 Ref

Tabla 34: Frecuencias haplotipicas de los SNP de los genes implicados en la via de activacién del mastocito que se han asociado con NIUA.
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Analisis de asociacion entre SNP en TSLP, IL7R y TSLPR y NIUA.

Dada la importancia de TSLP en las enfermedades inflamatorias y su papel como
citoquina fundamental en la iniciacién de la sefal inflamatoria, resulta interesante
estudiar este gen y aquellos que codifican para las subunidades que componen su
receptor ya que podrian estar implicadas en el desarrollo de NIUA. Estos son los

resultados obtenidos del estudio de variantes genéticas en dichos genes:

Caracteristicas de la poblacion de estudio

Tras los controles de calidad del genotipado, 5 individuos control sano y 8 casos fueron
descartados, por no presentar una CR >90%, quedando 580 controles y 369 pacientes

NIUA para los andlisis posteriores.

Encontramos diferencias en el estado atépico (p<0.0001), pero no en el género o el
sexo entre los pacientes NIUA y los controles sanos. El grupo farmacolégico
principalmente implicado fue el de los derivados de acido propidnicos, representando

el 35.3% de los eventos, seguidos por ASA que representd el 23.2%.

Control NIUA p-valor
Numero de individuos 580 369
Edad (Media £SD) 3615 3716 0.225
Género (% Mujeres) 63.3 58.9 0.269
Atopia (%) 43.2 63.3 <0.0001
Farmacos implicados (%)
Derivados del acido propidnico NA 353 NA
ASA NA 23.2 NA
Metamizol NA 171 NA
Paracetamol NA 9.6 NA
Otros AINE NA 14.8 NA

Tabla 35: Caracteristicas clinicas y farmacos causantes de las reacciones de los sujeto (NIUA y controles
sanos) incluidos en el anélisis de las variantes de TSLP y su receptor. NIUA: Urticaria/angioedema

inducido por AINE; ASA: Acido acetil salicilico; NA: No aplicable.

Resultados del estudio de asociacion

Tras la seleccion de las variantes de TSLP, IL7R y TSLPR, incluimos un total de 15 SNP
(Tabla 36). Todos los SNP genotipados presentaron una MAF>0.10 en controles sanos y

un p-valor superior a 0.0033 para el test del HWE. Los SNP de TSLP e IL7R presentaron
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una CR>90%, mientras que los SNP analizados de TSLPR mostraron una CR<90%. De
forma que fueron excluidos de posteriores analisis los SNP rs36139698, rs36177645 y
rs36133495 de TSLPR.

(1] SNP Alelos CR MAF casos MAF controles p-valor HWE controles

rs1545169 T>G 98.1 0.03448 0.1222 0.009

rs764917 C>A 97.0 0.4849 0.4431 0.502

TSLp rs1837253 C>T 99.0 0.2343 0.2175 0.717
rs3806932 A>G 993 0.4354 0.3863 0.189

rs2289276 C>T 99.8 0.3014 0.2744 0.404

rs897801 T>C 98.0 0.09204 0.1156 0.060

rs1494565 A>C 99.7 0.3971 0.4026 0.931
rs11567714 C>T 994 0.1034 0.1227 0.550

rs6897932 C>T 994 0.2332 0.2485 0.656

LR rs13167136 G>A 99.4 0.1659 0.1423 0.741
rs700179 A>G 98.8 0.3341 0.2851 0.920

rs10058453 T>C 99.1 0.262 0.3128 0.094
rs36139698 G>A 89.4 0.2375 0.256 0.313

TSLPR rs36177645 T>C 88.5 0.3133 0.3397 0.579
rs36133495 A>G 85.0 0.5225 0.4846 0.841

Tabla 36: Informacidn, controles de calidad de los SNP (TSLP e IL7R) y SNP seleccionados para TSLPR. CR;
tasa de completado, MAF; Frecuencia alélica minima. HWE; test del equilibrio de Hardy-Weinberg en

controles sanos.

A los SNP genotipados de TSLP e IL7R y las variantes de referencia imputadas para
estos genes, se les realizé un proceso de imputacion seguido de un test de asociacion.
Después de aplicar los filtros de los controles de calidad a los resultados de los analisis
de imputacién y asociacién, quedaron un total de 29 variantes de TSLP y de 110 para

IL7R (Tabla S2 y S3).
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Figura 14: P-valores obtenidos de los resultados de asociacién de los SNP estudiados para TSLP

ordenados por posicion cromosomica. El nimero del SNP mostrado en el grafico denota el resultado

obtenido para el SNP mds significativo para cada gen y los resultados restantes donde el color indica su

desequilibrio de ligamiento con este SNP basdndose en los valores pairwise r del Proyecto 1000

Genomas. Las tasas de recombinacion estimadas del Proyecto 1000 Genomas

también fueron

representadas en el grafico en el eje vertical reflejando la estructura local de desequilibrio de

ligamiento.
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Figura 15: P-valores obtenidos de los resultados de asociacion de los SNP estudiados para IL7R

ordenados por posicion cromosdmica.
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Dos SNP en el gen TSLP (rs1816678 y rs764917) mostraron asociacidén nominal con
NIUA (Figura 14 y Tabla 37). Sin embargo, estos SNP no pasaron la correccidon por FDR
(FDR=31.5%). Ninguna de las variantes en IL7R mostrd asociacién nominal con NIUA,

presentandose el minimo p-valor de p=0.138 (Figura 15) (Tabla S3).

Gen Rs Alelo1/Alelo2 FREQ1 RSQR OR Cl (95%) p-valor FDR (%) ‘
TSLP rs1816678 G/A 0.598 0.58 0.76 0.594-0.978 0.033 315
TSLP  rs764917 A/C 0.54 098 0.81 0.666-0.971 0.024 315

Tabla 37: Resultados de imputacidn y asociacidn para los SNP de TSLP asociados nominalmente con
NIUA. Freql; Frecuencia del SNP uno, RSQR; rsq del archivo info, una medida de la calidad de la
imputacion. OR; Odds Ratio, Cl; intervalo de confianza (95%), p-valor; p-valor del likelihood ratio. FDR; p-

valor (%) tras la correccidn por tasa de falso descubrimiento.

Analisis de asociacion entre SNP en CEP68 y la hipersensibilidad a

los AINE.

Los estudios de asociacidén génica llevados a cabo en pacientes con hipersensibilidad a
los AINE estdn permitiendo identificar nuevos loci que podrian tener un papel
importante en el desarrollo de la enfermedad. Recientemente, un estudio GWAS
realizado en una poblacién coreana de pacientes con NERD identificé el CEP68 como
el principal locus asociado con esta entidad clinica.

El locus CEP68 esta en alto desequilibrio de ligamiento con el locus de RAB1A. RAB1A
es una pequefia GTPasa que controla el trafico vesicular desde el reticulo
endoplasmatico hasta el aparato de Golgi. Ademads, este gen presenta varios SNP
asociados con NERD [213]. Aunque, esta asociacion no ha sido estudiada en el resto de
pacientes con IC a AINE.

Por lo tanto, en este estudio analizamos la potencial asociacién de las variantes
genéticas comunes del gen CEP68 y un grupo de pacientes con IC a AINE compuesto
por NIUA, NERD y pacientes con sintomas respiratorios y cutaneos (mixtos o blended

reactions). Los resultados obtenidos en este objetivo son los siguientes:

Caracteristicas de la poblacion de estudio

En este estudio, incluimos un total de 1060 individuos. De ellos, 635 eran pacientes y
425 eran controles sanos no relacionados. No se encontraron diferencias
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estadisticamente significativas de edad o sexo entre ambos grupos (p= 0.563 y
p=0.892, respectivamente) (Tabla 38). La entidad clinica mas frecuente fue NIUA
(62.8%), seguido de las reacciones mixtas y NERD (19.8 y 17.3%, respectivamente)
(Tabla 38). Los derivados de dacido propidnico fueron los medicamentos mas
frecuentemente implicados en estas reacciones (33.9%), seguidos de ASA y pirazolonas

(25.0% y 19.1%, respectivamente) (Tabla 38).

Controles sanos

Variable (n=425) Pacientes (n=635) p-valor
Media edad (en afios)+ SD 41.52+15.74 41.93+15.52 0.563
Numero de mujeres (%) 263 (61.8) 390 (61.4) 0.892
Historia de enfermedades 59 (13.9) 261 (41.1) <0.0001
alérgicas
Grupo clinico, nimero de episodios y AINE implicados
NIUA 0 399 (62.8) NA
NERD 0 110 (17.3) NA
patron mixto 0 126 (19.8) NA
Numero de episodios 0 3.21+1.65 NA
Numer farm
" igvc;Iiir:dosacos 0 2.44x0.74 NA
Derivados de acidos propidnicos 0 691 (33.9) NA
ASA 0 511 (25.0) NA
Pirazolonas 0 389 (19.1) NA
Otras 0 449 (22.0) NA

Tabla 38: Datos demograficos y clinicos de los casos y controles sanos incluidos en el estudio de

CEP68.NA; no aplicable.

Resultados del estudio de asociacion de CEP68

En la tabla 39, se han descrito los resultados obtenidos tras los controles de calidad del
genotipado. A excepcidn de rs2241161, todos los demas SNP genotipados presentaron
una CR superior al 90% y estaban en HWE, por lo que se mantuvieron para posteriores

analisis.
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SNP Cambio Localizacion Posicion CR Pacientes Controles HWE HWE MAF MAF
(Alelol, Alelo 2) (efecto) (%) genotipados (n) genotipados (n) pacientes controles pacientes controles
/1 1/2 2/2 1/1 1/2 2/2
rs2249105 A>G Intrén 65287896 99.5 242 297 93 121 173 67 0.932 0.747 0.382 0.425
rs2241161 C>A Intrén 65290842 996 498 131 4 270 85 6 0.217 1.000 0.110 0.134
rs7572857 G>A Exon 2 65296798 99.5 496 129 10 268 90 5 0.448 0.288 0.156 0.223
(Gly74Ser)

rs10496123 A>G Intrén 5 65309296 99.6 54 243 333 22 137 202 0.375 1.000 0.280 0.251
rs1228 T>C 3'UTR 65311555 100 288 280 67 145 167 51 1.000 0.882 0.326 0.371

Tabla 39: Medidas de los controles de calidad para los SNP genotipados del gen CEP68. Se han mostrado los SNP que superaron los controles de calidad.HWE: p-valor para

el test del equilibrio de Hardy-Weinberg; MAF: Frecuencia alélica menor.

151



Resultados

Tras la imputacién, considerando un valor umbral de FDR del 5% (g-valor<5E-02), de
los 53 SNP testados, encontramos un total de 17 SNP (32%) asociados con NIUA (Figura
16, Tabla 40, Tabla S4). Entre ellos, la variante no sinénima rs7572857 (Gly74Ser),
previamente asociada con NERD (p= 1.67E-05) [138]. El mayor valor de asociacién

encontrado fue para el SNP rs1050675 (p= 1.13E-06).
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Figura 16: P-valores obtenidos de los resultados de asociacidn de los SNP estudiados para CEP68
ordenados por posicion cromosomica. El nimero del SNP mostrado en el grafico denota el resultado
obtenido para el SNP mas significativo para este gen y los resultados restantes donde el color indica su
desequilibrio de ligamiento con este SNP basdandose en los valores pairwise r del Proyecto 1000
Genomas. Las tasas de recombinacidon estimadas del Proyecto 1000 Genomas también fueron
representadas en el grafico en el eje vertical reflejando la estructura local de desequilibrio de

ligamiento. La linea roja horizontal indica un p-valor de 9.4E-10.
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NIUA vs controles sanos
rs6728523 G,C 0.27 0.59 0.59(0.43-0.80) 6.15E-04 6.13E-03
rs2302647 G,A 0.27 0.59 0.59(0.43-0.80) 6.17E-04 6.13E-03
rs2249105 A,G 0.4 - 0.78 (0.63-0.96)  1.75E-02 1.69E-01
rs2540945 AG 0.35 0.75 0.75(0.59-0.97) 2.86E-02 1.26E-01
rs2241161 C,A 0.38 - 0.75(0.54-1.03) 1.70E-02 1.29E-01
rs2241160 A,G 0.38 0.64 0.73 (0.56-0.96)  2.59E-02 1.21E-01
rs2901749 G,T 0.19 0.57 0.51(0.35-0.74)  3.74E-04 4.24E-03
rs2080385 G,T 0.22 0.54 0.43 (0.30-0.62) 6.61E-06 1.39E-04
rs75678687 G,A 0.19 0.58 0.51(0.35-0.73) 2.59E-04 3.16E-03
rs79157909 T,G 0.16 0.42 0.46 (0.29-0.72)  8.30E-04 7.76E-03
rs2252867 T,C 0.34 0.69 0.69(0.53-0.91) 7.16E-03 5.98E-02
rs7572857 GA 0.14 - 0.55(0.42-0.73) 1.67E-05 2.83E-04
rs2723085 C,G 0.31 0.68 0.76 (0.57-1.00) 4.71E-02 1.69E-01
rs2723086 CT 0.31 0.68 0.76 (0.57-1.00) 4.69E-02 1.69E-01
rs2723087 T,A 0.31 0.68 0.76 (0.57-1.00) 4.62E-02 1.69E-01
rs17849707 A,G 0.2 0.57 0.49 (0.34-0.70) 1.09E-04 1.44E-03
rs12621608 C,T 0.16 0.49 0.43 (0.29-0.65) 5.85E-05 8.38E-04
rs6546123 CT 0.32 0.64 0.68(0.52-0.90) 7.03E-03 5.98E-02
rs76221156 CT 0.11 0.61 0.34(0.22-0.53)  1.74E-06 4.50E-05
rs1894874 T,C 0.12 0.59 0.34(0.22-0.52)  1.34E-06 2.70E-05

rs113359765 CT 0.11 0.59 0.34(0.22-0.52)  1.20E-06 2.70E-05
rs6546125 AC 0.17 0.48 0.44 (0.29-0.65) 4.54E-05 7.16E-04
rs78945874 A,G 0.11 0.58 0.33(0.22-0.52) 1.17E-06 2.70E-05
rs1050675 AG 0.11 0.56 0.33(0.21-0.52) 1.13E-06 2.70E-05
rs1229 G,A 0.11 0.56 0.33(0.21-0.52)  1.14E-06 2.70E-05
rs1228 T,C 0.3 - 0.78 (0.63-0.96)  2.14E-02 1.69E-01
rs4671638 T,C 0.24 0.57 0.66 (0.48-0.90) 8.93E-03 7.09E-02
rs61758846 G,C 0.12 0.52 0.32(0.21-0.51) 1.16E-06 2.70E-05

Tabla 40: Resultados de asociacién de los SNP de CEP68 para NIUA. En la tabla se han mostrado los SNP

que han mostrado asociacion nominal y los correspondientes g-valores obtenidos tras corregir por FDR.

Los efectos funcionales de los SNP asociados estadisticamente con NIUA se muestran

en la tabla 41.
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Efectos
Localizacion Posicion funcionales
predichos
rs6728523 5'UTR 65282708 TFBS
rs2302647 5'UTR 65283174 TFBS
rs2901749 Intrén 65292570 *
rs2080385 Intrén 65292762 TFBS
rs75678687 Intrén 65293558 *
rs79157909 Intrén 65294532
rs7572857 ( Gf;‘;’;‘sze ' 65296798 nsSNP
rs17849707 (ThEr’;%r;?hr) 65298839 *
rs12621608 Intrén 65300752 TFBS
rs76221156 Intrén 65304529 *
rs1894874 Intrén 65307379 TFBS
rs113359765 Intrén 65308913 *
rs6546125 Intrén 65309223 *
rs78945874 Intrén 65309439 *
rs1050675 3'UTR 65311031 miRNABS
rs1229 3'UTR 65311438 miRNABS
rs61758846 3'UTR 65313758 miRNABS

Tabla 41: Resultados de asociacion y funcion predicha para los 17 SNP de CEP68 que se han asociado
con NIUA. miRNABS: sitio de unidn de micro RNA; nsSNP: SNP no sindnimo; TFBS, sitio de unién de un

factor de transcripcion.

Este SNP (rs1050675) y los 16 restantes estaban en alto desequilibrio de ligamiento, y
una vez que este efecto fue tenido en cuenta, en relacién a su asociacién con la
patologia, los 16 SNP restantes dejaron de ser estadisticamente significativos (Tabla
42). De tal modo que, Unicamente el SNP rs1050675 se mantuvo asociado de forma

estadisticamente significativa.
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SNP p-valor
rs6728523 0.140
rs2302647 0.141
rs2901749 0.244
rs2080385 0.257

rs75678687 0.276
rs79157909 0.312
rs7572857 0.921
rs17849707 0.352
rs12621608 0.111
rs76221156 0.707
rs1894874 0.882
rs113359765 0.967
rs6546125 0.143
rs78945874 0.949
rs1229 0.906
rs61758846 0.905

Tabla 42: Resultados de los analisis de regresidn resultante de los SNP que se habian asociado con NIUA

en funcidn de rs1050675 (CEP68).

A pesar del pequefio tamano muestral de pacientes respiratorios o mixtos, también
comparamos estos grupos con el grupo control sano (Tabla 43)(Tabla S4). En ambos
casos, encontramos asociaciones nominales para las reacciones NERD vy las reacciones
mixtas, con 7 y 8 SNP, respectivamente. Estos SNP estaban entre los 17 SNP asociados
con NIUA, y el menor p-valor obtenido en ambas entidades fue para el SNP
rs61758846 (p=0.010 and p=0.013, para NERD y reacciones mixtas, respectivamente).
Sin embargo, ninguno de estos SNP permanecié siendo significativos después de la

correccion por multiples tests (Tabla 43).
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Alelos (M, m)

OR (95% CI)

p-valor

FDR (g-valor)

OR (95% CI)

p-valor

Resultados

FDR (qg- valor)

rs76221156 CT 0.46 (0.24-0.87) 1.81E-02 9.61E-02 0.51(0.28-0.93) 2.80E-02 1.26E-01
rs1894874 T,C 0.45 (0.23-0.86) 1.60E-02 8.77E-02 0.49 (0.27-0.90) 2.52E-02 1.08E-01
rs113359765 CT 0.44 (0.23-0.86) 1.52E-02 8.65E-02 0.48 (0.26-0.89) 2.01E-02 9.96E-02
rs6546125 AC 0.55 (0.31-0.96) 3.48E-02 1.45E-01
rs78945874 AG 0.44 (0.23-0.85) 1.46E-02 8.65E-02 0.48 (0.26-0.89) 1.90E-02 9.75E-02
rs1050675 AG 0.43(0.22-0.83) 1.19E-02 8.24E-02 0.46 (0.25-0.86) 1.48E-02 8.65E-02
rs1229 GA 0.42(0.22-0.82) 1.13E-02 8.16E-02 0.46 (0.25-0.85) 1.37E-02 8.65E-02
rs61758846 G,C 0.41(0.21-0.81) 1.06E-02 7.98E-02 0.44 (0.23-0.84) 1.28E-02 8.50E-02

Tabla 43: Resultados de asociacion de los SNP de CEP68 para los grupos comparados NERD y Mixtos. En la tabla se han mostrado los SNP que han mostrado asociacién

nominal y los correspondientes g-valores obtenidos tras corregir por FDR.
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Resultados del estudio de asociacion de RAB1A4

Dado que la secuencia de CEP68 solapa con la de RAB1A, evaluamos mediante tests de
asociacion si SNP de RAB1A se asociaban con NIUA, NERD o las reacciones mixtas. Los
resultados, resumidos, se muestran en la tabla 44. Tras este analisis, se determiné que
ciertos SNP de RABI1A se asociaban con NIUA, pero que ninguno de ellos se asociaba

con NERD o las reacciones mixtas.
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RSQR

OR (95% ClI)

p-valor

FDR
(g-valor)

OR (95% ClI)

p-valor

FDR
(g-valor)

OR (95% ClI)

p-valor

Resultados

FDR
(g-valor)

NIUA vs controles sanos

NERD vs controles sanos

Reacciones mixtas vs controles sanos

rs1420185 A.G 0.3 0.66  0.69(0.41-0.97) 8.47E-03 2,19E-02 0.85(0.64-1.26) 4.33E-01 6,08E-01 0.72(0.32-1.13) 1.23E-01 3,01E-01
rs112029776 A.G 0.11 0.59 0.35(0.10-3.33) 3.05E-06 1,30E-05 0.45(0.11-1.12) 2.04E-02 8,92E-02 0.48(0.14-1.11) 2.28E-02 9,24E-02
rs113413623 GA 0.11 0.59 0.35(0.10-3.34) 3.09E-06 1,30E-05 0.45(0.11-1.12) 2.05E-02 8,92E-02 0.48 (0.14-1.11) 2.29E-02 9,24E-02
rs113506850 T.G 0.1 0.58 0.34(0.12-3.44) 3.10E-06 1,30E-05 0.45(0.10-1.13) 2.10E-02 8,92E-02 0.48(0.17-1.12) 2.31E-02 9,24E-02

rs7607025 G.A 0.22 0.54 0.62(0.29-0.96) 5.70E-03 1,82E-02 0.78(0.53-1.27) 3.11E-01 5,40E-01 0.67(0.18-1.15) 9.95E-02 3,01E-01

rs7607039 G.A 0.22 0.54 0.62(0.29-0.96) 5.70E-03 1,82E-02 0.78(0.53-1.27) 3.10E-01 5,40E-01 0.67(0.18-1.15) 9.96E-02 3,01E-01
rs76210337 A.G 0.11 0.59 0.34(0.10-3.35) 3.06E-06 1,30E-05 0.45(0.11-1.12) 2.04E-02 8,92E-02 0.48(0.14-1.11) 2.28E-02 9,24E-02
rs75263790 G.T 0.11 0.59  0.34(0.10-3.35) 3.04E-06 1,30E-05 0.45(0.11-1.12) 2.03E-02 8,92E-02 0.48(0.14-1.11) 2.28E-02 9,24E-02

rs9784068 CA 0.11 0.58  0.34(0.10-3.35) 3.09E-06 1,30E-05 0.45(0.11-1.12) 2.05E-02 8,92E-02 0.48(0.14-1.11) 2.29E-02 9,24E-02
rs12472718 A.G 0.3 0.65 0.69(0.41-0.97) 8.47E-03 2,19E-02 0.85(0.64-1.26) 4.33E-01 6,08E-01 0.72(0.31-1.13) 1.23E-01 3,01E-01
rs113467506 CG 0.11 0.58 0.34(0.11-3.36) 3.06E-06 1,30E-05 0.45(0.11-1.12) 2.05E-02 8,92E-02 0.48(0.14-1.11) 2.28E-02 9,24E-02
rs75479685 A.G 0.11 0.58 0.34(0.11-3.36) 3.06E-06 1,30E-05 0.45(0.11-1.12) 2.04E-02 8,92E-02 0.48(0.15-1.11) 2.28E-02 9,24E-02
rs111245132 T.G 0.11 0.58 0.34(0.11-3.36) 3.09E-06 1,30E-05 0.45(0.11-1.12) 2.05E-02 8,92E-02 0.48(0.15-1.11) 2.28E-02 9,24E-02
rs13421845 A.G 0.3 0.63  0.68(0.40-0.97) 8.41E-03 2,19E-02 0.85(0.64-1.27) 4.41E-01 6,08E-01 0.72(0.31-1.14) 1.24E-01 3,01E-01
rs111778391 G.A 0.11 0.57 0.34(0.11-3.38) 3.10E-06 1,30E-05 0.45(0.10-1.13) 2.05E-02 3,80E-01 0.48(0.15-1.11) 2.29E-02 9,24E-02
rs60136636 A.G 0.3 0.62  0.68(0.40-0.97) 8.42E-03 2,19E-02 0.85(0.63-1.27) 4.41E-01 6,08E-01 0.72(0.30-1.14) 1.24E-01 3,01E-01
rs10176281 TA 0.11 0.57 0.34(0.11-3.39) 3.08E-06 1,30E-05 0.45(0.10-1.13) 2.05E-02 8,92E-02 0.48 (0.16-1.11) 2.28E-02 9,24E-02
rs113683435 G.A 0.11 0.57 0.34(0.11-3.39) 3.10E-06 1,30E-05 0.45(0.10-1.13) 2.04E-02 8,92E-02 0.48(0.16-1.11) 2.28E-02 9,24E-02
rs56725299 G.C 0.11 0.57 0.34(0.12-3.40) 3.06E-06 1,30E-05 0.45(0.10-1.13) 2.03E-02 8,92E-02 0.48(0.16-1.11) 2.28E-02 9,24E-02
rs17029863 T.C 0.11 0.57 0.34(0.12-3.40) 3.06E-06 1,30E-05 0.45(0.10-1.13) 2.04E-02 8,92E-02 0.48(0.16-1.11) 2.28E-02 9,24E-02
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(A“:f'::) RSQR  OR(95%Cl)  p-valor (q_Fv'Zfor) OR(95%Cl)  p-valor (q_Fv'Zfor) OR(95%Cl)  p-valor (q_Fv'Zfor)
rs13006381 AG 039 055 0.66(0.37-0.95) 5.44E-03 1,82E-02 0.81(0.60-1.23) 3.33E-01 5,66E-01 0.81(0.40-1.22) 3.13E-01 4,55E-01
rs13409078 T.C 011 056 0.34(0.12-3.42) 3.06E-06 1,30E-05 0.45(0.10-1.13) 2.03E-02 8,92E-02 0.48 (0.16-1.11) 2.28E-02 9,24E-02
rs1558658 AG 011 056 0.34(0.12-3.42) 3.07E-06 1,30E-05 0.45(0.10-1.13) 2.03E-02 8,92E-02 0.48 (0.16-1.11) 2.28E-02 9,24E-02
r$28392943 T.C 089 056 0.34(0.12-3.42) 3.08E-06 1,30E-05 0.45(0.10-1.13) 2.04E-02 892E-02 0.48 (0.16-1.12) 2.28E-02 9,24E-02
rs13383649 G.C 089 056 0.34(0.12-3.42) 3.07E-06 1,30E-05 0.45(0.10-1.13) 2.04E-02 8,92E-02 0.48 (0.16-1.12) 2.28E-02 9,24E-02
rs12465024 C.G 0.3 0.61 0.68(0.39-0.97) 8.44E-03 2,19E-02 0.84(0.63-1.27) 4.32E-01 6,08E-01 0.72(0.29-1.14) 1.23E-01 3,01E-01
rs112587259 A.C 011 055 0.33(0.13-3.46) 3.07E-06 1,30E-05 0.44(0.09-1.13) 2.04E-02 892E-02 0.47(0.17-1.12) 2.28E-02 9,24E-02
rs58342673 cT 0.3 0.6  0.68(0.39-0.97) 8.49E-03 2,19E-02 0.84(0.62-1.27) 4.30E-01 6,08E-01 0.71(0.29-1.14) 1.22E-01 3,01E-01
rs10185243 T.G 029 056 0.64(0.34-0.05) 4.50E-03 1,63E-02 0.81(0.59-1.26) 3.66E-01 596E-01 0.69 (0.25-1.14) 1.04E-01 3,01E-01
rs3732096 T.C 023 051 0.65(0.31-0.99) 1.21E-02 2,93E-02 0.80(0.55-1.30) 3.91E-01 6,03E-01 0.68(0.19-1.17) 1.22E-01 3,01E-01
r$2422437 1.6 023 051 0.65(0.31-0.99) 1.21E-02 2,93E-02 0.80(0.55-1.30) 3.92E-01 6,03E-01 0.68(0.19-1.17) 1.22E-01 3,01E-01
rs61758850 cT 011 051 0.32(0.15-3.58) 3.27E-06 1,30E-05 0.43(0.07-1.15) 2.12E-02 892E-02 0.46(0.21-1.13) 2.30E-02 9,24E-02
rs6748462 G.T 026 047 0.56(0.21-0.90) 8.41E-04 3,20E-03 0.74(0.48-1.24) 2.37E-01 4,30E-01 0.63 (0.13-1.13) 6.84E-02 2,60E-01

Tabla 44: Asociacion de las variantes imputadas de RAB1A con la hipersensibilidad a los AINE. Resumen de la (tabla S5) en la que se han incluido sélo los p-

valores significativos tras la correccion por FDR, al menos en alguno de los tres grupos. Los valores de OR se refieren al alelo menor.
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En este caso, también se tuvo en cuenta la independencia de estos SNP con respecto al
SNP rs1050675 de CEP68 y los resultados fueron corregidos (Tabla 45). Tras esta

correccion, ninguno de los SNP imputados de RAB1A se asocid con NIUA.

SNP Gen p-valor ‘
rs6728523 CEP68 0.345
rs2302647 CEP68 0.346
rs2901749 CEP68 0.149
rs2080385 CEP68 0.276

rs75678687 CEP68 0.158
rs79157909 CEP68 0.155
rs7572857 CEP68 0.800
rs17849707 CEP68 0.209
rs12621608 CEP68 0.076
rs76221156 CEP68 0.276
rs1894874 CEP68 0.344
rs113359765 CEP68 0.375
rs6546125 CEP68 0.143
rs78945874 CEP68 0.664
rs1229 CEP68 0.996
rs61758846 CEP68 0.872
rs112029776 RABIA 0.677
rs113413623 RAB1A 0.787
rs113506850 RABIA 0.831
rs76210337 RAB1A 0.707
rs75263790 RABIA 0.644
rs9784068 RABIA 0.808
rs113467506 RABIA 0.695
rs75479685 RABIA 0.692
rs111245132 RABIA 0.810
rs111778391 RABIA 0.827
rs10176281 RABIA 0.763
rs113683435 RABIA 0.833
rs56725299 RABIA 0.698
rs17029863 RAB1A 0.689
rs13409078 RABIA 0.706
rs1558658 RABIA 0.722
rs28392943 RABIA 0.757
rs13383649 RAB1A 0.736
rs112587259 RABIA 0.723
rs61758850 RABIA 0.665

Tabla 45: Resultados del analisis de asociacion de CEP68 y RAB1A para NIUA en funcion del SNP
rs1050675 de CEP6S.
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Estudio de asociacion a nivel de genoma completo.

En este estudio llevamos a cabo un GWAS en dos grupos bien caracterizados de
pacientes NIUA Espafioles y chinos de la etnia Han. Con este trabajo pretendemos
analizar las similitudes y las diferencias en cuanto a susceptibilidad genética de
padecer NIUA. Este estudio, no solo es el primer GWAS que se realiza en pacientes con
NIUA, sino que ademads; por primera vez, se han analizado y comparado dos
poblaciones étnicamente diferentes. Los resultados obtenidos se describen a

continuacion:

Caracteristicas de la poblacion de estudio

Incluimos un total de 232 pacientes (112 de Espafia y 120 de Taiwan) con NIUA y 225
controles sanos no relacionados (124 de Espafia y 101 de Taiwan). No se encontraron
diferencias significativas en el sexo o la edad entre pacientes y controles en el grupo de
los pacientes espafioles, mientras que la edad de los controles en la poblacion china de
etnia Han fue mayor que la de los pacientes (Tabla 46). Considerando los AINE
implicados, los derivados del acido propiénico fueron los medicamentos mas
comunmente responsables de estos episodios tanto en poblacion espafiola como china

(39.4% (122 episodios) y 32.3% (133 episodios), respectivamente) (Tabla 46).

ETE] ][] Poblacion espanola Poblacion de chinos Han
Pacientes Controles p-valor Pacientes Controles p-valor

Edad, afios (mediat SD) 41.1+15.5 39.4+14.5 0.35 40.6+15.2 48.89+13.50 <0.001

Porcentaje de mujeres

(%) 64 (57.1) 65(52.4) 0.47 76 (62.8) 71(70.3) 0.24

Numero de episodios 3.2+1.4 NA 3.4+1.0 NA

AINE involucrados / Niumero de episodios (%)

Derivados de acido

S 122 (39.4) NA 133 (32.6) NA
propidnico
ASA 80 (25.8) NA 69 (16.9) NA
Pirazolonas 51 (16.5) NA 50(12.3) NA
Otros 57 (18.3) NA 156 (38.2) NA

Los pacientes espafioles presentaron un total de 310 episodios y los
chinos de la etnia Han 408.

Tabla 46: Datos clinicos y demogréficos de pacientes y controles sanos analizados en el GWAS.

Controles de calidad de los datos
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La tasa media de completado para cada individuo genotipado fue superior al 95%. Los
resultados de sexo de todos los pacientes determinado por el GWAS fueron
consistentes con los datos recopilados.

De un total de 868.153 SNP en los autosomas, finalmente 644.046 (74.2%) en el grupo
de los espafioles y 589.460 (67.9%) en la poblacidn china pasaron los filtros de control
de calidad y presentaron una tasa de completado por encima del 99.8 + 0.4%. Los
resultados del andlisis de componentes principales no mostraron diferencias
significativas para la estratificaciéon poblacional entre pacientes y controles (p> 0.05), y

entre poblaciones (p< 0.001).

Resultados del analisis de asociacion en la poblacion espaifola

Los anadlisis de GWAS para la poblacion espaiola se llevaron a cabo en un total de 112
pacientes con NIUA y 124 controles sanos (Figura 17). Aunque ningun SNP consiguio la
significacion a nivel de GWAS tras la correccion por Bonferroni, los resultados

revelaron que 37 SNP presentaron asociacién nominal (10'8<p<10'5) con NIUA.
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Figura 17: GWAS para NIUA en poblacidn Espafiola. Los resultados expresados como p-valores en —log,
y ordenados en funcién del orden en los cromosomas, se muestran la figura. La linea horizontal indica p-

valores de 10™.
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Posicion Alelos Alelo de riesgo FAR controles FAR NIUA OR (95% IC)
1 rs2796483 7463932 G/A G 0.3629 0.5405 0.1776 9.70x 10° 2.07 (1.43-2.99)
1 rs1750849 7474913 G/C G 0.4113 0.5982 0.1869 4.30x 10° 2.13(1.48-3.08)
1 rs4601631 105522486 A/C A 0.4106 0.5864 0.1758 8.93x 10° 2.04 (1.41-2.94)
2 rs6756429 206250172 T/C C 0.4274 0.6027 0.1753 8.76 x10” 2.03(1.41-2.93)
3 rs9857691 68148585 G/C G 0.2419 0.4241 0.1822 6.32x10” 2.31(1.56-3.42)
3 rs6441417 163132046 G/A G 0.0605 0.192 0.1315 3.32x10” 3.69 (1.99-6.85)
3 rs6441418 163132210 A/C A 0.0605 0.1909 0.1304 2.91x10” 3.67 (1.97-6.82)
4 rs13114836 48190334 C/G C 0.125 0.2723 0.1473 6.91x10° 2.62(1.62-4.22)
4 rs6532150 90405782 A/G G 0.9113 0.9911 0.0798 5.13x10° 10.81 (2.51-46.50)
6 rs2249625 72963474 C/T C 0.3821 0.5804 0.1982 5.3x10° 2.24 (1.55-3.24)
6 rs2463749 72974869 C/G C 0.3659 0.5402 0.1743 6.8x 107 2.04 (1.41-2.95)
6 rs2254147 72977664 G/C G 0.3669 0.5446 0.1777 5.04x 10° 2.06 (1.43-2.98)
7 rs4721564 17056487 T/C T 0.3065 0.482 0.1755 7.68x10° 2.11(1.44-3.07)
8 rs7842758 75870217 /T T 0.7863 0.9196 0.1334 6.25x 10” 3.11(1.76-5.50)
10 rs3125447 60296240 /T C 0.1250 0.2857 0.1607 4.77 x 10” 2.80 (1.74-4.50)
10 rs282674 60313342 G/A G 0.1169 0.2857 0.1688 1.17x10” 3.02 (1.86-4.90)
10 rs282673 60313623 T/C T 0.1179 0.2838 0.1659 1.82x10” 2.96 (1.83-4.82)
10 rs4747095 72183278 T/C T 0.1371 0.2857 0.1486 8.37x10” 2.52 (1.58-4.00)
12 rs12426509 1227911 C/A C 0.2886 0.4595 0.1708 7.17x10” 2.10(1.43-3.07)
13 rs3935930 104499737 T/C T 0.0121 0.0946 0.0825 6.64 x 10” 8.53(2.51-29.02)
13 rs2225777 109477471 A/T T 0.4677 0.6518 0.184 5.29x 10° 2.13(1.47-3.09)
13 rs1335807 109478945 A/G G 0.4553 0.6384 0.1831 8.89x10° 2.11 (1.46-3.06)
13 rs1029204 109479213 T/C C 0.4516 0.6339 0.1823 7.97x10° 2.10(1.45-3.04)
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Posicion

Alelos

Alelo de riesgo

FAR controles

FAR NIUA

Resultados

OR (95% IC)

13 rs1335808 109486141 T/A T 0.3952 0.5804 0.1852 4.26x10° 2.12(1.47-3.06)
14 rs3784099 67819680 A/G A 0.3252 0.5089 0.1837 7.1x10° 2.15(1.48-3.13)
14 rs8008961 67822396 A/G A 0.2944 0.5045 0.2101 5.85x 10° 2.44 (1.67-3.56)
14 rs4899241 67934064 T/C T 0.2500 0.4286 0.1786 9.46 x 10” 2.25(1.52-3.33)
20 rs6075630 20098027 T/C T 0.1048 0.2589 0.1541 2.45x10” 2.98 (1.80-4.94)
20 rs6106205 20106867 c/T C 0.1169 0.2723 0.1554 4.08x10° 2.83 (1.74-4.60)
22 rs2057204 47453489 A/G A 0.1992 0.3645 0.1653 7.16 x 10” 2.31(1.51-3.52)

Tabla 47: Resultados del estudio de asociacion en la poblacién Espafiola. Chr.: cromosoma, F: frecuencia, FAR: frecuencia del alelo de riesgo, AF: diferencia

de frecuencias.
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De ellos, 30 marcadores se mantuvieron tras la validacién con Sequenom, mostrando
una tasa de concordancia por encima del 98%. Tras la validacion de los SNP con sondas
TagMan, se identificaron tres clusters principales con mas de un SNP localizado a 500
kb unos de otros (Tabla 47).
e El primer locus, compuesto por rs2249625 (p= 5.30x10°) y rs2496515 (p=
1.48x10), esta localizado en una regién intrénica del gen de regulacién de la

exocitosis-1 de la membrana sindptica (RIMS1) en el cromosoma 6 (Figura 18);

152249625
2> rs2496515

-logo (P value)
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Chromosome & position, kb

Figura 18: P-valores obtenidos de los resultados de asociacién de los SNP estudiados para RIMS1

ordenados por posicion cromosdmica.
« el segundo locus contiene 3 SNP, rs282674 (p = 1.17x10°), rs282673 (p
=1.82x10°) y rs3125447 (p = 4.77x107). Se encuentra localizado
aproximadamente a 40kb corriente abajo del gen de la proteina 1 de unién a

RNA de la familia BicC (BICC1) en el cromosoma 10 (Figura 19);
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Figura 19: P-valores obtenidos de los resultados de asociacién de los SNP estudiados para BICCI

ordenados por posicion cromosdmica.

vy el Ultimo locus consistié en dos SNP, rs8008961 (p= 5.85x10°) y rs3784099 (p

=7.10x10") que se agrupan en los intrones del gen que codifica para el parilogo

B de RAD51 (RAD51L1) en el cromosoma 14 (Figura 20).
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Figura 20: P-valores obtenidos de los resultados de asociacion de los SNP estudiados para RAD51L1

ordenados por posicion cromosdmica.
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Estos tres loci estan localizados en regiones con alto desequilibrio de ligamiento (LD).
Ademas de los clusters de SNP descritos antes, otros 5 SNP también presentaron
asociacion nominal:
e rs461409 (p = 2.63x10"6) que se localiza a 175 kb corriente abajo del dominio
del miembro B de la familia RGM (RGMB) en el cromosoma 5;
e 15123533497 (p = 1.04x107) en el intrén 14 de la proteina quinasa 9 de anclaje
A (AKAP9) en el cromosoma 7;
e 159314462 (p = 5.30x10”) corriente abajo del gen que codifica para el dominio
multiple de tipo CUB y sushi (CSMD1) en el cromosoma 8;
*  rs9646303 (p =1.15x107) en el intrén 3 del gen ZCCHC14 que forma parte del
dominio 14 de CCHC en el cromosoma 16;
e vy rs11673496 (p=1.75x10"), 60 Kb corriente arriba del gen ZNF492 en el
cromosoma 19.
Excepto para rs6532150 y rs3935930 que presentaron OR superiores 8, todos los
demas SNP identificados en este estudio mostraron efectos moderados, con OR entre

2-4 (Tabla 47).
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Resultados del analisis de asociacion en la poblacion de chinos Han

En un total de 120 pacientes NIUA y 101 controles sanos, se llevaron a cabo los analisis

de GWAS para la poblacién de chinos de etnia Han (Figura 21).

§ 8 B E5EEE

&

!

U1 OPrOb TG
e
.

" —

I--’.‘.h'l o ] o 0D s el o 1S o SO o T 75 ey O o 10 €1 o 71 3 o O o G080 o G i OO0 o ST o 0 o SV o T2 o TN -CM."|

Figura 21: GWAS para NIUA en la poblacion de Chinos Han. Los resultados expresados como p-valores
en —log,yy ordenados en funcion del orden en los cromosomas, se muestran la figura. La linea horizontal

indica p-valores de 10™.
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Posicion

Alelos

Alelo de riesgo

FAR controles

FAR NIUA

AF

p-valor

Resultados

OR (95% IC)

1 rs2503222 66291285 A/G A 0.0396 0.1653 0.1257 2.58 x 10" 4.80 (2.19-10.52)
1 rs1500963 66302409 T/C 0.0396 0.1653 0.1257 2.58 x 10" 4.80 (2.19-10.52)
1 rs12028467 204126421 G/C C 0.685 0.85 0.165 6.86 x 10” 2.61(1.64-4.14)
1 rs1125642 231345972 G/A G 0.1931 0.376 0.183 3.61x10” 2.52(1.63-3.89)
1 rs12143400 238746293 A/G G 0.6485 0.8058 0.1573 4.87 x10° 2.25(1.46-3.46)
1 rs1715794 243834835 G/A G 0.2327 0.4215 0.1888 3.90x 10" 2.40(1.59-3.64)
2 rs4662366 144536527 c/T T 0.6386 0.8042 0.1656 9.17x 10" 2.32(1.51-3.57)
2 rs17737064 211689706 A/T A 0.2376 0.4256 0.188 5.54x 10" 2.38(1.57-3.59)
3 rs4928089 102054183 A/G A 0.1683 0.3636 0.1953 2.12x10° 2.82(1.80-4.44)
3 rs12330531 102071633 T/A T 0.1683 0.3678 0.1995 9.38 x 10” 2.87(1.83-4.52)
3 rs1116931 102072020 A/C A 0.165 0.3667 0.2017 8.39 x 10” 2.93(1.86-4.62)
3 rs9833094 102073615 T/C T 0.1683 0.3739 0.2056 4.81x 107 2.95(1.88-4.64)
4 rs890448 102651725 c/T C 0.3564 0.5413 0.1849 9.28 x 10° 2.13 (1.45-3.13)
5 rs267759 36173377 T/C C 0.604 0.7727 0.1688 7.58 x 10 2.23(1.48-3.37)
8 rs17330462 126680229 c/T C 0.1238 0.2851 0.1614 4.37x10° 2.82(1.71-4.67)
8 rs7017801 126681697 G/A G 0.1238 0.2851 0.1614 4.37x10° 2.82(1.71-4.67)
8 rs10956253 126683551 T/C T 0.1238 0.2851 0.1614 4.37x10° 2.82(1.71-4.67)
9 rs1853232 10471205 T/C C 0.8119 0.9339 0.122 8.14x 10" 3.27 (1.76-6.07)
9 rs2065746 11387008 A/C A 0.395 0.5792 0.1842 6.46 x 10” 2.11 (1.44-3.09)
9 rs10809464 11398193 T/A T 0.3861 0.5708 0.1847 6.59 x 10" 2.11 (1.44-3.10)
9 rs1335467 11409061 A/C A 0.3911 0.5702 0.1792 9.42 x 10° 2.07 (1.41-3.02)
9 rs1335464 11413524 G/C G 0.3911 0.5702 0.1792 9.42 x 10° 2.07 (1.41-3.02)
9 rs9406426 11427634 c/T c 0.3911 0.5702 0.1792 8.02 x 10° 2.07 (1.41-3.02)
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Posicion

Alelos

Alelo de riesgo

FAR controles

FAR NIUA

AF

p-valor

Resultados

OR (95% IC)

9 rs6474695 12262803 T/C c 0.4059 0.5992 0.1932 4.24x10° 2.19 (1.49-3.20)
9 rs290992 92601130 T/C 0.5792 0.7521 0.1729 9.83x10° 2.20(1.47-3.30)
10 rs17156347 1468900 T/A T 0.0792 0.2107 0.1315 8.52x 10" 3.10(1.71-5.64)
10 rs12774458 7663133 c/T C 0.1337 0.3099 0.1763 1.92 x 10° 2.91(1.79-4.74)
11 rs1938821 78593423 G/A G 0.2673 0.4545 0.1872 6.21x 10" 2.28(1.53-3.41)
12 rs11610328 74211669 c/T T 0.8564 0.9711 0.1146 9.48 x 10" 5.63(2.41-13.15)
12 rs2700521 74255612 T/C C 0.8564 0.9711 0.1146 9.48 x 10" 5.63(2.41-13.15)
12 rs2054517 74277713 A/C C 0.8564 0.9711 0.1146 9.48 x 10" 5.63(2.41-13.15)
13 rs10507385 27894960 c/T c 0.1337 0.3017 0.168 9.84 x 10° 2.80(1.72-4.57)
13 rs12873765 38937652 c/T c 0.3663 0.5496 0.1833 9.66 x 10 2.11(1.44-3.09)
13 rs10492737 38937812 c/T c 0.3614 0.5496 0.1882 6.65 x 10 2.16 (1.47-3.16)
13 rs10492736 38937932 T/C T 0.3614 0.5496 0.1882 6.65 x 10° 2.16 (1.47-3.16)
13 rs10492735 38938036 A/G A 0.3614 0.5496 0.1882 6.65 x 10° 2.16 (1.47-3.16)
13 rs10492734 38938314 c/T c 0.3614 0.5496 0.1882 6.65 x 10° 2.16 (1.47-3.16)
14 rs9323624 75570056 G/A A 0.6436 0.8388 0.1953 1.28 x 10°° 2.88(1.84-4.51)
14 rs8011069 75631071 T/C C 0.7525 0.8967 0.1442 6.43x 10" 2.86 (1.69-4.82)
14 rs1544623 78030008 G/A A 0.4554 0.6446 0.1892 9.57x10” 2.17 (1.48-3.18)
14 rs10483907 78085918 A/G G 0.495 0.6942 0.1992 5.22x10” 2.32(1.57-3.41)
15 rs1353577 84664915 T/C T 0.2871 0.4628 0.1757 8.59 x 10" 2.14 (1.44-3.18)
15 rs12437556 84665639 A/G A 0.2376 0.4298 0.1921 1.17 x 10° 2.42 (1.60-3.65)
15 rs4310804 94659413 C/G c 0.3416 0.5331 0.1915 9.34x10° 2.20(1.50-3.23)
16 rs1391351 17084822 A/G A 0.0297 0.1281 0.0984 8.93x 10° 4.80(1.96-11.75)
17 rs11652573 14482865 T/C c 0.7376 0.8884 0.1508 2.73x10” 2.83(1.70-4.71)

170




Resultados

Posicion Alelos  Alelo de riesgo FAR controles FAR NIUA AF OR (95% IC)
17 rs16950131 14490367 A/G G 0.7376 0.8843 0.1467 4.68x10” 2.72 (1.64-4.50)
19 rs917650 61623484 G/A A 0.8168 0.9417 0.1248 437 x10” 3.62(1.90-6.91)
20 rs6069674 54264681 C/T T 0.599 0.7769 0.1778 5.43x 10° 2.33(1.54-3.52)
22 rs12158991 26508948 A/G A 0.0103 0.0965 0.0862 8.49 x 10° 10.25 (2.38-44.18)

Tabla 48: Resultados del estudio de asociacion en la poblacién de Chinos Han. Chr.: cromosoma, F: frecuencia, FAR: frecuencia del alelo de riesgo, AF:

diferencia de frecuencias.
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Resultados

Como se muestra en la tabla 48, en esta poblacion tampoco se identificd ningun
polimorfismo que alcanzase la significacion a nivel de genoma completo.

e Aunque, si se detectd una regién principal con 4 SNP, localizados a 500kb unos
de otros (rs4928089, rs12330531, rs1116931 y rs9833094) con p-valores de
significancia (2.1x10°, 9.4x107, 8.4x107, 4.8x107) (Tabla 47). Estos SNP se
situan en el intron que codifica para el miembro 3 de la familia ABI de proteinas

de union (ABI3BP) en el cromosoma 3 (Figura 22).
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Figura 22: P-valores obtenidos de los resultados de asociacién de los SNP estudiados para ABI3BP

ordenados por posicién cromosémica.

Ademas de los anteriores SNP, algunas otras regiones han mostrado significacion
nominal.

* El primer locus contenia los SNP rs1500963 (p = 2.58x107) y rs2503222 (p =

0.58x107), ambos localizados en el intrén de la fosfodiesterasa 4B (PDE4B), un

gen miembro de la familia PDE relacionado con el AMP ciclico situado en el

cromosoma 1 (Figura 23);
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Figura 23: P-valores obtenidos de los resultados de asociacidn de los SNP estudiados para PDEB4

ordenados por posicién cromosémica.

« 3 SNP situados en el segundo locus, rs17330462 (p = 4.37x10™), rs7017801 (p =
4.37x107) y rs10956253 (p = 2.58x107), localizados aproximadamente a 160kb
corriente abajo de TRIB1, el cual codifica para una proteina inductora de un
receptor asociado a proteina G, situado en el cromosoma 8;

e 5 SNP componen el tercer locus, rs10809464 (p = 6.59x10), rs1335464 (p =
9.42x107), rs1335467 (p = 9.42x107), rs2065746 (p = 6.46x107) y rs9406426 (p
= 8.02x10") en el cromosoma 9 (Figura 24). Estos SNP no estan localizados en

ningun gen conocido o cerca;
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Figura 24: P-valores obtenidos de los resultados de asociacion de los SNP estudiados para el cromosoma

9, ordenados por posicion cromosdmica.

e 3 SNPen el cromosoma 12, rs11610328 (p = 9.42x10’5), rs2700521 (p = 9.42x10°
%), rs2054517 (p= 9.42x10°) localizados en una regién intergénica;

e 5 SNP en LD completo en el cromosoma 13, rs12873765, rs10492737,
rs10492736, rs10492735, y rs10492734 todos ellos con p = 9.42x107,
localizados en los intrones del gen que codifica para la proteina HMGIC
asociada a la fusion de los liposomas (LHFP);

e 2 SNPen el cromosoma 14, rs9323624 (p =1.28x10°®) y rs8011069
(p = 6.43x10™), localizado en el intrén del homélogo de transporte intraflagelar

43 (IFT43);
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Figura 25: P-valores obtenidos de los resultados de asociacion de los SNP estudiados para el cromosoma

14, ordenados por posicion cromosdmica.

e 2 SNP en el cromosoma 15, rs1353577 (p = 8.59x107) y rs12437556 (p =
1.17x10°), localizado en los intrones de la proteina de unién a ATP/GTP de tipo
1 (AGBL1);

« el dltimo loci consiste en 2 SNP en el cromosoma 17, rs11652573 (p =2.73x10™)

y rs16950131 (p = 4.68x107), localizados en una regién intergénica.

175



Resultados

7 -
6 - 80
1
& | q
g " . g
3 o 6 3
I i S T B
o g
B 31 . d 40 :
- *3 4 ; o
hd B
=
=
(=)
FO
mxlnm:i—u-i HE3ST 381 (1) et
CORT1SM) | LOC388335(1) A LOC44178101) | *
Loc100131108() 1 FLI4583101)
A 511652573
A 516950131
13983 14183 14383 14583 14783 14983

Figura 26: P-valores obtenidos de los resultados de asociacion de los SNP estudiados para el cromosoma

17, ordenados por posicion cromosdmica.

Estos loci estan también localizados en regiones con alto LD.
El SNP rs12158991 tuvo un OR de 10.25. Ademas, tres SNP (rs11610328, rs2700521 y
rs2054517) mostraron un OR de 5.63. Todos los demas SNP identificados en la

poblacién china de etnia Han tuvieron OR menores a 5 (Tabla 48).

Meta-analisis de las dos poblaciones

El meta-analisis se llevd a cabo mediante la combinaciéon de los datos de GWAS de la

poblacion espafiola y de chinos de etnia Han (Tabla 49).
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Posicion

PtrendTaiwan

LogtrendTaiwan

PtrendSpain

LogtrendSpain

Resultados

Log pmeta

1 rs12064888 78578099 2.28x 107 1.64 1.70x 10" 3.76 5.30x 10° 4.28
1 rs10873740 86236850 6.24 x 10° 2.20 1.06 x 10°° 2.98 8.52 x 10° 4.07
1 rs11161717 86237569 6.24 x 10° 2.20 1.06 x 10°° 2.98 8.52 x 10° 4.07
1 rs17643861 183706798 5.10 x 10 2.29 1.06 x 10°° 2.98 7.09 x 10° 4.15
1 rs1324713 193643558 1.20 x 10" 3.92 1.20x 10 1.92 2.09 x 10° 4.68
1 rs6702266 193643595 1.20 x 10" 3.92 2.17x 102 1.66 3.65x 10° 4.44
1 rs1125642 231345972 4.00 x 10° 4.44 2.12x 10" 0.67 9.76 x 10° 4.01
1 rs1715794 243834835 4.00 x 107 4.41 3.08x 107 1.51 1.75x 10° 4.76
2 rs10171541 4322116 4.23 x 107 1.37 1.20x 10" 3.91 6.88 x 10” 4.16
2 rs13430861 50181879 1.05 x 107 1.98 4.10x 10" 3.39 5.70x 10” 4.24
2 rs17039291 50183822 1.17 x 10° 1.93 5.60 x 10" 3.25 8.47 x 10” 4.07
2 rs7606758 50211238 1.52 x 10° 1.82 3.60x 10™ 3.45 7.14x10” 4.15
2 rs13008902 50212179 1.52x 107 1.82 1.80 x 10" 3.76 3.68x10° 4.43
2 rs7565078 154597766 2.32x10° 2.63 1.41x10° 2.85 4.47 x 10° 4.35
2 rs12693918 154670000 2.14x10° 2.67 3.57x10° 2.45 9.75x 10° 4.01
3 rs4928089 102054183 2.12x10° 5.67 428 x 10" 0.37 1.35x 10” 4.87
3 rs12330531 102071633 9.38x 10" 6.03 1.87 x10™ 0.73 2.90 x 10°® 5.54
3 rs1116931 102072020 8.39x 10" 6.08 2.22x 10" 0.65 3.07x10° 5.51
3 rs9833094 102073615 4.81x 10" 6.32 1.82x 10" 0.74 1.51x10° 5.82
4 rs890448 102651725 9.00 x 10 4.03 5.60 x 10° 2.25 8.04 x 10°° 5.09
4 rs10780063 181547198 3.13x10° 2.5 7.90 x 10 3.10 3.46 x 10° 4.46
5 rs11748700 15776346 4.50x10™ 3.34 3.65x10° 2.44 2.37x10” 4.63
5 rs4289558 15788014 4.50x 10" 3.34 8.26 x 10° 2.08 5.05x 10° 4.3
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Resultados

Posicion PtrendTaiwan LogtrendTaiwan PtrendSpain LogtrendSpain Log pmeta
6 rs2496515 72962462 2.84x10" 0.55 1.00 x 10” 4.83 5.63x10° 4.25
6 rs2249625 72963474 2.84x 10" 0.55 1.00 x 10” 5.28 2.17x10° 4.66
6 rs2754273 88490584 5.15x 10° 2.29 1.22x10° 2.91 8.17 x 10° 4.09
6 rs1001859 132887621 2.33x10° 2.63 3.15x10° 2.50 9.42 x 10° 4.03
9 rs6474695 12262803 4.00 x 10° 4.37 1.03x10™ 0.99 5.79 x 10° 4.24
10  rs11257350 11914760 2.05x 107 2.69 1.61x10° 2.79 4.50 x 10° 4.35
10 rs282674 60313342 4.51x10" 0.35 1.00 x 10” 4.93 6.92 x 10° 4.16
11 rs2199021 80659680 3.78x 10 2.42 9.40 x 10™ 3.03 4.79x 10° 4.32
14 rs7148416 67817621 9.92x10° 2.00 1.20x 10" 3.92 1.74x 10° 4.76
14 rs3784099 67819680 2.19x 107 1.66 7.00 x 10 4.15 2.23x10° 4.65
14 rs9323624 75570056 1.28x10° 5.89 5.84 x 107 1.23 1.30x10° 5.88
14 rs6575330 92909946 2.92x10° 2.53 2.51x10° 2.60 9.40 x 10 4.03
15  rs12437556 84665639 1.00 x 10” 4.93 5.91x 10" 0.23 8.91x10° 4.05
17 rs4617927 50711125 1.72 x 10° 2.77 1.50 x 10™ 3.82 4.22 x 10° 5.38
17 rs1477141 50716837 9.55x 10 2.02 4.50 x 10™ 3.34 5.79 x 10° 4.24
20 rs6075630 20098027 7.65x 107 1.12 2.00 x 10° 4.61 2.66 x 10° 4.57
20 rs6106205 20106867 7.65x 107 1.12 4.00 x 10° 4.39 4.27 x 10° 4.37
20 rs6094118 43326996 1.00 x 10° 3.00 7.30x 10™ 3.14 1.11x10” 4.96

Tabla 49: Resultados del meta-analisis realizado con los datos obtenidos de los GWAS realizado con las poblaciones Espafiola y de chinos Han.
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Resultados

Tras este analisis destacaron una serie de regiones que presentaron incrementos en el

p-valor con respecto a los p-valor obtenidos en las poblaciones de forma individual.
Todas ellas se detallan a continuacion:

e Esta regién contiene 2 SNP (rs4617927 vy rs1477141) que alcanzaron la

significacién nominal (p = 4.21x10° y p = 5.79x10°, respectivamente). Estos

SNP estan localizados en los intrones del factor de leucemia hepdtica (HLF), que

se sitla en el cromosoma 17 (Figura 27).
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Figura 27: P-valores obtenidos de los resultados de asociacidén de los SNP estudiados para el gen HLF,

ordenados por posicién cromosémica.

e Otras regiones incluyen: 2 SNP, rs7148416 y rs3784099, en RAD51L1 (p =

4.74x10° yp= 2.23x10'5, respectivamente);
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Figura 28: P-valores obtenidos de los resultados de asociacion de los SNP estudiados para el gen

RAD51L1, ordenados por posicion cromosdmica.

* los SNP rs10873740 y rs11161717 (p = 8.52x10™ para ambos SNP) localizados
en el intrén del gen coldgeno alfa 1 tipo XXIV (COL24A1);

180



Resultados

7_
6 - 80
5 r=10873740 3
O
3 (11161717 60 S
g e e e R TR S S A R e [=3
o g
= 5
B3 :
. g
@
[w]
<
<
(=3

& NN_003921 3. 172CT
& HMZ003921 3:¢1720>C

CLEAA (1) HIH
CLCAL(L) HE
LOCE4662601) | CYRé1m |l CLCAZ(1) M CLCA3() M
-+
*
Clorf52() H Clorf1 8101 4 ODF2Li2) -
BCLLOM) W COL24A1 (1) B-H—H-H—H-H—H - H—H LOC1 0012934810
DDAHL ) b=H——rv
r T T T T T T T |
55468 85668 85868 86068 86268 86468 86665 86868

Chromosome 1 position, kb
Figura 29: P-valores obtenidos de los resultados de asociacidn de los SNP estudiados para el gen

COL24A1, ordenados por posicion cromosdmica.

e otros 2 SNP (rs1324713 y rs6702266) situados en regiones intergénicas en el
cromosoma 1 también mostraron significacién nominal (p =2.09x10” y p =

3.65x10'5, respectivamente);

e 2 SNP (rs7565078 y rs12693918) en el gen que codifica para la UDP-N-acetil-
alfa-D-galactosamina: polipéptido Nacetilgalactosaminiltransferasa 13 (GalNAc-
T13) en el cromosoma 2 con p valores de p=4.47x10° y p = 9.75x107,

respectivamente;
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Figura 30: P-valores obtenidos de los resultados de asociacidon de los SNP estudiados para el gen

GalNAc-T13, ordenados por posicién cromosémica.

e por ultimo, 2 SNP (rs11748700 y rs4289558) en el gen FBXL7, localizado en el

cromosoma 5, con p-valores de p = 2.37x10” y p = 5.05x10°, respectivamente

(Figura 31).
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Figura 31: P-valores obtenidos de los resultados de asociacion de los SNP estudiados para el gen FBXL7,

ordenados por posicién cromosémica.
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Discusion

Los AINE son los medicamentos mas prescritos para el tratamiento del dolor, la fiebre
y la inflamacion en el mundo. De tal modo que, diez millones de individuos consumen
dichos medicamentos diariamente [15]. No obstante, su uso no esta libre de riesgo, ya

gue son los principales causantes de la reacciones de hipersensibilidad a farmacos [23].

La hipersensibilidad a los AINE es una enfermedad compleja que se desarrolla tras la
ingesta de dichos medicamentos. Se puede manifestar de diferentes formas clinicas,
aungue todas ellas se pueden clasificar en 5 entidades diferentes [28]. De estas,
destacan las reacciones NERD y NIUA. Estas reacciones estan atribuidas a un
mecanismo de IC. Los estudios funcionales y mecanicistas in vitro son dificiles de llevar
a cabo en estas reacciones debido a las limitaciones técnicas que se encuentran hoy en
dia [39]. Por otro lado, los estudios de asociacidon genética, la mayoria de ellos
enfocados en variaciones en genes relacionados con el metabolismo del AA y pacientes
NERD, han permitido avanzar en el conocimiento de este tipo de reacciones de
hipersensibilidad [214]. Sin embargo, para profundizar mdas en el conocimiento de
estas reacciones y dilucidar los mecanismos moleculares que subyacen a esta
patologia, es de vital importancia la combinacion tanto de estudios fenotipicos
exhaustivos que incluyan perfiles de mediadores inflamatorios como de estudios

genéticos.

Analisis del perfil de mediadores inflamatorios derivados de la

via del acido araquidonico

El mecanismo de las reacciones de hipersensibilidad a AINE atribuidas a un mecanismo

de IC ha sido tradicionalmente asociado con un desbalance en la via del AA.

El modelo mas ampliamente estudiado ha sido el de los pacientes NERD, en ellos se ha
descrito que la produccién de PGE, esta diminuida [91]. Dicho déficit de PGE, puede
ayudar a explicar la sobreproduccion de LT observada en estos pacientes ya que esta
PG bloquea a la 5-LOX [52]. Este hecho ha sido documentado por muchos estudios en
los que los pacientes NERD muestran un incremento en las concentraciones de LTE; en
orina tanto a nivel basal [103-104], como después de una provocacidon con ASA [105-
106], comparado con los controles sanos y/o ATA (Tabla 7). Estos valores anormales en
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los niveles de LT concuerdan con la existencia de un elevado porcentaje de mastocitos
y eosindfilos positivos para 5-LOX en biopsias bronquiales de NERD [215] y un aumento
de la expresidn de LTC4S en la mucosa bronquial de pacientes NERD [216]. Este hecho,
no es un fendmeno que esté restringido a las vias respiratorias, sino que células
circulantes en sangre, como los eosindfilos, también expresan mas RNA mensajero
para dicha enzima [123,125]. Ademas, hay estudios que han mostrado variaciones
genéticas en los genes relacionados con el metabolismo de eicosanoides asociadas con
el fenotipo NERD [140]. Igualmente, aunque las evidencias para NECD son muy
limitadas, algunos estudios han mostrado una sobreproduccidon de PGD, y LT similar a
las encontradas en NERD [105,108] que también se han asociado con variantes
genéticas localizadas en genes implicados en el metabolismo del AA [217]. En lo que
respecta a NIUA, este es el primer trabajo que analiza el perfil de excrecién de

mediadores eicosanoicos en muestras de orina [23].

Nuestros resultados muestran diferencias en el perfil de excrecién de eicosanoides
entre NERD y NIUA. Estas diferencias estan caracterizadas por una hiperleucotrienuria
basal para NERD que se ve agravada con la excreciéon de LTE, tras la provocacién nasal
y ademds, estd acompafiada por un incremento en 13,14-dihidro-15-ceto-PGE,. Estos
resultados de LTE4 estan en concordancia con lo descrito anteriormente para pacientes
NERD (Tabla 7). Mientras que 13,14-dihidro-15-ceto-PGE, es un metabolito primario
derivado de la PGE, que se forma por la modificacién enzimatica de la enzima 15-
hidroxi PGDH y la 15-ox0-PG A™-reductasa y principalmente se localiza en el plasma
[218]. 13,14-dihidro-15-ceto-PGE, fue analizado en pacientes con dermatitis atdpica,
pero no se hallaron diferencias estadisticamente significativas que indicasen que
estaba relacionado con la patologia [219]. En individuos sanos, su produccién se
reduce a medida que aumenta la concentracion del AINE [220]. Sin embargo, esto no
es lo que ocurre en nuestro estudio, lo cual da indicios de que existe alguna alteracién

en la via del AA en los pacientes NERD.

Ademas, describimos por primera vez que los pacientes NIUA presentan valores
basales normales de LTE4 en orina, a diferencia de los pacientes NERD [221] y de los
NECD [105]. En pacientes NIUA, durante la provocacién oral se produce un incremento

en 13,14-dihidro-15-ceto-tetranor-PGE;, y un descenso en el isoprostano iPF,,-VI. El
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primero es un metabolito derivado de 13,14-dihidro-15-ceto-PGE,, mientras que el
segundo es un producto derivado de la via oxidativa no enzimatica del AA [222-223]. El
isoprostano iPF,.-VI es un mediador lipidico producido durante un dafo oxidativo
[224]. Recientes estudios han mostrado relacion entre el estrés oxidativo y la
patogénesis de la urticaria aguda [225]. En nuestros pacientes, se observa un aumento
de la concentracion de este mediador en las primeras horas tras la ingesta del AINE,
que luego es seguida por un descenso significativo de dicho mediador. Este hecho
indica que se produce un estrés oxidativo en la célula, y que al estar blogueada la via
enzimatica, la sobreproduccidon de AA deriva en la formacién de isoprostanos [224].
Por otro lado, el papel que puede tener el hecho de una rapida eliminacién del

isoprostano en el desarrollo de NIUA queda por determinar.

Estos resultados concuerdan con los datos de Campo et al., mostrando que puede
haber diferentes vias en NERD y NIUA implicadas en el desarrollo de la
hipersensibilidad a AINE [109]. El analisis de un mayor niumero de pacientes podria
ayudar a la confirmacién de estos datos preliminares, asi como la mejora en el

conocimiento de los mecanismos implicados en esta patologia.

Analisis de asociacion entre pacientes NERD y una serie de SNP y

CNV de genes implicados en la via del acido araquiddonico

La patologia NERD ha sido el modelo mas estudiado de la hipersensibilidad a los AINE,
con un extenso numero de estudios de asociacidén de variantes genéticas publicados
durante los ultimos afios. Estos estudios se han centrado fundamentalmente en genes
de la via del AA [140]. Sin embargo, muchos de ellos han sido inconsistentemente

replicados y el nUmero de variantes génicas estudiadas era limitado [140].

En este estudio, se amplié el nimero de genes y de SNP analizados, asi como el
numero de pacientes. Como resultado, encontramos asociaciones significativas entre
NERD y un nimero de SNP de genes relacionados con la via del AA, entre los que se

incluye ALOX15 y PTGS1. Ademas, la frecuencia del haplotipo [T-G] del gen ALOX15
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mostro diferencias estadisticamente significativas entre NERD, ATA y los controles

sanos.

Estos genes son importantes en los primeros pasos del metabolismo del AA (Figura 4).
Los derivados del AA pueden ser metabolizados por diferentes rutas incluyendo las
lipoxigenasas (5-LOX, 15-LOX and 12-LOX), ciclooxigenasas (PTGS1 y PTGS2), citocromo

oxidasas y vias no enzimaticas [226].

Con respecto a la via de las lipoxigenasas, ALOX15 codifica para la 15-lipoxigenasa (15-
LOX), una metaloenzima que une hierro y cataliza la generacidon de eoxinas pro-
inflamatorias y la lipoxina 15-HETE [227-228]. 15-HETE es un precursor de las lipoxinas
activas, cuya funcién es actuar como antagonistas funcionales de los LT [229]. En
presencia de L-ASA, los eosindfilos de pacientes NERD se activan generando niveles
elevados de lipoxina 15-HETE y eoxina EXC4 [230]. Ademas, estos pacientes presentan
mayores niveles de 15-HETE exhalado en comparacion con los ATA [231]. Asi, la
activacion de 15-LOX por ASA parece ser un importante paso en la generacién de 15-
HETE en los pacientes NERD [232]. Por otro lado, 15-LOX cataliza la principal ruta de
sintesis de resolvinas, que son mediadores lipidicos caracterizados por sus propiedades
antiinflamatorias e inmunoreguladoras [233-234]. Ademas, bajo el tratamiento con
ASA, la enzima COX-2 aumenta la sintesis de resolvinas [235]. En este contexto, los SNP
en ALOX15 podrian actuar modulando la generacidn de eicosanoides en pacientes
NERD. En este trabajo se ha encontrado una asociacién entre NERD y el polimorfismo
rs3892408 en ALOX15, este SNP da lugar a un cambio de aminodcido no sindnimo,
Val239Met; localizado en un dominio de unién a metales de la proteina (referencia=

Http://Www.Ncbi.NIm.Nih.Gov/Protein/126396, (March 2014). Futuros estudios

funcionales podrian revelar cémo una menor frecuencia, en los pacientes NERD, del

alelo T para el SNP rs3892408 (ALOX15) influiria en el mecanismo de NERD.

Recientemente, el haplotipo compuesto por varios polimorfismos localizados en la
region promotora de ALOX15 se ha asociado con pacientes NERD coreanos y con un
incremento en el infiltrado de eosindfilos en estos pacientes [128]. Sin embargo, hasta
donde sabemos, éste es el primer estudio que muestra una asociacion entre el

polimorfismo no sindnimo rs3892408 en el gen ALOX15 con NERD.
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Aunque algunos SNP estudiados en ALOX5AP, ALOX5 y ALOX12 han sido asociados
previamente con la rinosinusitis cronica y/o asma [236-237], en este estudio no
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre NERD, ATA e individuos

sanos.

Con respecto a la via de la ciclooxigenasa, PTGS1 codifica para la enzima PTGS1 que
cataliza la conversién de AA en PG, prostaciclinas y TX. Los AINE inhiben esta actividad
provocando una sobreproduccion de LT en los pacientes NERD, lo cual es considerado
como el detonador de la hipersensibilidad a AINE [81]. La isoforma PTGS1 se expresa
de forma constitutiva en la mayoria de los tejidos involucrados en procesos de
homeostasis [238]. A pesar de esto, algunos estudios han encontrado pequefios
incrementos de expresién de dicho gen bajo condiciones inflamatorias [239]. Ademas,
en células del epitelio bronquial de pacientes NERD, se ha encontrado un descenso de
la expresion de PTGS1 [240]. Adicionalmente, se ha sugerido que una alteracion en la
regulacién de PTGS1 en pélipos nasales de pacientes NERD puede contribuir a los bajos
niveles de PGE, detectados en estos pacientes [241]. Hay que afiadir, que la via de la
ciclooxigenasa da lugar a la formacién de otras PG. Asi, se han descrito elevadas
concentraciones de PGD, en esputos de pacientes NERD comparado con ATA y
controles sanos [103]. Por lo tanto, los SNP de PTGS1 podrian contribuir al mecanismo
patolégico de NERD. En este estudio, describimos una asociacién del polimorfismo
rs10306135 con NERD. Este SNP se localiza cerca de la region promotora de PTGS1, y
por lo tanto es susceptible de afectar a la expresion génica [242]. Para el polimorfismo
rs5789 de PTGS1, se encontré que el alelo C es menos frecuente en pacientes NERD
gue en ATA y controles sanos. Este alelo ha sido relacionado con una disminucién de la
funcién enzimatica [243]. Por lo tanto, estos polimorfismos podrian conducir a una
alteracion en la funcion de PTGS1 en los pacientes NERD, que podria a su vez,

contribuir al desbalance de eicosanoides de dichos pacientes.

Los LT contribuyen a la inflamacién y son causantes de los sintomas que caracterizan a
los pacientes NERD [28]. Por ello, en este trabajo analizamos diferentes polimorfismos
en los genes LTC4S, CYSLTR1 y CYSLTR2. Aunque el SNP rs730012 en LTC4S ha sido
asociado previamente con NERD tanto en poblacion polaca como japonesa [122,125],

no encontramos esa asociacion en nuestra poblaciéon de estudio, al igual que ha
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ocurrido en otros estudios llevados a cabo en diferentes grupos étnicos [119,126]. Los
efectos de los LT pueden ser modulados por las variaciones genéticas en sus
receptores. Asi, el polimorfismo rs912278 en CYSLTR2, que afecta a la transcripcion y
estabilidad del RNA mensajero CYSLTR2, se ha asociado con NERD en poblaciéon

coreana [120]. Sin embargo, no encontramos esta asociacién en nuestro estudio.

Con respecto a los receptores de PG, se han detectado asociaciones con variantes en
PTGER2, PTGER3 y PTGER4 en poblacion japonesa y coreana [130-131,244]. En este
trabajo se analizaron estos SNP y otros polimorfismos funcionales [245-247], pero no
encontramos asociacion con nuestra poblacion. Considerando el SNP rs3753380 de
PTGFR, se detectd que el alelo T era mas frecuente en pacientes NERD. Este alelo est3
relacionado con una disminucién en la actividad transcripcional del gen PTGFR [247].
Sin embargo, cuando se realizé un ajuste con un test de comparaciones multiples, esta

asociacion dejo de ser estadisticamente significativa.

Finalmente, se analizaron los CNV en PTGS1-2, LTC4S, ALOX5 y PTGER1-4. Por lo que
sabemos, esta es la primera vez que se han estudiado CNV en genes de la via del AA en
pacientes con hipersensibilidad a AINE. Se encontrd una asociacién entre CNV en
ALOX5 y NERD. ALOX5 cataliza la produccién de LT y LX, por lo que podria tener un
papel central en la patogénesis de NERD [229]; sin embargo, son necesarios mas
estudios para investigar el potencial efecto funcional de la pérdida de una copia de

esta region de ALOX5.

Las asociaciones que hemos descrito entre SNP en genes de la via del AA y NERD, en
cierta medida difieren a las previamente descritas en pacientes NIUA espafioles.
Aunque, si estas diferencias genéticas entre NERD y NIUA pueden corresponderse con
variaciones en los mecanismos de ambas entidades, es algo que debemos seguir

estudiando [141].
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Analisis de asociacion entre CNV localizados en genes de la via del
acido araquidonico y NIUA

NIUA es la entidad clinica mds frecuente de las reacciones de hipersensibilidad
inducidas por AINE [3]. Aunque el mecanismo involucrado en el desarrollo de NIUA no
ha sido totalmente caracterizado, se piensa que en él estd involucrada una
desregulacidon de la via del AA [28]. Para explorar las bases genéticas de esta entidad
clinica, llevamos a cabo un estudio de asociacion génica de tipo caso-control en el que
analizamos CNV con potenciales efectos en 8 genes involucrados en la via del AA en
pacientes con NIUA. Los resultados obtenidos confirmaron que existen CNV en los
genes de la via del AA, y que algunas de estas variaciones estan asociadas con NIUA. La
gran mayoria de los estudios de asociacion génica previamente llevados a cabo en el
estudio de la hipersensibilidad a AINE han analizado SNP en genes candidatos
[122,124,131,140-141,248-249] o a nivel de genoma completo [138,140,250]. Sin
embargo, aunque los CNV son variantes muy importantes que estan implicadas en los
mecanismos subyacentes a algunas enfermedades [251-254], hasta la fecha han sido
pobremente estudiadas en las reacciones de hipersensibilidad a farmacos. En un
estudio con pacientes con hipersensibilidad a los AINE realizado en poblacién
espafiola, se analizaron CNV en los genes codificantes de los receptores de histamina,
encontrando que la frecuencia de CNV eran del 5%, 1.1% y 0.9% para los genes HRH1,
HRH2 vy HRH4, respectivamente [253]. Aunque no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas, este estudio junto con el del objetivo 2, donde se
analizaron estos mismos CNV en pacientes NERD, demostré que existen CNV en los
genes relacionados con los mediadores inflamatorios implicados en las reacciones de
hipersensibilidad. Ademas, la frecuencia de los CNV en NIUA es similar a la encontrada

en NERD [255].

En este trabajo, se han identificado 19 pacientes (6.8%) con una sola copia en el gen
PTGER1, mientras que todos los controles sanos presentaron dos. Esta diferencia fue
estadisticamente significativa tras el meta-andlisis (p.=1.22E-04). Esta delecion se
localiza en el exdn 3, por lo que podria afectar a la secuencia de la proteina PTGER1. En
un estudio previo (22 objetivo), identificamos 3 pacientes asmaticos con una sola copia

en este gen, aunque las diferencias encontradas no llegaron a ser estadisticamente
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significativas [37]. La pérdida de copias en la misma region que hemos estudiado aqui
del PTGER1, ha sido identificada por otros investigadores. Teniendo en cuenta que el
93.8% de las CNV en individuos sanos son recurrentes (ocurren en la misma posicion
cromosémica y tienen el mismo tamarfio) [256] y que en la poblacion general, el 77.8%
de las CNV descritas se han identificado en individuos no relacionados (no
emparentados) [256], es bastante probable que las CNV identificadas en este estudio
coincidan con algunas de las previamente descritas: nsv833764 [257], nsv817814
[258], nsv470127 [259], y nsv527867 [256] (Tabla S1). Estas CNV incluyen ademas de
PTGER1, a otros genes cuya delecidon podrian también ser importantes para el
desarrollo de NIUA, como es PKN1, gen que codifica para una protein-quinasa C
relacionada con la apoptosis [260]; GIPC1, que codifica para una proteina que regula la
expresion y el trafico de un receptor de la superficie celular [261]; CD97, cuya proteina
estd implicada en el reclutamiento de los leucocitos asi como en fendmenos de
activacion y migracién [262]; y DDX39A, una RNA helicasa [263]. Curiosamente,
aungue en este trabajo se encontré que CNV en PTGER1 se asociaban con NIUA, los
SNP de este gen que han sido analizados en pacientes NERD y NIUA de poblacion
Espanola, no se asociaron con la hipersensibilidad a AINE en estudios previos [37,141].
Este hecho subraya la importancia de estudiar CNV ademads de los SNP cuando se

lleven a cabo estudios de asociacion.

En este trabajo, también describimos que 10 pacientes NIUA presentaron una sola
copia en el gen ALOX5. La pérdida de una copia en este gen ha sido también
identificada en pacientes NERD (22 objetivo) [37]. Esta delecidn se localiza en el exén 1
de ALOX5, por lo que puede afectar a la secuencia de la proteina. La pérdida de una
copia en este gen, en la misma posicién que se ha estudiado en este trabajo ya ha sido
descrita previamente. Esta delecién (nsv895107) se encuentra en una regidn que
contiene no sdlo al gen ALOX5 sino que también incluye a MARCHS8, que es un gen
implicado en la regulacion de transponte vesicular [264]. La sobreexpresion de
MARCHS8 esta relacionado con la inhibicion de la sefial inflamatoria y la respuesta
inmune gracias a su capacidad de ubiquitinar a la proteina asociada al receptor de IL-1

(ILARAP) [265]. Asi una delecion de dicho gen comprometeria su funcién reguladora.
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La prostaglandina PGE, tiene una funcidén muy importante en la homeostasis de la
respuesta inflamatoria debido a su capacidad de inhibir la via de las lipoxigenasas, a
través de su actuacién sobre la enzima 5-LOX previniendo su translocacién hasta la
envuelta nuclear dénde ejerce su funcidon [52]. Esta redistribucion de 5-LOX puede
influir en la produccion de LT [266]. Por este motivo, hipotetizamos que una sola copia
en PTGER1 afectaria a la translocacion de 5-LOX y por lo tanto a la sintesis de LT en los

pacientes hipersensibles a los AINE con esta variante.

Nuestros resultados muestran también que varios pacientes NIUA con una delecién en
PTGER1 también presentan una delecion en ALOX5 (Tabla 27), aunque estas
diferencias no han llegado a ser estadisticamente significativas. En estos pacientes
portadores de dos deleciones, la capacidad enzimatica de la 5-LOX podria verse

afectada en mayor medida, alterando asi la produccion de LT.

Ademas, analizamos la posible asociacion de CNV en genes codificantes de las enzimas
ciclooxigenasas; sin embargo, no encontramos CNV en PTGS1 y PTGS2 ni en NIUA ni
en el grupo control. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en los pacientes
NERD (22 objetivo)[37]. Otros genes adicionales fueron analizados, debido a su
capacidad para actuar en la inhibicién de 5-LOX y la regulacidon de la respuesta de
mediadores inflamatorios (PTGER2, PTGER3 y PTGER4). Ninguno de estos genes
presentd CNV en los pacientes NIUA. Sin embargo, hubo un control sano que presentd
una copia en PTGER3 y otro que presenté una copia en PTGER4. Estos casos indican
que estas variaciones existen en nuestra poblaciéon en una muy baja frecuencia y no
estan asociadas con NIUA. El dltimo gen estudiado aqui fue LTC4S, debido a su
importancia en la sintesis de LT. Aunque han sido descritos al menos 15 CNV en este
gen (Tabla S1), no encontramos variaciones en este gen ni en pacientes ni en controles
sanos, aunque previamente haya sido descrita en pacientes asmaticos esparoles (22

objetivo)[37].

Como conclusion, en este trabajo, mostramos que la perdida de una copia en ALOX5
y/o PTGER1 esta asociada con NIUA y que la presencia de la pérdida de una copia en
uno de los genes puede estar acompafiada por la pérdida de una copia en el otro gen.

Sin embargo, es necesario llevar a cabo mas estudios para establecer la asociacion en
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otras poblaciones y para dilucidar la posible implicacién funcional de estos CNV sobre

el metabolismo lipidico de los mediadores inflamatorios derivados de la via del AA.

Analisis de asociacion entre SNP en genes involucrados en la via

de activacion del mastocito y NIUA

En cuanto a las bases genéticas de las reacciones NIUA, la mayoria de los estudios
previos se han centrado en los genes implicados en el metabolismo del AA [140-141].
Actualmente, existen evidencias genéticas que sugieren que podria haber otros
mecanismos adicionales implicados en la patogénesis de esta entidad [138,248,250].
Teniendo en cuenta esto, en este estudio analizamos por primera vez SNP en genes

involucrados en la activacion del mastocito en una gran serie de pacientes con NIUA.

En este trabajo, describimos una asociacion entre el polimorfismo rs12746200 del gen
PLA2G4A con los pacientes NIUA. Se ha determinado que el alelo G es mas frecuente
entre los pacientes con NIUA que en los controles sanos y esta diferencia fue
estadisticamente significativa cuando nos centramos en el subgrupo de pacientes que
presentd soélo urticaria. También, encontramos asociacidon con el polimorfismo
rs2228246 del gen PLCG1, con una frecuencia menor para el genotipo homocigoto mas
baja en los pacientes con angioedema que en los controles. Ademas, el genotipo T/C
de polimorfismo rs1805034 para el gen TNFRS11IA mostréd una asociacidon
estadisticamente significativa con el subgrupo fenotipico que presentd

urticariatangioedema.

Adicionalmente, analizamos la posible asociacion entre los pacientes NIUA y los
haplotipos mas frecuentes conformados con los SNP estudiados. De tal modo que,
encontramos una diferencia significativa en la frecuencia de los haplotipos [C-G]
rs753381-rs2228246 (PLCG1) y [C-T] rs1805034-rs35211496 (TNFRS11A) entre los
pacientes con NIUA y los sujetos control. Sin embargo, estos resultados no mostraron
un riesgo mayor entre los portadores de estos haplotipos y aquellos con un solo SNP.

Lo cual indica que la asociacion de los haplotipos de PLCG1 y TNFRS11A se debe
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Unicamente a la presencia de los SNP rs2228246 y rs1805034; respectivamente, mas

gue a una combinacion particular de estas variantes genéticas.

El polimorfismo rs12746200 del gen PLA2G4A se localiza en el intrén 3 de dicho gen.
La variante alélica G de este SNP estd asociada con una menor expresién génica de
PLA2G4A [267], aungue aun se desconoce codmo influye este SNP en la expresion de
PLA2G4A. Dado que el AA es liberado de la membrana celular por PLA2G4A y
metabolizado por 5-LOX para sintetizar LT [268], estos resultados sugieren que los
pacientes con NIUA que presentan urticaria podrian movilizar menos eficientemente el
AA, provocando asi una produccién de LT alterada, tal y como ha sido sugerido en el

caso de los NECD [108].

Hasta el momento, no hay estudios que analicen el efecto del SNP rs2228246
(Ser279Gly) del gen PLCG1 sobre su funcidn, ni el efecto del SNP rs1805034
(Ala192Val) en TNFRS11A. Sin embargo, el analisis de la secuencia muestra que la
primera variante se localiza en un dominio EF, que es necesario para la funcién de
PLCy; [190], mientras que la ultima, estd localizada en un dominio estructural de
TNFRS11A [190]. Aungque potencialmente la presencia de estos polimorfismos podria
provocar una disfuncién de la proteina, son necesarios estudios funcionales para

dilucidar el efecto de estos SNP.

Se ha descrito que la expresion de SYK es mayor en pacientes con urticaria cronica
idiopdtica que en controles [269]. En este trabajo, analizamos la asociacién del SNP
rs290986, situado en una region reguladora del promotor y asociado con una
desregulacién de su expresion [186]. Ademds, estudiamos el SNP rs7140 de LAT,
situado en una region entre -350 y -390 pb crucial para la union del factor de
transcripcion Elf-1, implicado en la regulacion de la expresiéon de LAT [149]. Sin
embargo, nuestros resultados no han mostrado asociacién alguna de estos SNP con

NIUA.

El gran tamafio muestral y el hecho de que estas asociaciones se hayan mantenido
siendo estadisticamente significativas tras las correcciones por multiples test (FDR),

avalan estos resultados. Sin embargo, un estudio de replicacidn independiente seria
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deseable con el objetivo de investigar las diferencias entre poblaciones y aportar mas
robustez a estos resultados.

Este trabajo contribuye a apoyar la idea de que mecanismos adicionales a la teoria de
la COX podrian estar involucrados en el origen de NIUA [248-250]. Estos resultados,
también muestran la necesidad de un fenotipo detallado de las reacciones de
hipersensibilidad a los AINE [30,270]. Asi, una clasificacidn mdas minuciosa de las
reacciones de hipersensibilidad a los AINE podria mejorar los estudios farmaco-

genéticos para comprender los mecanismos que subyacen a estas reacciones.

Analisis de asociacion entre SNP en TSLP, IL7R y TSLPR y NIUA

Este es el primer estudio llevado a cabo para evaluar la asociacidén entre variantes en
los genes TSLP, IL7R y TSLPR y el desarrollo de NIUA. La citoquina TSLP puede actuar a
través de la activacion de los mastocitos estimulando la liberacién de citoquinas de
tipo Th2, algunas de las cuales estan implicadas en la regulacion de la via del AA
[155,271]. Diversas variantes genéticas de TSLP han sido analizadas para identificar su
asociacién con enfermedades respiratorias [173,178-179,191] o cutdneas [171-172]. Su
asociaciéon con el desarrollo de NERD también ha sido analizada previamente [170],
aungue no se ha asociado con la patologia. En este estudio, los SNP de TSLP sélo han
mostrado asociacion genética con NIUA a nivel nominal de dos SNP (rs1816678 vy
rs764917). Sin embargo, estos indicios podrian sugerir una implicacion de TSLP en

NIUA.

El SNP, rs1816678, se localiza a 9.6 kb (en sentido 5°) del inicio del gen TSLP. Estudios
in silico muestran que este SNP altera los motivos reguladores del receptor nuclear
activado por lipidos LXR y el factor de transcripcion Sp4 [272]. Una alteracion en la
union del elemento regulador LXR podria tener efectos sobre la transcripcién en
procesos implicados en la homeostasis lipidica y la inflamacion [273]. Por otro lado,
Sp4 es un factor de transcripcidn que puede reconocer elementos como el NF-kB que

esta implicado en neuroinflamacion [274].
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El segundo SNP, rs764917 se localiza en una regién intergénica a 5.3kb en el extremo
5°de TSLP. Este SNP se ha estudiado recientemente en un reducido grupo de pacientes
con NERD, pero no ha mostrado asociacién con la patologia [170]. Se ha propuesto
gue este SNP esta implicado en mecanismos de regulacién transcripcional [179]. De
hecho, estudios in silico ponen de manifiesto que este SNP altera 5 motivos
reguladores para Barhll, CCNT2, GATA, HDAC2 y Hmx-2 [272], los cuales podrian
alterar la regulacion de TSLP. Barhll en un regulador transcripcional [275] y CCNT2 es
una subunidad del factor de elongacién transcripcional (TEFb) que forma parte de la
RNA polimerasa Il [276]. Barhll, CCNT2 y Hmx-2 no han sido previamente asociados
con NIUA u otras enfermedades alérgicas. Sin embargo, GATA constituye una
superfamilia de factores de transcripcién implicados en la regulacion de Ia
diferenciacién celular de importantes células inmunolégicas como los basdfilos [277], o
eosinodfilos [278]. Especificamente, GATA-3 esta implicado en el desarrollo de la
respuesta Th2 en dermatitis alérgica [279-280] y en reacciones selectivas inducidas por
un unico AINE [281]. Ademas, se ha sugerido que el bloqueo con corticoesteroides de
GATA-3 podria ser usado como tratamiento para las alergias debido a la inhibicién de
la respuesta de tipo Th2 [282]. Son necesarios mas estudios para comprender como el

SNP rs764917 del gen TSLP podria afectar a la regulacién de GATA.

HDAC2 (Forma 2 de la histona desacetilasa) es un miembro de un complejo represor
de la transcripcién que esta involucrado en la regulacion de la transcripcidn, la
progresion del ciclo celular, eventos del desarrollo embrionario y juega un papel
central en el desarrollo del asma y otras enfermedades alérgicas [283-284]. Ademds, se
ha asociado con el asma en nifos [285] y con la enfermedad pulmonar de obstruccion
cronica (COPD)[286]. En estudios genéticos previos, rs764917 se asocié con un efecto
protector en pacientes con rinosinusitis crénica y poliposis nasal [179]. Hasta la fecha,
la relacién entre la alteracion en la unién de HDAC2 por rs764917 en las reacciones de

hipersensibilidad a los AINE no ha sido aun analizada.

En el caso del gen TSLPR, analizamos tres SNP candidatos (rs36139698 (P196L),
rs36177645 (X201W), rs36133495 (A238V)) [171,191]. Aunque hemos confirmado la
presencia de estos polimorfismos en nuestra poblacidn, estos no pasaron los controles

de calidad debido a que el CR fue inferior al 90%. Para IL7R, a pesar de que algunos
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SNP han sido asociados con otras enfermedades cutdneas, tales como la dermatitis
atdpica [171] o lupus eritematoso [287], no encontramos ninguna asociacién entre

SNP en este gen y NIUA.

La principal posible razon por la cual no encontramos asociacién significativa tras la
correccion por comparaciones multiples entre TSLP o IL7R y NIUA, podria ser el bajo
poder estadistico debido al pequefo tamafio muestral. Por lo tanto, seria necesario
llevar a cabo mas estudios, incluyendo una muestra de replicacion, para verificar estas

asociaciones nominales encontradas con TSLP.

En resumen, en este estudio no hemos encontrado asociaciones genéticas
estadisticamente significativas tras los ajustes por comparaciones multiples entre TSLP,
IL7R e TSLPR y NIUA. Sin embargo, las asociaciones nominales de los SNP rs1816678 y
rs764917 de TSLP podrian sugerir una implicacion de este gen en NIUA. Esta posible

asociacién merece ser evaluada en mayor profundidad.

Analisis de asociacion entre SNP en CEP68 y la hipersensibilidad a

los AINE

Para identificar nuevos mecanismos implicados en las reacciones de hipersensibilidad a
los AINE, se han llevado a cabo dos GWAS analizando pacientes con NERD [138-139].
Uno de estos estudios asocid a varios SNP de CEP68 con NERD [138]. De todos ellos,
destaca el polimorfismo no sindnimo rs7572857 (Gly74Ser) del gen CEP68, ya que se
ha asociado con cambios en los valores de FEV; tras la administracion de ASA [138].
Este locus se encuentra en alto desequilibrio de ligamiento con RABIA, que
posteriormente también ha mostrado asociacion con NERD [213]. Aqui, hemos
evaluado el potencial papel de variantes génicas comunes en CEP68 con la
susceptibilidad a NIUA, NERD y reacciones de hipersensibilidad mixtas y la posible
implicacion de RABIA. Para ello, se identificaron variaciones comunes del gen
mediante el genotipado de 6 SNP, incluyendo rs7572857. La imputacién del genotipo
permitio aumentar hasta 10 veces mas el poder de estudio que en el analisis de

asociacion previa.
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El polimorfismo que se asocié con NIUA con mayor significacion es rs1050675. Este
SNP se localiza en la region 3'UTR de CEP68 vy afecta a la unién de varios factores de
transcripcion (Evi-1_2, Evi-1_3, PLZF, XBP-1_2, Dbx1) involucrados en procesos de
migracion celular [288], segun estudios in silico [272].

En el GWAS que identific6 CEP68 como un locus central para la susceptibilidad de
NERD [138], la asociacion de rs7572857 fue relacionada con su capacidad para afectar
a la polaridad de la proteina que codifica y también con su funcién [138,289].
Anotaciones in silico mostraron que este polimorfismo (Gly74Ser) era tolerable en las
enfermedades humanas, ya que no es un sitio altamente conservado en mamiferos
[138]. Aqui se ha podido replicar a nivel génico con NIUA, aunque los efectos
observados en espafioles (alelo A fue protector) fueron opuestos a los descritos
previamente por los coreanos (alelo A de riesgo) [138]. Debido a esto, el hecho de que
muchas otras variantes de esta region hayan mostrado asociacion con NIUA ademas de
rs7572857, y el LD existente en esta regidn génica hace dificil saber si las asociaciones
observadas se deben a este SNP por si mismo o a otras variantes cercanas que estén
en LD con estas en ambas poblaciones (Tabla 40). También estd la posibilidad de que
existan variantes funcionales en diferentes poblaciones, o que las variantes dependan
de otros factores genéticos o medioambientales (también diferentes entre
poblaciones).

Es importante destacar que hay un gen situado en la regién flanqueante 39 (RAB1A
con variantes en fuerte LD con las variantes de CEP68), es posible que algunas
variantes de este gen pudieran estar influenciando el resultado obtenido para CEP68 o
que ellas mismas fuesen las verdaderas variantes asociadas con la patologia. Esta idea
viene fundamentada por el hecho de que RABIA es un gen que codifica para una
proteina implicada en el transporte vesicular durante la exocitosis o degranulacién
[213], por lo que es un buen candidato para estar involucrado en las reacciones de
hipersensibilidad a los AINE. Cabe destacar, que las asociaciones mas consistentes
observadas en NIUA se localizan en los alrededores de esta region (por ejemplo
rs61758846). Por lo tanto, para explorar la posibilidad de que algunos SNP de RABIA
contaran sobre la asociacion detectada de CEP68, realizamos un analisis con los datos
imputados del gen RABI1A. Este analisis permitié la identificacion de un total de otras

21 variantes comunes para el gen que fueron asociadas con NIUA al mismo nivel de
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significancia declarado para CEP68. Sin embargo, esta exploraciéon no revelé ningln
otro SNP de RABIA con tan fuerte significacion como el SNP rs1050675 de CEP68.
Ademas, una vez que los efectos de rs1050675 en CEP68 fueron estadisticamente
considerados para realizar el analisis de regresion condicional, ninguno de los SNP de
RABI1A permanecieron asociados de forma significativa. Sin embargo, en otro estudio
realizado Unicamente analizando RABI1A con pacientes NERD, este gen si mostré
asociacién estadisticamente significativa con la enfermedad [213]. Esto nos indica que
puede tener una mayor implicacion en la patologia de la que aparentemente muestra
cuando se analiza junto a CEP68.

En el caso de las reacciones NERD y mixtas, sélo conseguimos identificar 7 y 8 SNP de
CEP68 asociados nominalmente con la patologia. Probablemente, un mayor ndmero
de pacientes de estos grupos, permitiria identificar asociaciones estadisticamente
significativas.

Por otro lado, las funciones de la proteina CEP68 no estan suficientemente claras;
aparte de su papel en la cohesion del centrosoma [290-291] y en la via de sefializaciéon
del factor de crecimiento epidérmico (EGF)[292]. Este ultimo, podria estar implicado
en la remodelacion de las vias respiratorias durante la respuesta alérgica, por su
implicacion desencadenando la liberacidn de ligandos EGF [293] o a través de la
activacion de sus receptores por LT [294]. Como se deduce de los analisis de redes de
interaccion proteina-proteina con CEP68, pueden existir otras posibles asociaciones
con la hipersensibilidad con el miembro 4 de la familia de transportadores de solutos 1
(SLC1AA4), el cual es inhibido por LTD4 que es un potente broncoconstritor [295] vy la
proteina 1 asociada con la filamina A (FILIP1), recientemente asociada con la

susceptibilidad de NERD (Figura 32) [296].
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Figura 32: Red de interacciones funcionales de la proteina CEP68. En ella se muestra las interacciones
entre CEP68 y otras proteinas. Este analisis se realizd usando la base de datos de STRING (http://string-
db.org/).

En resumen, en este estudio hemos descrito la asociaciéon de variantes en CEP68 con
NIUA, mostrando que otras variantes diferentes de aquellas involucradas en el
metabolismo del AA o en la homeostasis de los mediadores puede ayudar a
caracterizar esta patologia. En este sentido, los estudios funcionales del SNP
rs1050675 y otros como el SNP no sindbnimo rs7572857 van a proporcionar pistas
importantes para la comprension de los mecanismos involucrados de las reacciones de

hipersensibilidad a los AINE.

Estudio de asociacion a nivel de genoma completo

La mayoria de los estudios genéticos de asociacién en hipersensibilidad a AINE han
seguido una aproximacion de gen candidato, y han analizado pacientes asiaticos con
implicacién de las vias respiratorias (NERD)[297-298]. Unicamente se han llevado a
cabo dos GWAS en reacciones de hipersensibilidad a AINE [138-139], pero ninguno ha
incluido pacientes NIUA. Teniendo en cuenta estas consideraciones, este objetivo se
baso en la realizaciéon de un GWAS en pacientes NIUA de dos poblaciones étnicamente

diferentes de pacientes con NIUA.
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Aunque no se encontrd ningin SNP con un p-valor significativo a nivel de genoma
completo, en este trabajo describimos 3 /oci especificamente asociados con NIUA en la
poblacion espafiola, localizados en los genes RIMS1, BICC1 y RAD51L1, mientras que
para los chinos de la etnia Han, la principal regién identificada estaba en el gen ABI3BP.
Después del meta-analisis, identificamos a RAD51L1 en ambas poblaciones.

RIMS1 juega un papel importante en el inicio de la liberacién de neurotransmisores
por las neuronas. Este proceso comienza con la apertura de canales de Ca®* [299] y
esta regulado por proteinas G que son a su vez modulados por RIMS1 [300]. La
asociaciéon con NIUA es interesante debido a que los LT actlan a través de receptores
acoplados a proteinas G incrementando el Ca**intracelular [301-302], y la activacién de
la PLA; por translocacién a la membrana nuclear que provoca la liberacién de AA,
también es mediada por Ca? [303]. Por otro lado, la relacién entre el sistema inmune y
el sistema nervioso a través de diferentes mediadores ha sido bien descrita [304],
ejemplo de ello son las interacciones entre neurotransmisores y las células
involucradas en la inflamacion alérgica cutanea [305].

El Ca** esta también involucrado en un descenso de la sintesis de AMP ciclico (AMPc)
por la adenilato ciclasa AC6 [306], este mediador es importante en el mecanismo de
transduccion de la sefial intracelular y en la activacién de la via del AA [307] y los
mastocitos [308-309]. Curiosamente este proceso esta regulado por BICC1 [310], cuyo
gen estd muy asociado con el segundo cluster de SNP asociado con NIUA en la
poblacion espafiola.

En la poblacion de chinos de la etnia Han, el locus con menor p-valor fue el localizado
en el gen ABI3BP, que se ha asociado con el desarrollo de tumores a través de su
interaccion con p53 [311]. Aunque su papel en NIUA no ha sido previamente descrito,
se sabe que los AINE interaccionan con otros factores de transcripcion afectando a la
transcripcion [312-313], y como P53 es acetilada por la aspirina a concentraciones
fisioldgicas [314], podria actuar en NIUA en procesos similares.

También se llevd a cabo un meta-analisis entre las dos poblaciones. Asi, 5 loci fueron
identificados tanto en la poblacion espafiola como en la de chinos de la etnia Han:
RAD51L1, HLF, COL24A1, GalNAc-T13 y FBXL7.

RAD51L1, también identificada en el grupo de espafioles, es el Unico locus que

presentd un incremento significativo después del meta-andlisis, sugiriendo una
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asociacidon consistente con NIUA. Es un miembro de la familia de proteinas de RAD51,
involucrada en la recombinacién homaéloga y la reparacion del DNA [315]. Aunque el
papel de los mecanismos de reparacion del DNA en NIUA necesitan ser esclarecidos, la
actividad y la expresion de RAD51 estd afectada por p53 [316] y el Ca** [317].

HLF es un factor de transcripcion relacionado con el desarrollo tumoral [318] y con la
detoxificacidon de xenobidticos [319]. Esta proteina también influencia la expresion de
la monoxigenasa mediada por el citocromo P450 en reacciones en las que participa en
el metabolismo de los AINE [319-321] vy en la sintesis de lipidos bioactivos [322].

El tercer locus de interés identificado fue COL24A1, que codifica para un tipo de
colageno. Su importancia ha sido descrita en inflamacidn [323]. Aunque GalNAc-T13 no
ha sido asociada previamente con las reacciones de hipersensibilidad a los AINE,
nuestros hallazgos sugieren un posible papel en las modificaciones post-translacionales
en NIUA. Esta relacionado con la glicosilacion de las mucinas, que son expresadas por
linfocitos T activados [324], células dendriticas [325] y monocitos [326]. Curiosamente,
las mucinas participan en algunas vias de sefializacién, entre las que se incluye p53
[327] y Ca** [328].

Por ultimo, dos SNP situados en FBXL7 también fueron asociados en el meta-analisis.
Aunque su participacion en la reacciones de hipersensibilidad no estd claro, es
interesante que un miembro de esta familia de proteinas haya sido descrito como un
factor limitante de la inflamacion [329], sugiriendo que el sistema del proteasoma
mediado por ubiquitinacién pueda ser de interés en el estudio de los mecanismos
subyacentes en NIUA.

Cabe destacar que ninguno de los SNP mas significativamente asociados en las dos
cohortes o en el analisis combinado, replicd en la otra. Esto sugiere que la mayoria de
los determinantes genéticos para NIUA pueden ser diferentes dependiendo del origen
étnico. A pesar de esto, los analisis combinados identificaron efectos genéticos
comunes en ambas poblaciones, con mayores efectos que cuando se realiza el andlisis
de forma individual.

Este estudio presenta algunas limitaciones. Debido a que no se pudo obtener un grupo
de replicacién, hubo que realizar un meta-analisis entre las dos poblaciones para poder
identificar loci comunes. A pesar de que los p-valores identificados para los loci no

alcanzaron significacion a nivel de genoma completo, debido al pequefio tamafio
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muestral, estos resultados pueden proporcionar nuevos conocimientos sobre los
mecanismos de NIUA. Otra limitacion comun asociada con GWAS es que con esta
aproximacion no se pueden detectar variantes con bajas frecuencias pero con alto
impacto fenotipico [330-331].

NIUA es una entidad clinica originada por mecanismos diferentes y complejos. Las
asociaciones nominales que hemos encontrado en este estudio preliminar destacan el
papel potencial de variantes en genes relacionados con segundos mensajeros (Ca® y/o
vias de transduccion de sefiales dependientes de AMPc) y abre nuevas posibilidades a
otras vias que potencialmente podrian explicar el mecanismo de base de NIUA.

Por lo tanto, son necesarios mas estudios con poblaciones diferentes y un mayor
tamafio muestral para validar los hallazgos presentados en este estudio. Ademas, estos
estudios necesitan ser completados por la combinacién de datos de variantes raras
identificadas en el Proyecto 1000 Genomas [185], secuenciaciéon masiva en paralelo y
el analisis del transcriptoma. La integracion de todos estos datos gendmicos usando
herramientas de biologia de sistemas nos ayudaria no solo a mejorar el conocimiento
de los mecanismos patoldgicos, sino que mejoraria el manejo de los pacientes que

sufren NIUA.
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Los pacientes con NERD presentan alteraciones estadisticamente significativas
en los niveles basales de LTE4 y en los niveles de LTE4 y 13,14-dihidro-15-ceto-
PGE, tras la provocacién nasal con L-ASA. En los pacientes con NIUA, a nivel
basal, los valores de los mediadores inflamatorios medidos no difieren con
respecto a los controles sanos. Sin embargo, tras la provocacién oral con ASA,
estos pacientes presentan diferencias estadisticamente significativas en la
concentracion en orina de 13,14-dihidro-15-ceto-tetranor-PGE; e iPF,4-VI. Asi,
ambas entidades clinicas presentan diferencias en el patréon de liberacién de
mediadores derivados de la via del AA.

. SNP en los genes ALOX15 (rs3892408) y PTGS1 (rs5789, rs10306135), ambos
codificantes para enzimas implicadas en la via del AA, se han asociado con
NERD. Ademas, la pérdida de una copia de una region codificante en el gen
ALOX5 también se ha asociado con NERD.

La pérdida de una copia de una region codificante en los genes ALOX5 y PTGER1
se ha asociado con NIUA.

La subclasificacion del grupo de pacientes NIUA en sus diferentes entidades
clinicas ha permitido la identificacion de la asociaciéon entre los SNP de
PLA2G4A (rs12746200) con la urticaria, de PLCG1 (rs2228246) con el
angioedema y de TNFRS11A (rs1805034) con la urticaria+angioedema.

La asociacién nominal descrita entre los SNP rs1816678 y rs764917 de TSLP y
NIUA sugiere que adicionales mecanismos inflamatorios podrian estar
relacionados con el mecanismo de NIUA.

En el gen CEP68 se ha identificado una asociacion entre el polimorfismo
rs1050675 y NIUA. Ademas, se ha descrito una asociacién a nivel nominal
entre varios SNP de CEP68 y pacientes con reacciones mixtas y NERD. Estos
hechos muestran diferentes mecanismos involucrados en el desarrollo de las
reacciones de hipersensibilidad a los AINE.

El analisis de asociaciéon a nivel de genoma completo, incluyendo pacientes
espafioles y chinos de etnia Han, ha permitido la identificacion de nuevas

variantes asociadas nominalmente con NIUA. Estas se encuentran localizadas
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en los genes RAD51L1, HLF, COL24A1, GalNAc-T13 y FBXL7 vy podrian

proporcionar indicios de mecanismos adicionales implicados en NIUA.

209



Conclusiones

210



Anexos

211



(o]
i
N

YOV TvI 30
QvaISY3AINN




Anexos

ANEXO 1: Conceptos generales de los estudios de asociacion

Dado que la mayoria de los avances en el conocimiento de las bases moleculares de la
hipersensibilidad a AINE, se esta llevando a cabo usando una aproximacion genética. Es
importante aclarar aqui una serie de conceptos generales de los estudios de asociacion

génica.

El genotipo de los individuos se puede determinar por diferentes aproximaciones
génicas cuyo uso va a depender del tipo de variacidn génica que se quiera detectar. Asi
se diferencian dos grandes grupos de marcadores, por un lado estan los marcadores
asociados a variaciones debidas al nimero de repeticiones en su secuencia (como
microsatélites, minisatélites o variaciones en el niumero de copias (CNV)) y por otro
lado, estan los marcadores que detectan cambios puntuales en la secuencia (RFLP,
AFLP, SNP, etc). En este trabajo hemos presentado variaciones de ambos tipos (CNV y
SNP). Estas han sido analizadas para llevar a cabo estudios de asociacion génica (Figura

33).

Ny

Deleccidn
Duplicacian
Duplicacidn segmental

[nversion

Figura 33: Polimorfismo de un solo nucledtido (SNP) y variaciones en el nimero de copias (CNV). En el
caso de los SNP, un nucledtido es sustituido por otro. En el caso de las CNV, son regiones de tamafio

variable que pueden ser delecionadas, duplicadas, duplicadas en parte o encontrarse invertidas.

Las variantes genéticas mas estudiadas en los estudios de asociacion, son los SNP
[332]. Un SNP describe un cambio en una sola base. Para que verdaderamente pueda
considerarse un polimorfismo, la variacion debe aparecer al menos en el 1% de la
poblacién. Sin embargo las CNV han sido mucho menos estudiadas. Estas variaciones
se pueden presentar como ganancias o pérdidas de regiones de DNA de un tamafio
gue puede variar desde unas pocas kilobases hasta regiones de megabases y pueden

ser clasificadas como recurrentes o no recurrentes dependiendo de si se localizan

213



Anexos

siempre en un mismo punto del genoma y de si el tamafno es siempre el mismo o no
[333]. Las CNV han contribuido en gran medida a la diversidad genética existente [334]
y los efectos fenotipicos puede ser debidos a modificaciones en los patrones de
expresion, porque afecte directamente al cambio en la dosis génica, o indirectamente
a través de su cambio en la localizacién en el genoma [334]. Ademads se ha visto que en
la base de muchas enfermedades o en la susceptibilidad a enfermedades complejas
estan las CNV [252,335-337]. Hoy en dia, existen varias bases de datos publicas dénde
se encuentran catalogadas las variaciones estructurales presentes en la poblacién
general, como es el caso de Database of Genomic Variants [338], y las presentadas por
diferentes entidades clinicas, como son el Consocio ISCA [339], DECIPHER [340],
ECARUCA [341] o ClinVar [196]. Las bases de datos de Database of Genomic Variants y
ClinVar contienen informacion de delecciones y duplicaciones de genes implicados en
la via del AA como pueden ser; ALOX5, LTC4S, PTGS1, PTGS2, PTGER1, PTGER2, PTGER3
y PTGER4 en individuos aparentemente sanos (es decir, sin malformaciones genéticas
graves), pero también se han encontrado CNV en alguno de estos genes que se han
asociado con enfermedades mentales severas [251-252]. Sin embargo, estos genes a
menudo se encuentran en regiones variantes que estan compartidas con otros genes,
lo que complica la identificacidn del gen causal de la patologia. Hasta la fecha, no han
sido estudiadas en relacidon con la hipersensibilidad a AINE y su posible implicacién

como marcador genético de NERD o NIUA.

Los estudios de asociacion genética pretenden detectar asociaciones entre uno o mas
polimorfismos genéticos y se pueden clasificar atendiendo a diversos criterios como
podemos ver en la Tabla 50. En ella se resumen los principales criterios que se van a

tener en cuenta en este trabajo.

Estudios de asociacion génica

. Poblacionales
Estudios
Familiares
. de genes candidatos
Estudios &
de todo el genoma completo
. Directa
Asociacion
Indirecta

Tabla 50: Tipos de estudios de asociacién génica.
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A) En primer lugar, existen dos aproximaciones a los estudios de asociacion

B)

génica;

Estudios poblacionales: Son estudios de tipo caso-control en los que se

comparan individuos no relacionados entre si. Se comparan las frecuencias
genotipicas y/o alélicas en ambos grupos para identificar variantes asociadas

con la enfermedad objeto de estudio.

Estudios basados en familias: Emplean informacién de miembros de una misma

familia. Se comparan las frecuencias de alelos transmitidos vs. no transmitidos.

En funcién del nUmero de SNP analizados y de la hipdtesis de partida podemos

distinguir:

Estudios de genes candidatos: Se analizan aquellos genes sobre los que existe

una hipotesis a priori acerca de la funcionalidad, de modo que existe una cierta
evidencia experimental de que una determinada ruta biolégica puede estar
involucrada en el desarrollo de una enfermedad. Normalmente se seleccionan
varios SNP para cada gen. Para la seleccion de SNP se emplea el concepto de
desequilibrio de ligamiento (LD), que se refiere a la asociacién ente alelos de
diferentes loci en uno de los cromosomas homdlogos. El concepto de LD es
fundamental en los estudios de asociacidn genética, ya que implica que no hay
que llegar a genotipar la variante causal para detectar asociacién, simplemente

tenemos que genotipar muy cerca de la verdadera variante.

Estudios de asociacion a nivel de genoma completo o Genome Wide Association

Studies (GWAS). Son estudios de asociacién de todo el genoma. En este caso no
hay hipdtesis previa. Se emplean chips de genotipado genéricos que cubren
parte o la totalidad del genoma, se puede capturar gran parte de la variabilidad

del genoma mediante el concepto de bloques de desequilibrio de ligamiento.
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C) En funcion del conocimiento sobre el tema, se pueden realizar dos tipos de

asociacion:

* Asociacion directa: En este caso se establece una relacion directa entre la

patologia y la variante causal. Este tipo de andlisis son mas faciles de analizar y
tienen mayor poder, pero es dificil la identificacion a priori de los
polimorfismos candidatos. Normalmente se trata de polimorfismos situados en
regiones codificantes que llevan a un cambio de aminoacido. Sin embargo,
muchas de las variantes responsables de la heredabilidad de las enfermedades
complejas mas comunes se encuentran en regiones no codificantes. Por
ejemplo, variantes relacionadas con la regulacidn génica, la expresion o bien un

splicing diferencial [342].

e Asociacién indirecta: Son mas dificiles de analizar y su poder es menor que en

el caso de la asociacion directa. Se basan en la asociacion de marcadores
relacionados con la enfermedad presentes en la poblacion, pero que no son
ellos los causantes de las mismas, sino otros polimorfismos cercanos. El

projecto HapMap ha permitido avanzar en este tipo de estudios [342].

En los estudios de asociacidn génica hay que tener en cuenta que los SNP genotipados
deben encontrarse en equilibrio Hardy-Weinberg, ya que desviaciones en este
equilibrio en los controles, pueden ser indicativos de errores de genotipado o bien de
la existencia de factores que podrian afectar a las frecuencias alélicas (por ejemplo,

migracion reciente) diferentes del rasgo en estudio.

Otros conceptos que hay que destacar son los modelos de herencia genética

[332,343]:

* Modelo dominante: este modelo supone que una copia del alelo considerado
dominante es suficiente para modificar el riesgo y que ser portador de 2 copias
modifica el riesgo en igual magnitud; es decir, que los heterocigotos y los
homocigotos para la variante presentan el mismo riesgo de padecer la

enfermedad [332,343].
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Modelo recesivo: este modelo asume que son necesarias las 2 copias de la
variante para modificar el riesgo de padecer la enfermedad, asi, los
heterocigotos y los homocigotos para el alelo mas frecuente presentan el

mismo riesgo [332,343].

Modelo aditivo: en este modelo se asume que cada copia del alelo variante
(menos frecuente) modifica el riesgo de padecer la enfermedad, en una
cantidad aditiva, que se va sumando. De esta forma, los homocigotos para la
variante presentan el doble de riesgo que los heterocigotos. El riesgo asociado

al heterocigoto es intermedio entre los dos homocigotos [332,343].

Modelo codominante: este modelo es el mas general. En él cada genotipo
proporciona un riesgo de padecer la enfermedad diferente y no aditivo. En este
modelo se van a comparar los heterocigotos y los homocigotos para la variante

con los homocigotos para el alelo mas frecuente [332].
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ANEXO 2: Criterios de seleccion de los SNP de los genes

implicados en la via de activacion del mastocito

rs2307198 (PLA2G4A): este SNP codifica para un cambio de aminoacido no sindnimo
(Lys651Arg). La frecuencia descrita en la poblaciéon europea (HapMap-CEU) es del 4%.
Ademas, se ha descrito que este SNP esta asociado con un ligero incremento en la

actividad de PLA2G4A [187].

rs12746200 (PLA2G4A): este SNP se localiza en el intréon 3. La frecuencia descrita para
la poblacién europea (HapMap-CEU) es del 8%. A pesar de que este SNP no se localiza
en una region codificante, se ha descrito que ejerce efecto sobre los niveles de

expresion de PLA2G4A [267].

rs12749354 (PLA2G4A). este SNP se localiza en el intron 3, cerca de la regién
codificante para el dominio C2. Este dominio funcional esta involucrado en la
movilizacién de Ca®', cuyo paso es crucial para la funcién proteica. Ademdas se ha
sugerido que este SNP esta asociado con la alteracién de la actividad de la proteina
PLA2G4A [189]. La frecuencia descrita para la poblacién europea (HapMap-CEU) es del
17.7%.

rs753381 (PLCG1): este SNP de pérdida de sentido resulta en un cambio de isoleucina a
treonina (1le813Thr). Ademds, se ha asociado con cambios lipoprotéicos en un
sindrome metabdlico como la dislipidemia aterogénica [344]. La PLCG1 juega un papel
importante en la transduccién intracelular de la sefial, mediada por activadores tirosin-
guinasa a través del metabolismo de mediadores lipidicos [345]. Asi, la pequena
alteracion en la estructura de la PLCG1 provocada por este SNP puede contribuir a
alteraciones en la activacion del mastocito. La frecuencia de este SNP en poblacién

europea (HapMap-CEU) es del 45.6%.

rs2228246 (PLCG1): La frecuencia descrita en la poblacion europea (HapMap-CEU) es
del 16.5%. Este SNP codifica para un cambio de aminodacido (Ser279Gly). Este cambio
de aminoacido se localiza en una region que codifica para un dominio EF. Esta regién

adopta una estructura consistente en un nucleo de cuatro hélices a necesarias para el
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funcionamiento de la enzima [346]. A pesar de no haber estudios previos enfocados en
el efecto de este SNP en la funcion proteica, consideramos que debido a su posicion y
a su frecuencia podria ser un candidato para el estudio de asociacién génica entre

PLCG1 y NIUA.

rs7140 (LAT): este SNP se localiza en la region 5°de LAT, dentro de la secuencia diana
del factor de transcripcion Elf-1, que juega un papel esencial en la regulacion de la
expresion de LAT [149]. Ademads, recientemente, se ha descrito que este SNP ejerce un
efecto sobre la expresidon génica de LAT [347]. La frecuencia descrita para la poblaciéon

europea (HapMap-CEU) es del 27.5%.

rs290986 (SYK): esta variante se localiza en la regién 5'de SYK, podria influenciar la
regulacién génica y ha sido asociada con una enfermedad de origen inflamatorio como
es la esclerosis multiple [186]. Ademas, esta asociacidén ha sido validada a través de un
estudio que utiliza una herramienta que evalula la interaccion proteina-proteina [348].
Sin embargo, no existen estudios que analicen cdmo esta variante génica ejerce su

efecto. La frecuencia descrita para la poblacién europea (HapMap-CEU) es del 23.7%.

rs1805034 (TNFRS11A): el polimorfismo rs1805034 es una variante sin sentido
(Ala192Val) localizada en el exén 6. Mas especificamente, se encuentra dentro de un
dominio rico en cisteinas, que es un motivo estructural [346]. La frecuencia en la
poblacién europea (HapMap-CEU) es del 46.9%. Este SNP también se ha asociado con

un desorden metabdlico de los huesos [349].

rs35211496 (TNFRS11A): Este SNP es una variante no sindnima (His141Tyr) localizada
en el exon 4. Se localiza en el tercer dominio rico en cisteinas, que es un dominio
estructural [346]. La frecuencia en la poblacién europea (HapMap-CEU) es del 15.8%.

Este SNP también se ha asociado con un desorden metabdlico de los huesos [349].
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ANEXO 3: Tablas de resultados complementarios
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Posicion
cromosomica
inicial

Posicion
cromosomica
final

Nombre del
CNV

Tipo de

variacion

Anexos

Asociacion con
patologias
previa
(informacion de
ClinVar)

10 45636866 45928822 nsv895105  Ganancia ALOX5, LOC100133308, LOC338579, MIR3156-1, OR13A1
10 45850299 45953767 nsv895107  Pérdida ALOX5, MARCHS
ALOXS5, ANK3, CHAT, ERCC6, GDF2, GDF10, HNRNPF, MBL2, MSMB, NPY4R, PRKG1, MAPKS, Retraso en el
RBP3, RET, CXCL12, SLC18A3, TFAM, UBE2D1, ZNF22, ZNF32, ZNF33B, CCDC6, NCOA4, ZNF239,  desarrollo y/o
PARG, GPRIN2, BMS1, C100rf10, ZWINT, DKK1, CSTF2T, PTPN20B, ALCF, FXYD4, CSGALNACT2,  otros fenotipos
o OGDHL, CISD1, ASAH2, WDFY4, ARHGAP22, PCDH15, OR13A1, BICCL, SYT15, RASSF4, PHYHIPL,  morfoldgicos o
10 42335305 60284876 nsv531214  Pérdida ZFAND4, C100rf71, ZNF488, AGAP4, FRMPD2, FAM170B, C100rf128, VSTM4, SLC16A9, del desarrollo 1222
FAM13C, MARCHS, C100rf25, ZNF485, RASGEF1A, IPMK, FAM21C, SGMS1, PGBD3, C100rf53, anormales
FAM21A, AGAP6, LRRC18, AGAP9, TMEM72, FAM25E, FAM25C, DRGX, ANXA8, AGAP7P, significativos
ASAH2B, ANXASL1, AGAP10, FAM25G, TIMM23, MTRNR2LS
5 178951105 179350387  nsv883270  Pérdida C50rf45, C50rf60, CANX, CBY3, HNRNPH1, LTC4S, MAML1, MGAT4B, MIR1229, RUFY1, SQSTM1, TBC1D9B
5 179176014 179335596  nsv483062  Pérdida C50rf45, LTC4S, MAML1, MGAT4B, MIR1229, SQSTM1, TRC1D9B
5 179184830 179360191  nsv469579  Pérdida C50rf45, LTC4S, MAML1, MGAT4B, MIR1229, SQSTM1, TRC1D9B
5 179186396 179350387  dgv6400n71  Pérdida C50rf45, LTC4S, MAML1, MGAT4B, MIR1229, SQSTM1, TRC1D9B
5 179193597 179267783  nsv883275  Pérdida C5orf45, LTC4S, MAML1, MGAT4B, MIR1229, SQSTM1
5 179193597 179227286  nsv518964  Pérdida LTC4S, MAML1, MGAT4B, MIR1229
5 179213323 179251243  nsv823361  Pérdida LTC4S, MGAT4B, MIR1229, SQSTM1
5 179214817 179250500  dgv6401n71  Pérdida LTC4S, MGAT4B, MIR1229, SQSTM1
5 179214817 179238794  nsv883278  Pérdida LTC4S, MGAT4B, MIR1229, SQSTM1
5 179220009 179238794  dgv6402n71  Pérdida LTC4S, MGAT4B, MIR1229, SQSTM1
5 179220637 179231681  dgv6403n71  Pérdida LTC4S, MGAT4B, MIR1229
CANX, CLTB, DBN1, F12, FGFR4, FLT4, GRK6, GRM6, HK3, HNRNPAB, HNRNPH1, LTC4S, MGAT1,  Retraso en el
5 175889986 180793986  nsv530581 Ganancia  MAPK9, PROP1, SLC34A1, SNCB, ZNF354A, SQSTM1, PDLIM7, ADAMTS2, MAML1, GFPT2, desarrolloy/o  [252]

RGS14, LMAN2, MGAT4B, BAGALT7, RNF44, TBC1D9B, N4BP3, FAF2, ZNF346, TSPAN17,

otros fenotipos
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Asociacion con

Posicion Posicion NembredelTinoide patologias

cromosomica  cromosomica
inicial final

CNV variacion . prevn_a’ Ref.
(informacion de

ClinVar)
PRELID1, ZNF354C, C50rf45, DDX41, NOP16, UIMC1, RAB24, FAM193B, TMED9, CDHR2, NHP2,  morfoldgicos o
RNF130, , CLK4, CNOT6, NSD1, RMND5B, DOK3, ZFP2, RUFY1, PRR7, MXD3, THOC3, PHYKPL, del desarrollo
UNC5A, COL23A1, SCGB3A1, GPRIN1, ZNF354B, OR2Y1, HIGD2A, FAM153B, EIFAE1B, anormales
RASGEF1C, FAM153A, ARL10, ZNF454, C50rf60, PFN3, ZNF879, SIMC1, CBY3 significativos

BNIP1, CANX, CLTB, NKX2-5, DBN1, DOCK2, DRD1, DUSP1, F12, FGFR4, FOXI1, FLT4, GABRP,
GRK6, GRM6, HK3, HNRNPAB, HNRNPH1, HRH2, KCNMB1, LCP2, LTC4S, MGAT1, MSX2, NPM1,
MAPK9, PROP1, SLC34A1, SLIT3, SNCB, STK10, ZNF354A, TRP-TGG3-5, TRT-TGT6-1, TRV-AAC1-4,
TRV-CAC1-2, STC2, FGF18, SQSTM1, ATP6VOEL, PDLIM7, ADAMTS2, MAMLL, GFPT2, USP12P1,
GNB2L1, RGS14, CPLX2, BTNL3, LMAN2, MGAT4B, BAGALT7, RNF44, TBC1D9B, N4BP3, FAF2,
. FBXW11, ZNF346, TSPAN17, OR2V1, PRELID1, TLX3, KCNIP1, ZNF354C, RPL26L1, C50rf4s, Forma facial
> 168689326 181269946 nsv530579  Ganancia 0 NOP16, UIMCL, RAB24, NEURLLB, FAM193B, TMEDS, CDHR2, SPDL1, NHP2, RNF130, , anormal [252]
ERGIC1, CLK4, CNOT6, NSD1, RMNDSB, RANBP17, BTNL8, DOK3, ZFP2, RUFY1, CPEB4, PRR,
TRIM7, MXD3, THOC3, TRIM52, PHYKPL, UNC5A, TRIM41, BOD1, COL23A1, UBTD2, SCGB3AL,
SFXN1, GPRIN1, ZNF354B, C50rf47, C50rf58, OR2Y1, CREBRF, BTNLY, HIGD2A, FAM153B,
EIFAE1B, RASGEF1C, EFCABY, SH3PXD2B, FAM153A, ARL10, OR2V2, ZNF454, C50rf60, PFN3,
ZNF879, SIMC1,
BNIP1, CANX, CCNG1, CLTB, NKX2-5, DBN1, DOCK2, DRD1, DUSP1, F12, FABP6, FGFR4, FOXI1,
FLT4, GABRAL, GABRA6, GABRB2, GABRG2, GABRP, GRK6, GRM6, HK3, HMMR, HNRNPAB,
HNRNPH1, HRH2, KCNMBL, LCP2, LTC4S, MGAT1, MSX2, NPM1, MAPK9, PROP1, RARS,
SLC34A1, SLIT3, SNCB, STK10, ZNF354A, TRP-TGG3-5, TRT-TGT6-1, TRV-AAC1-4, TRV-CAC1-2,  Retraso en el
TTC1, STC2, FGF18, SQSTM1, ATP6VOEL, PTTG1, PDLIM7, ADAMTS2, MAML1, GFPT2, USP12P1,  desarrollo y/o
GNB2L1, SLU7, RGS14, CPLX2, BTNL3, LMAN2, MGAT4B, BAGALT7, RNF44, TBC1D9B, ATP10B,  otros fenotipos
_ N4BP3, FAF2, WWC1, FBXW11, ZNF346, TSPAN17, OR2V1, PRELID1, MAT2B, TLX3, KCNIP1,  morfolégicos o
> 160023980 181269805 nsv530578  Ganancia  \cachc RpL26L1, C5orfa5, DDX41, NOP16, UIMCL, RAB24, NEURL1B, FAM193B, TMEDO, del desarrollo 1222
CDHR2, SPDL1, NHP2, RNF130, , ERGIC1, CLK4, TENM2, CNOT6, ZBEDS, NSD1, RMNDSB, anormales
RANBP17, CCNJL, PANK3, BTNLS, DOK3, ZFP2, RUFY1, CPEB4, PRR7, TRIM7, MXD3, THOC3, significativos
TRIMS52, PHYKPL, UNC5A, TRIMA41, BOD1, COL23A1, UBTD2, SCGB3A1, SFXN1, GPRIN1,
PWWP2A, C1QTNF2, ZNF354B, C50rf47, C50rf58, OR2Y1, NUDCD2, CREBRF, BTNLY, HIGD2A,
FAM153B, EIFAE1B, RASGEF1C, EFCABY, SH3PXD2B, FAM153A, ARL10, OR2V2, ZNFA454,
C50rf60, PFN3, ZNF879, SIMC1, MIR103A1, MIR146A, ZFP62, SMIM23,
_ ADRALB, ANXA6, ATOX1, BNIP1, CAMK2A, CANX, CCNG1, CD74, CDX1, CLTB, CSF1R, NKX2-5,  Retraso en el
> 149714592 181272151 nsv530576  Ganancia o\ nocka, DRDI, SLC26A2, DUSPL, EBF1, F12, FABP6, FAT2, FGFRA, FOXIL, FLT4, GABRAL,  desarrolloy/o 1202
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Asociacion con

Posicion Posicion NembredelTinoide patologias

Chr cromosémica cromosomica C s previa
. X CNV variacion . <
inicial final (informacion de

ClinVar)
GABRAG6, GABRB2, GABRG2, GABRP, GLRA1, GM2A, GRK6, GPX3, GRIA1, GRM6, HK3, HMMR, otros fenotipos
HNRNPAB, HNRNPH1, HRH2, NDST1, IL12B, ITK, KCNMB1, LCP2, LTC4S, MFAP3, MGAT1, MSX2,  morfoldgicos o
NPM1, PDE6A, PDGFRB, MAPK9, PROP1, RARS, RPS14, RPS20P4, SGCD, SLC6A7, SLC34A1, SLIT3,  del desarrollo
SNCB, SPARC, STK10, ZNF354A, TCOF1, TRP-TGG3-5, TRT-TGT6-1, TRV-AAC1-4, TRV-CAC1-2, anormales
TTC1, STC2, ADAM19, FGF18, SQSTM1, ATP6VOE1, PTTG1, PDLIM7, CNOTS8, HAND1, MED7, significativos
ADAMTS2, CLINT1, MAML1, GFPT2, USP12P1, G3BP1, TNIP1, GNB2L1, SLU7, RGS14, CPLX2,
FAXDC2, FAM114A2, BTNL3, LMAN2, SOX30, MGAT4B, BAGALT7, SYNPO, RNF44, HMGXB3,
TBC1D9B, ATP10B, N4BP3, FAF2, WWC1, FBXW11, LARP1, ZNF346, GEMIN5, CCDC69, TSPAN17,
OR2V1, HAVCR1, CYFIP2, PRELID1, MAT2B, MRPL22, TLX3, KCNIP1, ZNF354C, RPL26L1, C50rf45,
DCTN4, DDX41, NOP16, UIMC1, RAB24, NEURL1B, FAM193B, TMED9, CDHR2, SPDL1, THGI1L,
GALNT10, NHP2, RBM22, RNF130, NMUR?2, , ERGIC1, CLK4, TENM2, CNOT®6, ZBEDS, NSD1,
RMND5B, RANBP17, CCNJL, PANK3, SAP30L, BTNL8, DOK3, ZFP2, RUFY1, CPEB4, PRR7, TRIM7,
TIGD6, MXD3, THOC3, TRIM52, HAVCR2, PHYKPL, SMIM3, UNC5A, TRIM41, BOD1, COL23A1,
TIMD4, ZNF300, MYOZ3, UBTD2, SCGB3A1, SFXN1, GPRIN1, PWWP2A, CIQTNF2, ZNF354B,
C5orf47, PPARGC1B, C50rf58, OR2Y1, LSM11, NUDCD2, UBLCP1, SLC36A2, CREBRF, BTNLS,
FAM71B, RNF145, HIGD2A, FAM153B, SLC36A1, EIF4E1B, RASGEF1C, EFCAB9, SH3PXD2B,
FAM153A, ARL10, SLC36A3, KIF4B, OR2V2, ZNF454, C50rf60, ARSI, PFN3, ZNF879, IRGM,
NIPAL4, SIMC1, MIR103A1, MIR146A, FNDC9, MIR378A, ZFP62, SMIM23, CBY3, SNORA74B,
TRK-CTT2-4, FAM196B, C50rf52

9 125051580 125237719 nsv831716  Ganancia MRRF, PTGS1

ABCA2, ABL1, ABO, AK1, ASS1, C8G, CACNA1B, CCBL1, ENTPD2, CDK9, CEL, COL5A1, CRAT, DBH,
SARDH, DNM1, TOR1A, ENDOG, ENG, FCN1, FCN2, FPG, NR5A1, FUT7, NR6A1, GLE1, GOLGA1,
GOLGA2, GPR21, RAPGEF1, GRIN1, HSPAS, LCN1, LCN2, LMX1B, NDUFA8, NOTCH1, ODF2, PAEP,
PDCL, PBX3, PPP2R4, PPP6C, PSMB7, PTGDS, PTGS1, RALGDS, RPL7A, RPL12, RXRA, SET,
SNAPC4, SPTAN1, STXBP1, SURF1, SURF2, SURF4, MED22, SURF6, TRAF2, TSC1, TTF1, VAV2,
ZNF79, BRD3, NUP214, LHX3, GFI1B, SSNA1, EDF1, DPM2, FUBP3, CLIC3, GTF3C5, GTF3C4,

9 121586837 138179445 nsv532434  Ganancia LHX2, MED27, PTGES, RALGPS1, ADAMTSL2, PPP1R26, SEC16A, SH2D3C, RABEPK, LAMC3,
TUBB4B, UBAC1, OLFM1, ZER1, AGPAT2, POMT1, ZBTB6, NEK6, SDCCAG3, NOXA1, USP20,
SLC27A4, WDRS5, C9orf9, ADAMTS13, CACFD1, SLC2A6, RPL35, MAN1B1, DOLK, FNBP1, SETX,
ZBTB43, PMPCA, EXOSC2, NCS1, ANGPTL2, NUP188, RABGAP1, CIZ1, NELFB, NSMF, GPSM1,
GAPVD1, OR1J4, GBGT1, LHX6, OR1L3, OR1L1, OR1J2, TRUB2, ST6GALNAC4, NDOR1, TOR1B,
TOR2A, NTMT1, PHPT1, ANAPC2, PKN3, DPP7, SLC2A8, OBP2B, OBP2A, ST6GALNAC6, MRPS2,
COQ4, CERCAM, EGFL7, PRRX2, C90rf114, C90orf78, FBXW5, RC3H2, TBC1D13, TOR4A, EXD3,

Retraso en el
desarrollo y/o
otros fenotipos
morfoldgicos o
del desarrollo
anormales
significativos

[252]
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Anexos

Asociacion con

Posicion Posicion patologias
previa Ref.

. .. Nombre del  Tipo de
Chr cromosémica cromosomica .
CNV variacion

inicial final (informacion de
ClinVar)

STRBP, RABL6, LRRC8A, INPP5E, NPDC1, BARHL1, SH3GLB2, REXO4, DOLPP1, KCNT1, ZBTB26,
DENND1A, GPR107, PRDM12, CARDY, DDX31, FAM129B, MRPL41, C90rf16, MAPKAP1, EHMT1,
PTGES2, URM1, ARPCS5L, AIF1L, UCK1, GARNL3, NTNG2, PRRC2B, PPAPDC3, ZDHHC12, FAM73B,
FIBCD1,, SNHG7, TMEM141, MVB12B, WDR34, SAPCD2, C90rf69, LRSAM1, UAP1L1, MRRF,
RBM18, ARRDC1, DPH7, TMEM203, SLC25A25, ZMYND19, NACC2, C90rf116, LCN8, FAM69B,
PTRH1, PIP5KL1, OR1L8, OR1IN2, OR1N1, ASB6, SLC34A3, DAB2IP, CAMSAP1, C9orf62, C9orfl63,
MAMDC4, LCN6, AK8, OR1Q1, TTLL11, TTC16, STKLD1, OLFML2A, QSOX2, NAIF1, PHYHD1,
MORNS, OR1L4, HMCN2, CRB2, SCAI, C9orf117, LCN12, C90rf142, TPRN, FAM78A, GPR144,
QRFP, OR1J1, OR1B1, GLT6D1, SWIS, C90rf50, PNPLA7, CYSRT1, ENTPDS, IERSL, C90rf171,
LCN15, C90rf172, LRRC26, TMEMS8C, OR1L6, OR5C1, OR1K1, LCN9, FAM102A, WDR38, LCNL1,
C90rf139, FAM166A, SOHLH1, ZBTB34, MIR126, MIR181A2, MIR181B2,
ABCA2, ABL1, ABO, AK1, ASS1, C8G, CACNA1B, CCBL1, ENTPD2, CDK9, CEL, COL5A1, CRAT, DBH,
SARDH, DNM1, TOR1A, ENDOG, ENG, STOM, FCN1, FCN2, FPG, NR5A1, FUT7, NR6A1, GGTA1P,
GLE1, GOLGA1, GOLGA2, GPR21, RAPGEF1, GRIN1, GSN, HSPA5, LCN1, LCN2, LMX1B, NDUFAS,
NOTCH1, ODF2, PAEP, PDCL, PBX3, PPP2R4, PPP6C, PSMB7, PTGDS, PTGS1, RALGDS, RPL7A,
RPL12, RXRA, SET, SNAPC4, SPTAN1, STXBP1, SURF1, SURF2, SURF4, MED22, SURF6, TRAF2,
TSC1, TTF1, VAV2, ZNF79, BRD3, NUP214, LHX3, GFI1B, SSNA1, EDF1, DPM2, FUBP3, CLIC3,
GTF3C5, GTF3C4, LHX2, MED27, PTGES, RALGPS1, ADAMTSL2, PPP1R26, SEC16A, SH2D3C,
RABEPK, LAMC3, TUBB4B, UBAC1, OLFM1, ZER1, AGPAT2, POMT1, ZBTB6, NEK6, SDCCAGS3, Retraso en el
NOXA1, USP20, SLC27A4, CNTRL, WDR5, C90rf9, ADAMTS13, CACFD1, SLC2A6, RPL35, MAN1B1, desarrollo y/o

DOLK, FNBP1, SETX, ZBTB43, PMPCA, EXOSC2, NCS1, ANGPTL2, NUP188, RABGAP1, CIZ1, otros fenotipos
_ NELFB, NSMF, GPSM1, GAPVD1, OR1J4, GBGT1, LHX6, OR1L3, OR1L1, OR1J2, TRUB2, morfolégicos o
? 121112395 138075224 nsv529571  Ganancia  creo) Naca NDORL, TOR1B, TOR2A, NTMTL, PHPTL, ANAPC2, PKN3, DPP7, SLC2A8, OBP2B,  del desarrollo 1222}
OBP2A, STEGALNAC6, MRPS2, COQ4, CERCAM, EGFL7, PRRX2, C90rf114, RAB14, C90rf78, anormales
FBXWS5, RC3H2, TBC1D13, TOR4A, EXD3, STRBP, RABL6, LRRC8A, INPPSE, NPDC1, BARHLI, significativos

SH3GLB2, REXO4, DOLPP1, KCNT1, ZBTB26, DENND1A, GPR107, PRDM12, CARDS, DDX31,
FAM129B, MRPL41, C90orf16, MAPKAP1, EHMT1, PTGES2, URM1, ARPC5L, AIF1L, UCK1,
GARNL3, NTNG2, PRRC2B, PPAPDC3, ZDHHC12, FAM73B, FIBCD1, , SNHG7, TMEM141,
MVB12B, WDR34, SAPCD2, C9orf69, LRSAM1, UAP1L1, MRRF, RBM18, ARRDC1, DPH7,

TMEM?203, SLC25A25, ZMYND19, NACC2, C90rf116, LCN8, FAM69B, PTRH1, PIP5KL1, OR1LS,

OR1IN2, OR1IN1, ASB6, SLC34A3, DAB2IP, CAMSAP1, C90rf62, C9orf163, MAMDC4, LCN6, AKS,

OR1Q1, TTLL11, TTC16, STKLD1, OLFML2A, QSOX2, NAIF1, PHYHD1, MORNS, OR1L4, HMCN2,
CRB2, SCAI, C90rf117, LCN12, C90rf142, TPRN, FAM78A, GPR144, QRFP, OR1J1, OR1B1,
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Anexos
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previa Ref.
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X CNV variacion ) o
final (informacion de
ClinVar)

GLT6D1, SWIS, C90rf50, PNPLA7, CYSRT1, ENTPDS, IER5L, C90rf171, LCN15, C90rf172, LRRC26,
TMEMBC, OR1L6, OR5C1, OR1K1, LCN9, FAM102A, WDR38, LCNL1, C90rf139, FAM166A,
SOHLH1

9

193412

ABCAL, ABCA2, ABL1, ABO, ACO1, PLIN2, AK1, ALAD, ALDH1A1, ALDH1B1, ALDOB, AMBP,
ANXA1, NUDT2, APBA1, AQP3, AQP7, ASS1, AUH, BAAT, BAG1, KLF9, C5, C8G, CA9, CACNA1B,
CCIN, CCBL1, TNFSF8, ENTPD2, CD72, CDK9, CDKN2A, CDKN2B, CEL, CKS2, CLTA, CNTFR,
COL5A1, COL15A1, SLC31A1, SLC31A2, CRAT, , CTSV, CYLC2, DAPK1, BRINP1, DBH, SARDH,
DNM1, DMRT1, ECM2, TOR1A, LPAR1, S1PR3, MEGF9, ELAVL2, ENDOG, ENG, STOM, FANCC,
FANCG, FBP1, FKTN, FCN1, FCN2, FOXE1, MLANA, FPG, FXN, NR5A1, FUT7, GALT, GAS1, NR6A1,
GCNT1, GGTALP, BAGALT1, GLDC, GLE1, GNAQ, GNG10, GOLGA1, GOLGA2, GPR21, RAPGEF1,
GRIN1, GSN, HNRNPK, HSD17B3, DNAJA1, HSPAS, TNC, IARS, IFNAT, IFNA2, IFNA4, IFNAS,
IFNA6, IFNA7, IFNAS, IFNA10, IFNA13, IFNA14, IFNA16, IFNA17, IFNA21, IFNB1, IFNW1, IL11RA,
INSL4, JAK2, LCN1, LCN2, LMX1B, MLLT3, MTAP, MUSK, NCBP1, NDUFAS, NDUFBS6, NFIB, NFIL3,
NFX1, NINJ1, NOTCH1, NPR2, NTRK2, ROR2, ODF2, OMD, OGN, ORM1, ORM2, PAEP, PAPPA,
PAXS, PDCL, PBX3, PCSK5, PGMS, PHF2, PPP2R4, PPP3R2, PPP6C, PRKACG, PRSS3, PSMB7,
PSMD5, PTCH1, PTGDS, PTGS1, PTPN3, PTPRD, RAD23B, RALGDS, RFX3, RGS3, RLN1, RLN2,
RMRP, RORB, RPL7A, RPL12, RPS6, RXRA, CCL19, CCL21, SET, SH3GL2, SHB, SLC1A1, SMARCA2,
_ SNAPC3, SNAPC4, SPTAN1, STXBP1, SURF1, SURF2, SURF4, MED22, SURF6, SYK, TAL2, TEK,
138179445 nsv532406  Ganancia  troy ) roegRa, TLEL, TLEA, TLN, TLR4, TMODI, TPM2, TRAFL, TRAF2, TSC1, TTF1, TXN, TYRP1,
UGCG, VAV2, VCP, VLDLR, CORO2A, XPA, ZFP37, ZNF79, ZNF189, ZFANDS, NR4A3, BRD3,
NUP214, LHX3, GFI1B, PIP5K1B, RECK, IKBKAP, CDC14B, TMEFF1, SSNA1, EDF1, CTNNALL,
MPDZ, FBP2, DPM2, FUBP3, CLIC3, PRPF4, KLF4, GTF3C5, GTF3C4, CER1, LHX2, PLAA, GRHPR,
FAM189A2, TIP2, MED27, PTGES, ATP6V1G1, GABBR2, GDA, GNA14, RALGPS1, ADAMTSL2,
RGP1, TRIM14, MELK, RUSC2, PPP1R26, SEC16A, ZBTBS, KIAAOO20, TNFSF15, PTBP3, GNE,
SH2D3C, RCL1, TOPORS, RABEPK, SIGMAR1, LAMC3, TUBB4B, UBAC1, OLFM1, ZER1, CREB3,
UNC13B, SEMA4D, ANP32B, AGPAT2, SPTLC1, POMT1, SMC2, DMRT2, RRAGA, ZBTB6, NEKS6,
SDCCAG3, NOXA1, CCL27, USP20, ACTL7B, ACTL7A, GADDA45G, SPIN1, SEC61B, SLC27A4,
SLC35D2, CNTRL, WDR5, C90rf9, ADAMTS13, CACFD1, PSIP1, INSL6, SLC2A6, PTENP1, AKAP2,
RPL35, MAN1B1, DCTN3, FRMPD1, DOLK, ZNF510, HABP4, PTGR1, TRIM32, FNBP1, SETX,
ERP44, KDMAC, ZBTB43, SMC5, KANK1, FAM120A, PMPCA, VPS13A, ASTN2, AGTPBP1, BICD2,
FKBP15,, , EXOSC2, NCS1, TDRD7, SLC44A1, ANGPTL2, NUP188, CDK20, DDX58, RABGAP1,
TMEM2, TMEM245, FRRS1L, SLC24A2, CIZ1, DNAJBS, DCAF12, DFNB31, NELFB, NIPSNAP3A,
NSMF, GPSM1, GAPVD1, PHF19, ZNF658, SPATA31A7, FBXW2, SPAGS, OR1J4, OR2K2, FBXO10,

Retraso en el
desarrollo y/o
otros fenotipos
morfoldgicos o
del desarrollo (252]
anormales
significativos
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. .. Nombre del  Tipo de
Chr cromosémica cromosomica .
CNV variacion

inicial final (informacion de
ClinVar)

GBGT1, LHX6, OSTF1, OR1L3, OR1L1, OR1J2, RANBP6, TRUB2, DNAI1, ST6GALNAC4, INVS,
NDOR1, SIT1, SPINK4, TOR1B, TOR2A, NTMT1, PHPT1, CD274, ANAPC2, PKN3, DPP7, PSAT1,
UBQLN1, SLC2A8, OBP2B, OBP2A, ST6GALNAC6, STOML2, DEC1, PCA3, AK3, EXOSC3, ABHD178B,
MRPS2, COQ4, CERCAM, EGFL7, UBAP1, GOLM1, PRRX2, C9orf114, CHMP5, C9orf156, RAB14,
TMEM8B, C90rf78, SHC3, POLE3, NANS, FBXWS5, MRPL50, RC3H2, EPB41L4B, EQTN, TBC1D13,
NUTM2F, DIRAS2, BNC2, HAUS6, ASPN, BSPRY, APTX, TOR4A, CNTLN, TEX10, FOCAD, UBE2R2,
EXD3, FAM206A, NMRK1, STX17, NOL8, SPATA6L, C9orf40, TMIEM38B, SMU1, RFK, NIPSNAP3B,
STRBP, TBC1D2, HEMGN, KIF27, CDC37L1, DENNDA4C, RABL6, CDK5RAP2, UBAP2, PLGRKT,
KLHLSY, BARX1, RNF20, LRRC8A, INPPSE, NPDC1, OR2S2, BARHL1, SH3GLB2, REXO4, DOLPP1, ,
KCNT1, RIC1, ZBTB26, GBA2, DENND1A, GPR107, SLC46A2, INIP, ZNF462, DMRT3, PRDM12,
NAA35, DMRTAL, SLC28A3, CARDY, SUSD1, POLRIE, IPPK, DDX31, FAM129B, LRRC19, MRPL41,
NOL6, WNK2, SECISBP2, C9orf16, MAPKAP1, DCAF10, ZCCHC6, GALNT12, EHMT1, MOB3B,
CAAP1, CNTNAP3, ERMP1, SVEP1, RMI1, TRPM3, PTGES2, IFT74, FAM214B, GKAP1, PDCD1LG2,
AKNA, URM1, ISCA1, DOCKS8, ARPC5L, HDHD3, AIF1L, UCK1, ZNF484, FSD1L, CEP78, ZCCHC7,
ANKRD20A1, GARNL3, HSDL2, C90orf64, C9orf89, TMEM246, NTNG2, HIATL1, HINT2, C9orf24,
PIGO, PRRC2B, PPAPDC3, ZDHHC12, FAM73B, ARHGEF39, C9orf3, FIBCD1, , SNHG7, TMEM141,
COL27A1, ALG2, FGD3, MVB12B, TPD52L3, WDR34, SAPCD2, C90rf69, LRSAM1, 1L33, TMEM261,
MSANTD3, UAP1L1, SLC25A51, MRRF, RBM18, ARRDC1, DPH7, ADAMTSL1, TMEM203, KIF12,
PALM2, SLC25A25, WDR31, ZNF618, UHRF2, FAM122A, ZMYND19, GRIN3A, TMC1, RNF183,
NACC2, C90orf116, C9orf41, C9orf57, C9orf85, C9orf135, LCN8, FAM69B, PTRH1, PIP5KL1, TAF1L,
PTPDC1, ARID3C, RPP25L, C90rf131, OR13C5, OR13C8, OR13C3, OR13C4, OR13F1, OR1LS,
OR1IN2, OR1IN1, ASB6, TRPM6, SLC34A3, RNF38, GLIPR2, DAB2IP, CAMSAP1, C90rf62, LINGO2,
NXNL2, C90rf163, MAMDC4, LCN6, AK8, OR1Q1, TTLL11, RASEF, TTC39B, TRMT10B, TTC16,
FAM120A0S, FAM154A, FREM1, , ZNF483, C9orf84, , TSTD2, ZNF782, PRUNE2, STKLD1, KCNV?2,
OLFML2A, TMEM252, QSOX2, GLIS3, ZNF883, ZNF169, AAED1, ZNF367, C9orf91, C9orf72,
CCDC171, NAIF1, FAM219A, CCDC107, ANKS6, SUSD3, CBWDS5, CDC26, ANKRD18A, PHYHD1,
MORNS, OR1L4, TXNDC8, HMCN2, MAMDC2, FRMD3, C9orf43, FAM205A, CRB2, SCAI,
C90rf117, C9orf47, SPATA31E1, LCN12, C9orf142, TPRN, TUSC1, FAM78A, LURAP1L, OR13C9,
OR13D1, FOXDA4L3, IFNE, ZDHHC21, ACER2, GPR144, QRFP, OR1J1, OR1B1, KIF24, IGFBPL1,
MURC, FOXD4L4, GLT6D1, ENHO, PTAR1, ERCC6L2, SWI5, C90rf50, PNPLA7, CYSRT1, ENTPDS,
SPATA31A6, SPATA31D4, SPATA31D3, SPATA31D1, C90rf153, IER5L, C90rf171, LCN15,
C90rf172, LRRC26, TMEMS8C, FAM221B, OR13J1, OR13C2, OR1L6, OR5C1, OR1K1, LCN9,
FAM102A, PTPLAD2, TMEM215, TOMMS5, C90rf170, CENPP, C90rf152, SNX30, WDR38, LCNL1,
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Posicion Posicion atologias
et . Nombre del  Tipo de P g
Chr cromosémica cromosémica o previa Ref.
... X CNV variacion . <
inicial final (informacion de
ClinVar)

C90rf139, FAM166A, SOHLH1, PPAPDC2, ZBTB34, MIRLET7A1, MIRLET7D, MIRLET7F1, MIR101-
2, MIR126, MIR181A2, MIR181B2, MIR199B, MIR204, MIR23B, MIR24-1, MIR27B, MIR31,
MIR32, MIR7-1, C90rf106, IDNK, LCN10, ANKRD20A3, ANKRD20A2, SPATA31C1, NUTM2G,

ANKRD18B, C90rf173, NRARP, FOXB2,

ABCA1, ABCA2, ABL1, ABO, ACO1, PLIN2, AK1, ALAD, ALDH1A1, ALDH1B1, ALDOB, AMBP,
ANXA1, NUDT2, APBA1, AQP3, AQP7, ASS1, AUH, BAAT, BAG1, KLF9, C5, C8G, CA9, CACNAI1B,
CCIN, CCBL1, TNFSF8, ENTPD2, CD72, CDK9, CDKN2A, CDKN2B, CEL, CKS2, CLTA, CNTFR,
COL5A1, COL15A1, SLC31A1, SLC31A2, CRAT, , CTSV, CYLC2, DAPK1, BRINP1, DBH, SARDH,
DNM1, DMRT1, ECM2, TOR1A, LPAR1, S1PR3, MEGF9, ELAVL2, ENDOG, ENG, STOM, FANCC,
FANCG, FBP1, FKTN, FCN1, FCN2, FOXE1, MLANA, FPG, FXN, NR5A1, FUT7, GALT, GAS1, NR6AL,
GCNT1, GGTA1P, B4GALT1, GLDC, GLE1, GNAQ, GNG10, GOLGA1, GOLGA2, GPR21, RAPGEF1,
GRIN1, GSN, HNRNPK, HSD17B3, DNAJAL, HSPAS, TNC, IARS, IFNA1, IFNA2, IFNA4, IFNAS,
IFNA6, IFNA7, IFNAS, IFNA10, IFNA13, IFNA14, IFNA16, IFNA17, IFNA21, IFNB1, IFNW1, IL11RA,
INSL4, JAK2, LCN1, LCN2, LMX1B, MLLT3, MTAP, MUSK, NCBP1, NDUFAS, NDUFBS6, NFIB, NFIL3,
NFX1, NINJ1, NOTCH, NPR2, NTRK2, ROR2, ODF2, OMD, OGN, ORML, ORM?, PAEP, PAPPA,
PAXS, PDCL, PBX3, PCSK5, PGMS, PHF2, PPP2R4, PPP3R2, PPP6C, PRKACG, PRSS3, PSMB7, desamollo /o
PSMD5, PTCH1, PTGDS, PTGS1, PTPN3, PTPRD, RAD23B, RALGDS, RFX3, RGS3, RLN1, RLN2, .
RMRP, RORB, RPL7A, RPL12, RPS6, RXRA, CCL19, CCL21, SET, SH3GL2, SHB, SLCIAL, SMARCA2,  ©Fros fenotipos
morfolégicos o (252]

9 193412 138114463 nsv532404  Ganancia SNAPC3, SNAPC4, SPTAN1, STXBP1, SURF1, SURF2, SURF4, MED22, SURF6, SYK, TAL2, TEK, del desarrollo
TESK1, TGFBR1, TLE1, TLE4, TLN1, TLR4, TMOD1, TPM2, TRAF1, TRAF2, TSC1, TTF1, TXN, TYRP1, anormales
UGCG, VAV2, VCP, VLDLR, CORO2A, XPA, ZFP37, ZNF79, ZNF189, ZFAND5, NR4A3, BRD3, significativos

NUP214, LHX3, GFI1B, PIP5K1B, RECK, IKBKAP, CDC14B, TMEFF1, SSNA1, EDF1, CTNNAL1,
MPDZ, FBP2, DPM2, FUBP3, CLIC3, PRPF4, KLF4, GTF3C5, GTF3C4, CER1, LHX2, PLAA, GRHPR,
FAM189A2, TIP2, MED27, PTGES, ATP6V1G1, GABBR2, GDA, GNA14, RALGPS1, ADAMTSL2,
RGP1, TRIM14, MELK, RUSC2, PPP1R26, SEC16A, ZBTBS5, KIAA0020, TNFSF15, PTBP3, GNE,
SH2D3C, RCL1, TOPORS, RABEPK, SIGMAR1, LAMC3, TUBB4B, UBAC1, OLFM1, ZER1, CREB3,
UNC13B, SEMA4D, ANP32B, AGPAT2, SPTLC1, POMT1, SMC2, DMRT2, RRAGA, ZBTB6, NEK6,
SDCCAG3, NOXA1, CCL27, USP20, ACTL7B, ACTL7A, GADD45G, SPIN1, SEC61B, SLC27A4,
SLC35D2, CNTRL, WDRS5, C90rf9, ADAMTS13, CACFD1, PSIP1, INSL6, SLC2A6, PTENP1, AKAP2,
RPL35, MAN1B1, DCTN3, FRMPD1, DOLK, ZNF510, HABP4, PTGR1, TRIM32, FNBP1, SETX,
ERP44, KDMAC, ZBTB43, SMC5, KANK1, FAM120A, PMPCA, VPS13A, ASTN2, AGTPBP1, BICD2,
FKBP15,,, EXOSC2, NCS1, TDRD7, SLC44A1, ANGPTL2, NUP188, CDK20, DDX58, RABGAP1,
TMEM2, TMEM245, FRRS1L, SLC24A2, CIZ1, DNAJBS, DCAF12, DFNB31, NELFB, NIPSNAP3A,

228



Anexos

Asociacion con
tologi:
Nombre del  Tipo de pa :’e?;ig;as o
CNV variacion |, e .
(informacion de
ClinVar)

Posicion Posicion

Chr cromosémica cromosomica
inicial final

NSMF, GPSM1, GAPVD1, PHF19, ZNF658, SPATA31A7, FBXW2, SPAGS8, OR1J4, OR2K2, FBXO10,
GBGT1, LHX6, OSTF1, OR1L3, OR1L1, OR1J2, RANBP6, TRUB2, DNAI1, ST6GALNAC4, INVS,
NDOR1, SIT1, SPINK4, TOR1B, TOR2A, NTMT1, PHPT1, CD274, ANAPC2, PKN3, DPP7, PSAT1,
UBQLN1, SLC2A8, OBP2B, OBP2A, ST6GALNAC6, STOML2, DEC1, PCA3, AK3, EXOSC3, ABHD178B,
MRPS2, COQ4, CERCAM, EGFL7, UBAP1, GOLM1, PRRX2, C9orf114, CHMP5, C9orf156, RAB14,
TMEM8B, C90rf78, SHC3, POLE3, NANS, FBXWS5, MRPL50, RC3H2, EPB41L4B, EQTN, TBC1D13,
NUTM2F, DIRAS2, BNC2, HAUS6, ASPN, BSPRY, APTX, TOR4A, CNTLN, TEX10, FOCAD, UBE2R2,
EXD3, FAM206A, NMRK1, STX17, NOL8, SPATA6L, C9orf40, TMIEM38B, SMU1, RFK, NIPSNAP3B,
STRBP, TBC1D2, HEMGN, KIF27, CDC37L1, DENNDA4C, RABL6, CDK5RAP2, UBAP2, PLGRKT,
KLHLSY, BARX1, RNF20, LRRC8A, INPPSE, NPDC1, OR2S2, BARHL1, SH3GLB2, REXO4, DOLPP1, ,
KCNT1, RIC1, ZBTB26, GBA2, DENND1A, GPR107, SLC46A2, INIP, ZNF462, DMRT3, PRDM12,
NAA35, DMRTAL, SLC28A3, CARDY, SUSD1, POLRIE, IPPK, DDX31, FAM129B, LRRC19, MRPL41,
NOL6, WNK2, SECISBP2, C9orf16, MAPKAP1, DCAF10, ZCCHC6, GALNT12, EHMT1, MOB3B,
CAAP1, CNTNAP3, ERMP1, SVEP1, RMI1, TRPM3, PTGES2, IFT74, FAM214B, GKAP1, PDCD1LG2,
AKNA, URM1, ISCA1, DOCKS8, ARPC5L, HDHD3, AIF1L, UCK1, ZNF484, FSD1L, CEP78, ZCCHC7,
ANKRD20A1, GARNL3, HSDL2, C9orf64, C90rf89, TMEM246, NTNG2, HIATL1, HINT2, C9orf24,
PIGO, PRRC2B, PPAPDC3, ZDHHC12, FAM73B, ARHGEF39, C9orf3, FIBCD1, , SNHG7, TMEM141,
COL27A1, ALG2, FGD3, MVB12B, TPD52L3, WDR34, SAPCD2, C90rf69, LRSAM1, 1L33, TMEM261,
MSANTD3, UAP1L1, SLC25A51, MRRF, RBM18, ARRDC1, DPH7, ADAMTSL1, TMEM203, KIF12,
PALM2, SLC25A25, WDR31, ZNF618, UHRF2, FAM122A, ZMYND19, GRIN3A, TMC1, RNF183,
NACC2, C90orf116, C9orf41, C9orf57, C9orf85, C9orf135, LCN8, FAM69B, PTRH1, PIP5KL1, TAF1L,
PTPDC1, ARID3C, RPP25L, C90rf131, OR13C5, OR13C8, OR13C3, OR13C4, OR13F1, OR1LS,
OR1N2, OR1N1, ASB6, TRPM6, SLC34A3, RNF38, GLIPR2, DAB2IP, CAMSAP1, C9orf62, C9orf66,
LINGO2, NXNL2, C90rf163, MAMDC4, LCN6, AK8, OR1Q1, TTLL11, RASEF, TTC39B, TRMT10B,
TTC16, FAM120A0S, FAM154A, FREM1, , ZNF483, C90rf84, , TSTD2, ZNF782, PRUNE2, STKLD1,
KCNV2, OLFML2A, TMEM252, QSOX2, GLIS3, ZNF883, ZNF169, AAED1, ZNF367, C90orf91,
C90rf72, CCDC171, NAIF1, FAM219A, CCDC107, ANKS6, SUSD3, CBWD5, CDC26, ANKRD18A,
PHYHD1, MORNS5, OR1L4, TXNDC8, HMCN2, MAMDC2, FRMD3, C90rf43, FAM205A, CRB2, SCAI,
C90rf117, C9orf47, SPATA31E1, LCN12, C90rf142, TPRN, TUSC1, FAM78A, LURAP1L, OR13C9,
OR13D1, FOXDA4L3, IFNE, ZDHHC21, ACER2, GPR144, QRFP, OR1J1, OR1B1, KIF24, IGFBPL1,
MURC, FOXD4L4, GLT6D1, ENHO, PTAR1, ERCC6L2, SWIS5, C90rf50, PNPLA7, CYSRT1, ENTPDS,
SPATA31A6, SPATA31D4, SPATA31D3, SPATA31D1, C90rf153, IER5L, C90rf171, LCN15,
C90rf172, LRRC26, TMEMS8C, FAM221B, OR13J1, OR13C2, OR1L6, OR5C1, OR1K1, LCN9,
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FAM102A, PTPLAD2, TMEM215, TOMMS5, C90rf170, CENPP, C90rf152, SNX30, WDR38, LCNL1,
C90rf139, FAM166A, SOHLH1, PPAPDC2, ZBTB34, MIRLET7A1, MIRLET7D, MIRLET7F1, MIR101-
2, MIR126, MIR181A2, MIR181B2, MIR1998B, MIR204, MIR23B, MIR24-1, MIR27B, MIR31,
MIR32, MIR7-1, C90rf106, IDNK, LCN10, ANKRD20A3, ANKRD20A2, SPATA31C1, NUTM2G,
ANKRD18B, C90rf173, NRARP, FOXB2,

9

193412

ABCAL, ABCA2, ABL1, ABO, ACO1, PLIN2, AK1, ALAD, ALDH1A1, ALDH1B1, ALDOB, AMBP,
ANXA1, NUDT2, APBA1, AQP3, AQP7, ASS1, AUH, BAAT, BAG1, KLF9, C5, C8G, CA9, CACNA1B,
CCIN, CCBL1, TNFSF8, ENTPD2, CD72, CDK9, CDKN2A, CDKN2B, CEL, CKS2, CLTA, CNTFR,
COL5A1, COL15A1, SLC31A1, SLC31A2, CRAT,, CTSV, CYLC2, DAPK1, BRINP1, DBH, SARDH,
DNM1, DMRT1, ECM2, TOR1A, LPAR1, S1PR3, MEGF9, ELAVL2, ENDOG, ENG, STOM, FANCC,
FANCG, FBP1, FKTN, FCN1, FCN2, FOXE1, MLANA, FPG, FXN, NR5A1, FUT7, GALT, GAS1, NR6A1,
GCNT1, GGTA1P, BAGALT1, GLDC, GLE1, GNAQ, GNG10, GOLGA1, GOLGA2, GPR21, RAPGEF1,
GRIN1, GSN, HNRNPK, HSD17B3, DNAJA1, HSPAS, TNC, IARS, IFNA1, IFNA2, IFNA4, IFNAS,
IFNAG6, IFNA7, IFNAS, IFNA10, IFNA13, IFNA14, IFNA16, IFNA17, IFNA21, IFNB1, IFNW1, IL11RA,
INSL4, JAK2, LCN1, LCN2, LMX1B, MLLT3, MTAP, MUSK, NCBP1, NDUFA8, NDUFB6, NFIB, NFIL3,
NFX1, NINJ1, NOTCH1, NPR2, NTRK2, ROR2, ODF2, OMD, OGN, ORM1, ORM2, PAEP, PAPPA,

PAXS5, PDCL, PBX3, PCSK5, PGM5, PHF2, PPP2R4, PPP3R2, PPP6C, PRKACG, PRSS3, PSMB7, Forma facial
PSMD5, PTCH1, PTGDS, PTGS1, PTPN3, PTPRD, RAD23B, RALGDS, RFX3, RGS3, RLN1, RLN2, anormal;
RMRP, RORB, RPL7A, RPL12, RPS6, RXRA, CCL19, CCL21, SET, SH3GL2, SHB, SLC1A1, SMARCA2, Retraso del
crecimiento (252]

138124532 nsv532403  Ganancia o\ b3 SNAPCA, SPTANI, STXBPL, SURFL, SURF2, SURF4, MED22, SURF6, SYK, TAL2, TEK,
TESK1, TGFBR1, TLE1, TLE4, TLN1, TLR4, TMOD1, TPM2, TRAF1, TRAF2, TSC1, TTF1, TXN, TYRP1,
UGCG, VAV2, VCP, VLDLR, CORO2A, XPA, ZFP37, ZNF79, ZNF189, ZFANDS, NR4A3, BRD3,
NUP214, LHX3, GFI1B, PIPSK1B, RECK, IKBKAP, CDC14B, TMEFF1, SSNA1, EDF1, CTNNALL,
MPDZ, FBP2, DPM2, FUBP3, CLIC3, PRPF4, KLF4, GTF3C5, GTF3C4, CER1, LHX2, PLAA, GRHPR,
FAM189A2, TJP2, MED27, PTGES, ATP6V1G1, GABBR2, GDA, GNA14, RALGPS1, ADAMTSL2,
RGP1, TRIM14, MELK, RUSC2, PPP1R26, SEC16A, ZBTBS, KIAA0020, TNFSF15, PTBP3, GNE,
SH2D3C, RCL1, TOPORS, RABEPK, SIGMAR1, LAMC3, TUBB4B, UBAC1, OLFM1, ZER1, CREB3,

UNC13B, SEMA4D, ANP32B, AGPAT2, SPTLC1, POMT1, SMC2, DMRT2, RRAGA, ZBTB6, NEK6,
SDCCAG3, NOXA1, CCL27, USP20, ACTL7B, ACTL7A, GADD45G, SPIN1, SEC61B, SLC27A4,
SLC35D2, CNTRL, WDRS5, C90rf9, ADAMTS13, CACFD1, PSIP1, INSL6, SLC2A6, PTENP1, AKAP2,
RPL35, MAN1B1, DCTN3, FRMPD1, DOLK, ZNF510, HABP4, PTGR1, TRIM32, FNBP1, SETX,
ERP44, KDMA4C, ZBTB43, SMC5, KANK1, FAM120A, PMPCA, VPS13A, ASTN2, AGTPBP1, BICD2,
FKBP15, , , EXOSC2, NCS1, TDRD7, SLC44A1, ANGPTL2, NUP188, CDK20, DDX58, RABGAP1,

intrauterino
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TMEM2, TMEM245, FRRS1L, SLC24A2, CIZ1, DNAJBS, DCAF12, DFNB31, NELFB, NIPSNAP3A,
NSMF, GPSM1, GAPVD1, PHF19, ZNF658, SPATA31A7, FBXW2, SPAGS8, OR1J4, OR2K2, FBXO10,
GBGT1, LHX6, OSTF1, OR1L3, OR1L1, OR1J2, RANBP6, TRUB2, DNAI1, ST6GALNAC4, INVS,
NDOR1, SIT1, SPINK4, TOR1B, TOR2A, NTMT1, PHPT1, CD274, ANAPC2, PKN3, DPP7, PSAT1,
UBQLN1, SLC2A8, OBP2B, OBP2A, ST6GALNAC6, STOML2, DEC1, PCA3, AK3, EXOSC3, ABHD178B,
MRPS2, COQ4, CERCAM, EGFL7, UBAP1, GOLM1, PRRX2, C9orf114, CHMP5, C9orf156, RAB14,
TMEMB8B, C90rf78, SHC3, POLE3, NANS, FBXW5, MRPL50, RC3H2, EPB41L4B, EQTN, TBC1D13,
NUTM2F, DIRAS2, BNC2, HAUS6, ASPN, BSPRY, APTX, TOR4A, CNTLN, TEX10, FOCAD, UBE2R2,
EXD3, FAM206A, NMRK1, STX17, NOL8, SPATA6L, C9orf40, TMEM38B, SMU1, RFK, NIPSNAP3B,
STRBP, TBC1D2, HEMGN, KIF27, CDC37L1, DENNDA4C, RABL6, CDK5RAP2, UBAP2, PLGRKT,
KLHL9, BARX1, RNF20, LRRC8A, INPPSE, NPDC1, OR2S2, BARHL1, SH3GLB2, REXO4, DOLPP1,,
KCNT1, RIC1, ZBTB26, GBA2, DENND1A, GPR107, SLC46A2, INIP, ZNF462, DMRT3, PRDM12,
NAA35, DMRTA1, SLC28A3, CARD9, SUSD1, POLR1E, IPPK, DDX31, FAM129B, LRRC19, MRPL41,
NOL6, WNK2, SECISBP2, C9orf16, MAPKAP1, DCAF10, ZCCHC6, GALNT12, EHMT1, MOB3B,
CAAP1, CNTNAP3, ERMP1, SVEP1, RMI1, TRPM3, PTGES2, IFT74, FAM214B, GKAP1, PDCD1LG2,
AKNA, URM1, ISCA1, DOCKS8, ARPC5L, HDHD3, AIF1L, UCK1, ZNF484, FSD1L, CEP78, ZCCHC7,
ANKRD20A1, GARNL3, HSDL2, C9orf64, C90rf89, TMEM246, NTNG2, HIATL1, HINT2, C9orf24,
PIGO, PRRC2B, PPAPDC3, ZDHHC12, FAM73B, ARHGEF39, C9orf3, FIBCD1, , SNHG7, TMEM141,
COL27A1, ALG2, FGD3, MVB12B, TPD52L3, WDR34, SAPCD2, C90rf69, LRSAM1, 1L33, TMEM261,
MSANTD3, UAP1L1, SLC25A51, MRRF, RBM18, ARRDC1, DPH7, ADAMTSL1, TMEM203, KIF12,
PALM2, SLC25A25, WDR31, ZNF618, UHRF2, FAM122A, ZMYND19, GRIN3A, TMC1, RNF183,
NACC2, C90orf116, C9orf41, C9orf57, C9orf85, C9orf135, LCN8, FAM69B, PTRH1, PIPSKL1, TAF1L,
PTPDC1, ARID3C, RPP25L, C90rf131, OR13C5, OR13C8, OR13C3, OR13C4, OR13F1, OR1LS,
OR1N2, OR1N1, ASB6, TRPM6, SLC34A3, RNF38, GLIPR2, DAB2IP, CAMSAP1, C9orf62, C9orf66,
LINGO2, NXNL2, C9orf163, MAMDC4, LCN6, AK8, OR1Q1, TTLL11, RASEF, TTC39B, TRMT10B,
TTC16, FAM120A0S, FAM154A, FREM1, , ZNF483, C90rf84, , TSTD2, ZNF782, PRUNE2, STKLD1,
KCNV2, OLFML2A, TMEM252, QSOX2, GLIS3, ZNF883, ZNF169, AAED1, ZNF367, C90rf91,
C90rf72, CCDC171, NAIF1, FAM219A, CCDC107, ANKS6, SUSD3, CBWD5, CDC26, ANKRD18A,
PHYHD1, MORNS5, OR1L4, TXNDC8, HMCN2, MAMDC2, FRMD3, C90rf43, FAM205A, CRB2, SCAI,
C90rf117, C9orf47, SPATA31E1, LCN12, C9orf142, TPRN, TUSC1, FAM78A, LURAP1L, OR13C9,
OR13D1, FOXDAL3, IFNE, ZDHHC21, ACER2, GPR144, QRFP, OR1J1, OR1B1, KIF24, IGFBPL1,
MURC, FOXD4L4, GLT6D1, ENHO, PTAR1, ERCC6L2, SWIS5, C90rf50, PNPLA7, CYSRT1, ENTPDS,
SPATA31A6, SPATA31D4, SPATA31D3, SPATA31D1, C90rf153, IER5L, C90rf171, LCN15,
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C90rf172, LRRC26, TMEMS8C, FAM221B, OR13J1, OR13C2, OR1L6, OR5C1, OR1K1, LCN9,
FAM102A, PTPLAD2, TMEM215, TOMMS5, C90rf170, CENPP, C90rf152, SNX30, WDR38, LCNL1,
C90rf139, FAM166A, SOHLH1, PPAPDC2, ZBTB34, MIRLET7A1, MIRLET7D, MIRLET7F1, MIR101-

2, MIR126, MIR181A2, MIR181B2, MIR199B, MIR204, MIR23B, MIR24-1, MIR27B, MIR31,

MIR32, MIR7-1, C90rf106, IDNK, LCN10, ANKRD20A3, ANKRD20A2, SPATA31C1, NUTM2G,
ANKRD18B, C90rf173, NRARP, FOXB2

Anexos

Asociacion con
patologias
previa Ref.
(informacion de
ClinVar)

9

204193

ABCA1, ABCA2, ABL1, ABO, ACO1, PLIN2, AK1, ALAD, ALDH1A1, ALDH1B1, ALDOB, AMBP,
ANXA1, NUDT2, APBA1, AQP3, AQP7, ASS1, AUH, BAAT, BAG1, KLF9, C5, C8G, CA9, CACNA1B,
CCIN, CCBL1, TNFSF8, ENTPD2, CD72, CDK9, CDKN2A, CDKN2B, CEL, CKS2, CLTA, CNTFR,
COL5A1, COL15A1, SLC31A1, SLC31A2, CRAT,, CTSV, CYLC2, DAPK1, BRINP1, DBH, SARDH,
DNM1, DMRT1, ECM2, TOR1A, LPAR1, S1PR3, MEGF9, ELAVL2, ENDOG, ENG, STOM, FANCC,
FANCG, FBP1, FKTN, FCN1, FCN2, FOXE1, MLANA, FPG, FXN, NR5A1, FUT7, GALT, GAS1, NR6A1,
GCNT1, GGTA1P, BAGALT1, GLDC, GLE1, GNAQ, GNG10, GOLGA1, GOLGA2, GPR21, RAPGEF1,
GRIN1, GSN, HNRNPK, HSD17B3, DNAJAL, HSPAS, TNC, IARS, IFNA1, IFNA2, IFNA4, IFNAS,
IFNA6, IFNA7, IFNAS, IFNA10, IFNA13, IFNA14, IFNA16, IFNA17, IFNA21, IFNB1, IFNW1, IL11RA,
INSL4, JAK2, LCN1, LCN2, LMX1B, MLLT3, MTAP, MUSK, NCBP1, NDUFAS8, NDUFB6, NFIB, NFIL3,
NFX1, NINJ1, NOTCH1, NPR2, NTRK2, ROR2, ODF2, OMD, OGN, ORM1, ORM2, PAEP, PAPPA,
PAXS, PDCL, PBX3, PCSK5, PGMS, PHF2, PPP2R4, PPP3R2, PPP6C, PRKACG, PRSS3, PSMB7,
PSMDS, PTCH1, PTGDS, PTGS1, PTPN3, PTPRD, RAD23B, RALGDS, RFX3, RGS3, RLN1, RLN2,
RMRP, RORB, RPL7A, RPL12, RPS6, RXRA, CCL19, CCL21, SET, SH3GL2, SHB, SLC1A1, SMARCA2,
SNAPC3, SNAPC4, SPTAN1, STXBP1, SURF1, SURF2, SURF4, MED22, SURF6, SYK, TAL2, TEK,
TESK1, TGFBR1, TLE1, TLE4, TLN1, TLR4, TMOD1, TPM2, TRAF1, TRAF2, TSC1, TTF1, TXN, TYRP1,
UGCG, VAV2, VCP, VLDLR, CORO2A, XPA, ZFP37, ZNF79, ZNF189, ZFANDS, NR4A3, BRD3,
NUP214, LHX3, GFI1B, PIP5K1B, RECK, IKBKAP, CDC14B, TMEFF1, SSNA1, EDF1, CTNNALL,
MPDZ, FBP2, DPM2, FUBP3, CLIC3, PRPF4, KLF4, GTF3C5, GTF3C4, CER1, LHX2, PLAA, GRHPR,
FAM189A2, TJP2, MED27, PTGES, ATP6V1G1, GABBR2, GDA, GNA14, RALGPS1, ADAMTSL2,
RGP1, TRIM14, MELK, RUSC2, PPP1R26, SEC16A, ZBTB5, KIAA0020, TNFSF15, PTBP3, GNE,
SH2D3C, RCL1, TOPORS, RABEPK, SIGMAR1, LAMC3, TUBB4B, UBAC1, OLFM1, ZER1, CREB3,
UNC13B, SEMA4D, ANP32B, AGPAT2, SPTLC1, POMT1, SMC2, DMRT2, RRAGA, ZBTB6, NEK6,
SDCCAG3, NOXA1, CCL27, USP20, ACTL7B, ACTL7A, GADDA45G, SPIN1, SEC61B, SLC27A4,
SLC35D2, CNTRL, WDRS5, C90orf9, ADAMTS13, CACFD1, PSIP1, INSL6, SLC2A6, PTENP1, AKAP2,
RPL35, MAN1B1, DCTN3, FRMPD1, DOLK, ZNF510, HABP4, PTGR1, TRIM32, FNBP1, SETX,
ERP44, KDMA4C, ZBTB43, SMC5, KANK1, FAM120A, PMPCA, VPS13A, ASTN2, AGTPBP1, BICD2,

138179445 nsv491859  Ganancia

Forma facial
anormal;
Retraso del
L [251]
crecimiento
intrauterino
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FKBP15,,, EXOSC2, NCS1, TDRD7, SLC44A1, ANGPTL2, NUP188, CDK20, DDX58, RABGAP1,
TMEM2, TMEM245, FRRS1L, SLC24A2, CIZ1, DNAJBS5, DCAF12, DFNB31, NELFB, NIPSNAP3A,
NSMF, GPSM1, GAPVD1, PHF19, ZNF658, SPATA31A7, FBXW2, SPAGS8, OR1J4, OR2K2, FBXO10,
GBGT1, LHX6, OSTF1, OR1L3, OR1L1, OR1J2, RANBP6, TRUB2, DNAI1, ST6GALNAC4, INVS,
NDOR1, SIT1, SPINK4, TOR1B, TOR2A, NTMT1, PHPT1, CD274, ANAPC2, PKN3, DPP7, PSAT1,
UBQLN1, SLC2A8, OBP2B, OBP2A, ST6GALNAC6, STOML2, DEC1, PCA3, AK3, EXOSC3, ABHD178B,
MRPS2, COQ4, CERCAM, EGFL7, UBAP1, GOLM1, PRRX2, C9orf114, CHMP5, C9orf156, RAB14,
TMEMB8B, C90rf78, SHC3, POLE3, NANS, FBXW5, MRPL50, RC3H2, EPB41L4B, EQTN, TBC1D13,
NUTM2F, DIRAS2, BNC2, HAUS6, ASPN, BSPRY, APTX, TOR4A, CNTLN, TEX10, FOCAD, UBE2R2,
EXD3, FAM206A, NMRK1, STX17, NOL8, SPATA6L, C9orf40, TMEM38B, SMU1, RFK, NIPSNAP3B,
STRBP, TBC1D2, HEMGN, KIF27, CDC37L1, DENNDA4C, RABL6, CDK5RAP2, UBAP2, PLGRKT,
KLHL9, BARX1, RNF20, LRRC8A, INPPSE, NPDC1, OR2S2, BARHL1, SH3GLB2, REXO4, DOLPP1,,
KCNT1, RIC1, ZBTB26, GBA2, DENND1A, GPR107, SLC46A2, INIP, ZNF462, DMRT3, PRDM12,
NAA35, DMRTA1, SLC28A3, CARD9, SUSD1, POLR1E, IPPK, DDX31, FAM129B, LRRC19, MRPL41,
NOL6, WNK2, SECISBP2, C9orf16, MAPKAP1, DCAF10, ZCCHC6, GALNT12, EHMT1, MOB3B,
CAAP1, CNTNAP3, ERMP1, SVEP1, RMI1, TRPM3, PTGES2, IFT74, FAM214B, GKAP1, PDCD1LG2,
AKNA, URM1, ISCA1, DOCKS8, ARPC5L, HDHD3, AIF1L, UCK1, ZNF484, FSD1L, CEP78, ZCCHC7,
ANKRD20A1, GARNL3, HSDL2, C9orf64, C9orf89, TMEM246, NTNG2, HIATL1, HINT2, C9orf24,
PIGO, PRRC2B, PPAPDC3, ZDHHC12, FAM73B, ARHGEF39, C9orf3, FIBCD1, , SNHG7, TMEM141,
COL27A1, ALG2, FGD3, MVB12B, TPD52L3, WDR34, SAPCD2, C90rf69, LRSAM1, 1L33, TMEM261,
MSANTD3, UAP1L1, SLC25A51, MRRF, RBM18, ARRDC1, DPH7, ADAMTSL1, TMEM203, KIF12,
PALM2, SLC25A25, WDR31, ZNF618, UHRF2, FAM122A, ZMYND19, GRIN3A, TMC1, RNF183,
NACC2, C90orf116, C9orf41, C9orf57, C9orf85, C9orf135, LCN8, FAM69B, PTRH1, PIPSKL1, TAF1L,
PTPDC1, ARID3C, RPP25L, C90rf131, OR13C5, OR13C8, OR13C3, OR13C4, OR13F1, OR1LS,
OR1N2, OR1N1, ASB6, TRPM6, SLC34A3, RNF38, GLIPR2, DAB2IP, CAMSAP1, C9orf62, C9orf66,
LINGO2, NXNL2, C9orf163, MAMDC4, LCN6, AK8, OR1Q1, TTLL11, RASEF, TTC39B, TRMT10B,
TTC16, FAM120A0S, FAM154A, FREM1, , ZNF483, C90rf84, , TSTD2, ZNF782, PRUNE2, STKLD1,
KCNV2, OLFML2A, TMEM252, QSOX2, GLIS3, ZNF883, ZNF169, AAED1, ZNF367, C90rf91,
C90rf72, CCDC171, NAIF1, FAM219A, CCDC107, ANKS6, SUSD3, CBWD5, CDC26, ANKRD18A,
PHYHD1, MORNS5, OR1L4, TXNDC8, HMCN2, MAMDC2, FRMD3, C90rf43, FAM205A, CRB2, SCAI,
C90rf117, C9orf47, SPATA31E1, LCN12, C9orf142, TPRN, TUSC1, FAM78A, LURAP1L, OR13C9,
OR13D1, FOXDAL3, IFNE, ZDHHC21, ACER2, GPR144, QRFP, OR1J1, OR1B1, KIF24, IGFBPL1,
MURC, FOXD4L4, GLT6D1, ENHO, PTAR1, ERCC6L2, SWIS5, C90rf50, PNPLA7, CYSRT1, ENTPDS,
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SPATA31A6, SPATA31D4, SPATA31D3, SPATA31D1, C90rf153, IER5L, C90rf171, LCN15,
C90rf172, LRRC26, TMEMSC, FAM221B, OR13J1, OR13C2, OR1L6, OR5C1, OR1K1, LCN9,

FAM102A, PTPLAD2, TMEM215, TOMMS, C90rf170, CENPP, C90rf152, SNX30, WDR38, LCNLL,
C90rf139, FAM166A, SOHLH1, PPAPDC2, ZBTB34, MIRLET7A1, MIRLET7D, MIRLET7F1, MIR101-
2, MIR126, MIR181A2, MIR181B2, MIR199B, MIR204, MIR23B, MIR24-1, MIR27B, MIR31,
MIR32, MIR7-1, C90rf106, IDNK, LCN10, ANKRD20A3, ANKRD20A2, SPATA31C1, NUTM2G,
ANKRD18B, C90rf173, NRARP, FOXB2, CBWD3, C90rf129, PALM2-AKAP2, PAPPA-AS1, DNAJC25,
DNAJC25-GNG10, NRON, FAM163B, RNF224, CBWD6, SPATA31C2, HRCT1, SPATA31AL,
FOXDA4L6, FOXDALS, MSMP, RNF208, SPATA31A3, SPATA31A5, CBWD7, DNLZ, CNTNAP3B,
ANKRD20A4, FAM166B, CDKN2B-AS1, IZUMO3, RNUGATAC, MIR181A2HG, MIR2861, CCDC180,
TMEM210, MSANTD3-TMEFF1, BANCR
1 186557452 187500338  nsv872590  Ganancia PLA2G4A, PTGS2
1 186642428 186700959  nsv470750  Pérdida PTGS2
Retraso en el
desarrollo y/o
DHX9, GLUL, LAMC1, LAMC2, NCF2, PDC, PLA2G4A, PTGS2, RG516, RNASEL, RNF2, TPR, SMG7, ‘;:;or‘:oflin‘l’ct;pso;
1 182137726 186931125  nsv532617  Pérdida  ARPCS, PRG4, IVNS1ABP, OCLM, NMNAT2, COLGALT2, RGL1, SWT1, Clorf27, EDEM3, NPL, o desagrrono [252]
Clorf21, SHCBP1L, TRMT1L, HMCN1, RGS8, TSEN15, FAM129A, TEDDM1
anormales
significativos
ABL2, CACNALE, DHX9, F13B, GLUL, CFH, CFHR1, CFHR2, MR1, LAMC1, LAMC2, NCF2, PDC,
PLA2G4A, PTGS2, QSOX1, PTPRC, RGS1, RGS2, RGS13, RGS16, RNASEL, RNF2, SOAT1, TROVE2,
TPR, VDAC1P4, NPHS2, B3GALT2, XPR1, CEP350, SMG7, FAM20B, ARPCS, PRG4, STX6, Forma facial
. IVNS1ABP, CFHR4, CFHR3, OCLM, NMNAT2, COLGALT2, RGL1, CRB1, TOR1AIP1, GLRX2, IERS, anormal
! 179032905 199724897 nsv532616  Perdida ;. o o\vT1 C10rf27, LHXO,, TOR3A, RGS18, CDC73, EDEM3, NPL, CFHRS, Clorf21, SHCBP1L, retraso global  2>2)
TRMT1L, HMCN1, ACBD6, RGS8, LHX4, TSEN15, FAM129A, AXDND1, ATP6V1G3, ZNF648, en el desarrollo
TEDDM1, NEK7, FAM163A, DENND1B, TDRD5, TOR1AIP2, ASPM, BRINP3, KCNT2, RGSL1,
ZBTB41, Clorf53, APOBEC4, MIR181B1, MIR181A1, RGS21
19 14492598 14614873 nsv833764  Pérdida CD97, DDX39A, GIPC1, PKN1, PTGERL [257]
19 14512488 14603932 nsv911121  Pérdida CD97, DDX39A, GIPC1, PKN1, PTGER1
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ZNF492, ANOS, SUGP1, CYP4F11, EPS15L1, WIZ, RASAL3, MRPL34, CYP4F12, DDAL1, KXD1,
TMEM38A, SMIM7, ABHDS8, OCEL1, COLGALT1, EPHX3, SLC35E1, ZNF430, PBX4, , ZNF93, PLVAP,
USHBP1, TSSK6, C190rf44, ZNF333, EMR3, GTPBP3, MPV17L2, HSH2D, SYDE1, SAMD1, ZNF486,
ZNF682, HAUS8, MVB12A, ARMC6, ZNF101, ZNF257, PGLYRP2, CCDC124, NXNL1, CIB3, RLN3,
CALR3, LRRC25, OR1I1, NR2C2AP, CCDC105, CYP4F22, OR10H4, ANKLE1, CILP2, ZNF98, ZNF714,
ZNF681, ZNF676, ZNF100, SSBP4, ZNF431, ZNF675, ZNF626, FAM129C, OR10H5, NWD1,
SLC25A42, ZNF493, PALM3, ZNF429, YJEFN3, SLC27A1, CLEC17A, ZNF728, OR7A10, HAPLN4,
ZNF506, C190rf67, UCA1, MEF2BNB, ZNF726, ZNF730, ZNF737, TMEM221, MEF2B, ZNF729

del desarrollo
anormales
significativos

19 14526035 14583772 nsv911122  Pérdida DDX39A, PKN1, PTGER1
19 14545541 14590612 nsv470127  Pérdida GIPC1, PKN1, PTGER1 [259]
19 14561721 14620467 nsv911126  Ganancia GIPC1, PKN1, PTGERL
19 14580112 14590612 nsv817814  Pérdida GIPC1, PKN1, PTGER1 [258]
19 14580112 14583582 nsv911127  Pérdida PKN1, PTGER1
19 14580327 14614242 nsv527867  Pérdida GIPC1, PKN1, PTGER1 [256]
ASNA1, CACNA1A, CALR, CD97, DHPS, DNASE2, FARSA, GCDH, DNAJB1, JUNB, LYL1, MAN2B1, ::;:f:‘:”i“ 7(')
NDUFB7, NFIX, PRKACA, PKN1, PTGERL, RAD23A, RFX1, PRDX2, ZNF20, ZNF136, STX10, IL27RA,  °°° fenot;’ o
TECR, IER2, DDX39A, ZNF443, RNASEH2A, KLF1, GIPCL, LPHN1, MASTL, C190rfS3, HOOK2, ™% & icozo
19 12132052 14751798 nsv531624  Ganancia TNPO2, EMR2, WDR830S, ZNF44, BEST2, CC2D1A, TRMTL, ASF18, ZNFA90, ZSWIM4, C19orf43, "0 desagrro”o [252]
C190rf57, PODNLL, ZNF442, CCDC130, RTBDN, MRIL, FXWS, WDRS3, ZNF333, EMR3, SAMDL, ~ °° “¢570
DCAF15, GADD45GIP1, ZNF799, ZNF625, NACC1, RLN3, ZNF563, ZNF791, ZNF564, ZNF709, el
DANDS, SYCE2, NANOS3, PALM3, CLEC17A, MIR181C, MIR23A, MIR24-2 g
BST2, CD97, COMP, NCAN, NR2F6, GDF1, DNAJB1, IL12RB1, INSL3, JAK3, JUND, KCNN1, CYP4F3,
RABSA, MYO9B, NDUFB7, NOTCH3, PDEAC, PIK3R2, PRKACA, PKN1, PTGER1, RAB3A, UPF1,
RFX1, RPL18A, SLC1A6, SLCSAS, TPM4, UBAS2, ZNF14, ZNF708, ZNF43, ZNF85, ZNF0, ZNFI1,
ZNF99, ZNF208, ELL, CYP4F2, RFXANK, AP1M1, F2RL3, LPAR2, CRLF1, MED26, HOMER3, IL27RA,
GDF15, TECR, ZNF254, SUGP2, DDX39A, AKAP8, B3GNT3, KLF2, IFI30, CHERP, CERS1, GIPC1, fetraso en el
ILVBL, CYPAFS, COPE, LPHNI, UNCL3A, MAST3, FCHOL, SIN3B, CRTCL, , BRD4, CASP14, FKBPS, = 8% #07
TMEMSSL, PGLS, LSM4, FAM32A, OR7A17, OR10H3, ORIOH2, OR10H1, OR7C2, OR7AS, OR7CL,  *°*° fenotiy o
AKAPSL, ARRDC2, CPAMDS, BABAM1, EMR2, NDUFA13, GMIP, ISYNA1, TM6SF2, DDX49, s icopso
19 13974677 27839676 nsv531626 Ganancia  GATAD2A, PGPEP1, TMEM161A, C190rf60, MAP1S, KLHL26, ASF1B, USE1, ZNF253, ATP13A1, g [252]

235




Posicion
cromosomica
inicial

Posicion
cromosomica
final

Nombre del
CNV

Tipo de

variacion

Anexos

Asociacion con
patologias
Ref.

previa
(informacion de
ClinVar)

14 52697232 52894988 nsv832795  Ganancia PTGDR, PTGER2
BMP4, CDKN3, GCH1, GMFB, KTN1, LGALS3, PSMC6, PTGDR, PTGER2, PYGL, STYX, DLGAPS,
. CNIH1, CGRRF1, FERMT2, WDHD1, NID2, ATG14, SAMDA4A, ERO1L, ATL1, NIN, C140rf166,
14 50591011 26286919 nsv530041 - Pérdida o\ o) FBX034, PELI2, TXNDCL6, SAV1, GNPNAT1, DDHDL, TMX1, MAPKLIPIL, TRIMO, FRMD6, ~ Macrocefalia  1>°%)
SOCS4, ABHD12B, GPR137C, UBE2L1, TBPL2
1 71481049 71519326 nsv871242  Pérdida LOC100132618, PTGER3
Aracnodactilia;
L CTH, GADDA45A, IL12RB2, PIN1P1, PTGER3, RPE6S, DIRAS3, SRSF11, ZRANB2, HHLA3, SERBP1,  discapacidad
! 67239704 71924806 nsv532510  Pérdida o4 DEPDCL, GNG12, LRRC7, WLS, ANKRD13C, IL23R, NEGRL, NEGR1-IT1, ZRANB2-AS2 intelectual; 222
Microcefalia
ACADM, AK4, CRYZ, CTH, CYP2J2, GADD4S5A, IL12RB2, JAK1, LEPR, MSH4, NFIA, ROR1, PDE4B,
PGM1, PIN1P1, PTGER3, RABGGTB, RPE65, USP1, FPGT, DIRAS3, SRSF11, ZRANB2, DNAJCS,
INSLS5, INADL, HHLA3, SLC35D1, ITGB3BP, SERBP1, FOXD3, ANGPTL3, ALG6, TNNI3K, HOOK1,  Retraso en el
1 59632500 76730877 nsv532509  Pérdida  L1TD1, LEPROT, RAVER2, FGGY, LRRC40, DEPDC1, GNG12, LRRC7, CACHD1, MIER1, WDR7S, desarrollo  [252]
WLS, ANKRD13C, TM2D1, SGIP1, EFCAB7, ATG4C, DOCK7, ASB17, TYWS3, ERICH3, LRRIQ3, global
Clorf87, UBE2U, IL23R, KANK4, TCTEX1D1, SLC44A5, STEGALNAC3, NEGR1, Clorf141, MIR101-
1, LHX8
ACADM, AK4, C8A, C8B, CPT2, CRYZ, CTH, CYP2J2, DAB1, GADDA45A, DHCR24, DIO1, GPX7,
IL12RB2, JAK1, JUN, LEPR, TACSTD2, MAGOH, MSH4, NFIA, ROR1, PDE4B, PGM1, PIN1P1,
PRKAA2, PTGER3, RABGGTB, RPE6S, SCP2, SLCIA7, TTCA, USPL, LRPS, BSND, PPAP2B, FPGT, oo
DIRAS3, SRSF11, ZRANB2, TMEMS59, DNAJCE, INSLS, INADL, HHLA3, SLC35D1, USP24, ITGB3BP, o
SSBP3, PARS2, ACOTL1, SERBP1, FOXD3, ANGPTL3, ALG6, TNNI3K, MRPL37, HOOK1, HsPB11,  *1°
1 52595352 76767765 nsv530344  Ganancia YIPFL, LITD1, LEPROT, Clorf123, TTC22, RAVER2, ECHDC?, FGGY, LRRCAO, DEPDCT, NDC1, - e P RI% S - [252]
GNG12, LRRC7, CACHD1, MIER1, DMRTB1, COA7, ZYG11B, WDR78, WLS, ANKRD13C, TM2D1, Y
SGIP1, EFCAB7, ATG4C, DOCK7, MYSM1, OMAL, LRRC42, ASB17, TYWS3, ERICH3, LRRIQ3, o
TCEANC2, PODN, C1orf87, UBE2U, GLIS1, IL23R, Clorf177, KANK4, Clorf168, TMEM61, CDCP2, neumonia
TCTEX1D1, SLC44A5, PCSK9, STEGALNAC3, NEGR1, FAM151A, FAM159A, MROH7, LDLRAD1,
Clorfl41, MIR101-1, LHX8, ZYG11A, CYBSRL, FPGT-TNNI3K, NEGR1-IT1, ZRANB2-AS2
5 40662256 40713645 nsv880539  Pérdida PTGER4, TTC33
C6, C7, C9, DABY, FGF10, FYB, GDNF, GHR, HVIGCS1, LIFR, OXCT1, PRKAAL, PTGERA, RPL37, o\
5 36374107 51103841 nsv530358  Ganancia  SEPP1, SLC1A3, ZNF131, OSMR, NUP155, PAIP1, MRPS30, NNT, TTC33, NIPBL, FBXO4, WDR70, [252]

CCL28, C50rf28, C50rf42, PARP8, CARD6, EMB, MROH2B, EGFLAM, RICTOR, C50rf51, PLCXD3,

del desarrollo
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inicial final (informacion de
ClinVar)
HCN1, C50rf34, ANXA2R, CCDC152, EGFLAM-AS2,
Forma facial
anormal;
Morfologia
cardiaca con
anormalidades;
C6, C7, C9, DAB2, FGF10, FYB, GDNF, GHR, HMGCS1, IL7R, LIFR, OXCT1, PRKAAL, PTGERS,  Craniosinostosis
RPL37, SEPP1, SKP2, SLC1A3, ZNF131, OSMR, NUP155, PAIP1, MRPS30, NNT, TTC33, NIPBL, :Dificultad de
FBXO4, WDR70, CCL28, C50rf28, C50rf42, SPEF2, CARDG, LMBRD2, MROH2B, EGFLAM, NADK2,  alimentaciénen .
UGT3A1, CAPSL, UGT3A2, RANBP3L, RICTOR, C50rf51, PLCXD3, HCN1, C50rf34, ANXA2R, la infancia;
CCDC152, EGFLAM-AS2, EGFLAM-AS4, GDNF-AS1 Retraso en el
crecimiento
intrauterino;
hipotonia
muscular; baja
estatura.
C6, C7, C9, CDH6, CDH9, DAB2, FGF10, FYB, GDNF, GHR, HMGCS1, IL7R, LIFR, NPR3, OXCT1, Retraso en el
PRKAAL PRLR, PTGER4, RAD1, RPL37, SEPPL, SKP2, SLC1A3, TARS, ZNF131, OSMR, NUP155,  desarrolioy/o
PAIP1, MRPS30, SUB1, PDZD2, NNT, TTC33, AMACR, NIPBL, RAI14, FBXO4, DROSHA, SLCA5A2, Omﬁ fle,"‘.)t'p“
RXFP3, ZFR, MTMR12, WDR70, BRIX1, C50rf22, CCL28, GOLPH3, C50rf28, AGXT2, C50rf42, Zzl d°e§agr':§ﬁ: [252]
SPEF2, ADAMTS12, CARD6, LMBRD2, C1QTNF3, MROH2B, EGFLAM, NADK2, UGT3A1, CAPSL,
DNAJC21, TTC23L, UGT3A2, RANBP3L, RICTOR, C50rf51, PLCXD3, HCN1, C50rf34, ANXAZR, anormales
CCDC152, EGFLAM-AS2, EGFLAM-AS4 significativos
ADCY2, C6, C7, 3, CDH6, CDHS, CDH10, CDH12, CDH18, CTNND2, DAB2, DAP, DNAHS, FGF10,
FYB, GDNF, GHR, HMGCS1, IL7R, LIFR, MTRR, MYO10, NDUFS6, NPR3, OXCT1, PMCHL1, desamollo yfo
PRKAA1, PRLR, PTGER4, RAD1, RPL37, SDHA, SEPP1, SKP2, SLC1A3, SLC6A3, SLC9A3, SRD5A1, _
TARS, TERT, TRIO, ZNF131, SEMASA, OSMR, TRIP13, NUP155, PDCD6, MARCH6, BASP1, PAIP1, Om:: fle,n‘.)t'pos
SLC12A7, MRPS30, SUB1, PAPD7, TPPP, EXOC3, CCTS, PDZD2, FBXL7, , NNT, TTC33, AMACR, Zzl d°e§agr':§ﬁ: [252]
NIPBL, RAI14, FBXO4, DROSHA, IRX4, TAS2R1, SLCA5A2, RXFP3, ZFR, FAM134B, FAM105A,
MTMR12, NSUN2, WDR70, BRIX1, C50rf22, CEP72, ANKH, CCL28, PRDMS, AHRR, GOLPHS3, anormales
C50rf28, AGXT2, MRPL36, C50rf42, BRDO, FASTKD3, IRX1, ZDHHC11, LPCATL, SPEF2, CLPTM1L,  SBnificativos
ADAMTS12, ROPN1L, MED10, CARD6, NKD2, OTULIN, ZNF622, LMBRD2, CIQTNF3, C50rf55,

237




Anexos

Asociacion con

Posicidn Posicidn NembredelTinoide patologias

Chr cromosémica cromosomica C s previa Ref.
. X CNV variacion . <
inicial final (informacion de
ClinVar)

MROH2B, EGFLAM, NADK2, UGT3A1, CAPSL, CCDC127, UBE2QL1, C50rf49, FAM173B, CMBL,
DNAJC21, PLEKHG4B, C50rf38, IRX2, TTC23L, UGT3A2, ADAMTS16, RANBP3L, RICTOR, C50rf51,
SLC6A19, PLCXD3, SLC6A18, HCN1, C50rf34, LRRC14B, ANXA2R, LINC01194, C50rf17, MARCH11,
ANKRD33B, ZDHHC11B, CCDC152, EGFLAM-AS2, EGFLAM-AS4, GDNF-AS1
Tabla S1: Informacién sobre los CNV estudiados previamente, localizados en la misma regién que se ha analizado en este estudio. En negrita se ha subrayado el gen de

interés de nuestro estudio. El resto de los genes son los que han sido duplicados o delecionados en cada una de las variantes. La informacion fue tomada de la base de

datos de UCSC (GRCh37/hg19)[195] y ClinVar [196].Chr: cromosoma. Ref: referencia.
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GEN Rs Alelo 1/ Alelo2 FREQ1 RSQR OR Cl (95%) p-valor FDR (%) ‘
TSLP rs990790 G/A 0.626  0.65 0.79 0.62-2.38 0.053 315
TSLP  rs1816678 G/A 0.598 0.58 0.76 0.59-2.33 0.033 315
TSLP  rs12517104 T/A 0.648 0.61 1.19 0.93-2.46 0.173 86.7
TSLP rs991035 A/G 0.621 0.68 0.79 0.63-2.35 0.050 31.5
TSLP  rs1438670 Cc/T 0.622  0.68 0.79 0.63-2.35 0.052 315
TSLP rs764917 A/C 0.540 0.98 0.81 0.67-2.07 0.024 315
TSLP  rs1837253 T/C 0.224 0.98 1.11 0.89-1.57 0.366 915
TSLP  rs10061842 A/C 0.116 0.81 1.02 0.74-1.55 0.886 91.7
TSLP  rs4304115 G/C 0.110 0.87 1.05 0.76-1.53 0.786 915
TSLP  rs17551370 A/G 0.109 0.87 1.05 0.76-1.53 0.773 915
TSLP  rs10455025 A/C 0.556 0.81 1.11 0.90-2.15 0.316 915
TSLP  rs3806932 G/A 0.392 1.00 1.08 0.89-1.79 0.455 915
TSLP  rs3806933 T/C 0.385 0.96 1.07 0.88-1.78 0.482 915
TSLP  rs2289276 C/T 0.724 1.00 0.95 0.77-2.54 0.626 91.5
TSLP  rs1898671 C/T 0.559 0.80 1.11 0.90-2.16 0.318 915
TSLP  rs10062929 A/C 0.110 0.90 1.06 0.78-1.52 0.709 915
TSLP  rs11466741 C/T 0.723 0.96 0.95 0.77-2.55 0.633 915
TSLP  rs11466749 G/A 0.139 0.68 1.08 0.79-1.58 0.626 915
TSLP  rs11466750 A/G 0.113 0.86 1.06 0.78-1.53 0.702 915
TSLP  rs10073816 A/G 0.394 0.88 1.07 0.88-1.81 0.487 915
TSLP  rs11466754 G/C 0.111 0.81 1.06 0.77-1.55 0.721 91.5
TSLP  rs56390548 C/A 0.111 0.81 1.06 0.76-1.55 0.723 915
TSLP  rs6594497 T/A 0.398 0.84 1.06 0.87-1.83 0.559 915
TSLP  rs12110124 T/C 0.717 0.85 0.94 0.76-2.56 0.616  91.5
TSLP  rs2416259 A/G 0.887 0.97 0.97 0.73-3.23 0.854 915
TSLP  rs2416258 T/C 0.887 0.98 0.97 0.73-3.23 0.853 915
TSLP rs897801 T/C 0.887 0.98 0.97 0.73-3.23 0.853 915
TSLP rs897800 A/G 0.719 0.78 0.94 0.75-2.59 0.626 91.5
TSLP  rs146292788 G/A 0.720 0.75 0.94 0.74-2.61 0.630 915

Tabla S2: Resultados de imputacion y de asociacion para los SNP de TSLP con NIUA. Freql; Frecuencia
del SNP uno, RSQR; rsq del archivo info, valor de calidad de la imputacién que correlaciona los
resultados imputados y los genotipados. OR; Odds Ratio, Cl; Intervalo de confianza (95%), p-valor; p-

valor del likelihood ratio. FDR; p-valor (%) tras la correccion por tasa de falso descubrimiento.

GEN Rs Alelo1/ Alelo2 FREQ1 RSQR OR Cl (95%) p-valor FDR (%) ‘
IL7R  rs4370302 A/G 0.602 0.99 0.97 0.81-2.19 0.775 77.5
IL7R rs1494565 T/G 0.602 1.00 0.97 0.81-2.19 0.775 77.5
IL7R rs34496007 C/A 0.852 0.87 0.86 0.65-3.09 0.294  65.5
IL7R  rs7709291 C/G 0.585 0.91 0.96 0.80-2.17 0.704 76.5
IL7R rs35588638 T/C 0.852  0.87 0.86 0.65-3.09 0.298 65.5
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GEN Rs Alelo1/ Alelo2 FREQ1 RSQR OR Cl (95%) p-valor FDR (%) ‘
IL7R rs2361396 A/T 0.824 0.83 1.09 0.84-2.98 0.506 69.6
IL7R rs62355272 C/A 0.692 0.89 0.91 0.73-2.46 0.359 65.5
IL7R rs34463936 T/C 0.256  0.87 0.94 0.75-1.62 0.614 75.1
IL7R rs6879529 A/G 0.404 0.84 1.03 0.84-1.84 0.752 77.5
IL7R rs57545288 C/T 0.690 0.88 0.91 0.73-2.46 0.360 65.5
IL7R rs12516866 T/G 0.406  0.85 1.03 0.84-1.84 0.755 77.5
IL7R rs6890853 A/G 0.256  0.89 0.95 0.76-1.62 0.633 75.4
IL7R rs35648552 G/T 0.715 0.87 1.15 0.93-2.55 0.203 56.5
IL7R rs13188960 T/G 0.254 0.89 0.95 0.76-1.62 0.637 75.4
IL7R rs1494562 T/C 0.713 0.88 1.15 0.93-2.54 0.202 56.5
IL7R  rs2172749 C/G 0.713 0.88 1.15 0.93-2.54 0.201 56.5
IL7R rs4869492 T/C 0.850 0.88 0.87 0.66-3.08 0.321 65.5
IL7R rs11567685 T/C 0.690 0.90 0.91 0.74-2.45 0.371 65.5
IL7R rs11567686 A/G 0.714 0.89 1.15 0.93-2.54 0.205 56.5
IL7R rs1353252 C/G 0.714 0.89 1.15 0.93-2.54 0.205 56.5
IL7R rs1353251 Cc/T 0.827 0.84 1.09 0.84-2.98 0.523 70.1
IL7R rs1494561 G/C 0.714 0.89 1.15 0.93-2.54 0.205 56.5
IL7R rs1353250 G/A 0.714 0.89 1.15 0.93-2.54 0.205 56.5
IL7R rs11567694 G/A 0.251 0.92 0.96 0.77-1.61 0.717 76.5
IL7R rs10213865 C/A 0.251 0.92 0.96 0.77-1.61 0.717 76.5
IL7R rs11567697 A/G 0.889 0.98 1.18 0.87-3.30 0.297 65.5
IL7R rs1389832 G/A 0.714 0.89 1.15 0.93-2.53 0.203 56.5
IL7R rs11567699 C/G 0.690 0.91 0.91 0.74-2.45 0.369 65.5
IL7R  rs11567701 G/T 0.690 0.91 0.91 0.74-2.45 0.368 65.5
IL7R  rs1494560 G/A 0.714 0.89 1.15 0.93-2.53 0.202 56.5
IL7R rs1494559 T/C 0.848 0.89 0.88 0.67-3.06 0.369 65.5
IL7R rs1494558 C/T 0.712 0.89 1.15 0.93-2.53 0.196 56.5
IL7R rs11567705 G/C 0.251 0.93 0.96 0.77-1.60 0.723 76.5
IL7R rs969128 A/G 0.849 0.89 0.88 0.67-3.07 0.370 65.5
IL7R rs969129 G/T 0.716 0.89 1.15 0.93-2.54 0.200 56.5
IL7R rs7717955 T/C 0.247 0.95 0.96 0.77-1.60 0.738 77.3
IL7R rs11567714 C/T 0.889 1.00 1.18 0.87-3.29 0.295 65.5
IL7R rs6451226 G/A 0.714 0.90 1.15 0.93-2.53 0.199 56.5
IL7R rs6893142 G/A 0.715 0.89 1.15 0.93-2.54 0.197 56.5
IL7R rs1389830 Cc/T 0.715 0.89 1.15 0.93-2.54 0.197 56.5
IL7R rs10044838 T/C 0.714 0.90 1.15 0.93-2.53 0.198 56.5
IL7R rs11567722 C/T 0.848 0.90 0.89 0.68-3.05 0.376 65.5
IL7R rs7701111 G/C 0.714 0.90 1.15 0.93-2.53 0.197 56.5
IL7R  rs7720993 A/T 0.714 0.90 1.15 0.93-2.53 0.197 56.5
IL7R rs6451227 c/T 0.714 0.89 1.15 0.93-2.54 0.196 56.5
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GEN Rs Alelo1/ Alelo2 FREQ1 RSQR OR Cl (95%) p-valor FDR (%) ‘
IL7R rs6451228 T/C 0.715 0.90 1.15 0.93-2.54 0.195 56.5
IL7R rs6451229 A/G 0.537 0.91 0.86 0.71-2.08 0.138 56.5
IL7R rs6451230 C/T 0.715 0.90 1.15 0.93-2.54 0.195 56.5
IL7R rs6891095 T/C 0.846  0.90 0.89 0.68-3.05 0.381 65.5
IL7R rs7711268 A/G 0.715 0.90 1.15 0.93-2.54 0.194 56.5
IL7R  rs7711202 G/A 0.715 0.90 1.15 0.93-2.54 0.194 56.5
IL7R rs7711208 G/A 0.713 0.90 1.15 0.93-2.53 0.195 56.5
IL7R rs10058680 A/G 0.847 0.91 0.89 0.68-3.05 0.384  65.5
IL7R rs1494557 G/C 0.715 0.90 1.15 0.93-2.54 0.193 56.5
IL7R rs10461959 T/C 0.825 0.84 1.09 0.84-2.97 0.503 69.6
IL7R  rs11567737 T/C 0.713 0.91 1.15 0.93-2.53 0.193 56.5
IL7R rs11567738 A/T 0.847 0.92 0.89 0.68-3.04 0.397 65.5
IL7R rs10074127 T/G 0.715 0.90 1.15 0.93-2.54 0.193 56.5
IL7R rs10074095 G/C 0.715 0.90 1.15 0.93-2.54 0.193 56.5
IL7R rs1494556 A/C 0.715 0.90 1.15 0.93-2.54 0.192 56.5
IL7R rs3777090 T/A 0.715 0.90 1.15 0.93-2.54 0.192 56.5
IL7R rs10941267 A/G 0.715 0.90 1.15 0.93-2.54 0.192 56.5
IL7R rs1494555 A/G 0.715 0.90 1.15 0.93-2.54 0.191 56.5
IL7R rs2228141 C/T 0.847 0.93 0.89 0.68-3.04 0.402 65.5
IL7R rs11567751 Cc/T 0.689 0.94 0.91 0.74-2.44 0.350 65.5
IL7R  rs11567754 T/A 0.847 0.93 0.89 0.69-3.04 0.404 65.5
IL7R rs11567761 A/G 0.846 0.93 0.89 0.69-3.04 0.405 65.5
IL7R rs11567762 G/A 0.873  0.60 1.12 0.79-3.42 0.519 70.1
IL7R rs1494554 T/G 0.689 0.94 0.91 0.74-2.44 0.351 65.5
IL7R rs6897932 T/C 0.245 1.00 0.97 0.78-1.59 0.764 77.5
IL7R rs3822733 T/C 0.690 0.95 0.91 0.74-2.45 0.348 65.5
IL7R rs987107 G/A 0.691 0.95 0.91 0.75-2.45 0.346 65.5
IL7R rs3822731 A/G 0.847 0.94 0.90 0.69-3.03 0.416 66.4
IL7R rs987106 T/A 0.559 0.94 1.06 0.88-2.12 0.548 71.8
IL7R rs3194051 A/G 0.691  0.95 0.91 0.74-2.45 0.341 65.5
IL7R rs10063294 A/G 0.566 0.91 1.06 0.87-2.14 0.546 71.8
IL7R rs9292617 T/A 0.720 0.87 1.16 0.93-2.56 0.198 56.5
IL7R rs10491434 A/G 0.692 0.96 0.90 0.74-2.44 0.332 65.5
IL7R rs10053847 G/A 0.848 0.98 0.91 0.70-3.02 0.478 69.6
IL7R  rs7716064 A/G 0.720 0.87 1.16 0.93-2.56 0.199 56.5
IL7R rs9292618 G/A 0.848 0.99 0.91 0.71-3.02 0.483 69.6
IL7R rs6451231 C/T 0.719 0.86 1.16 0.93-2.56 0.198 56.5
IL7R rs6881270 T/C 0.261 0.88 0.96 0.76-1.63 0.700 76.5
IL7R rs13167136 G/A 0.848 1.00 0.92 0.71-3.02 0.496 69.6
IL7R  rs6881706 T/G 0.261 0.88 0.96 0.76-1.63 0.697 76.5
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GEN Rs Alelo1/ Alelo2 FREQ1 RSQR OR Cl (95%) p-valor FDR (%) ‘
IL7R rs1053496 T/C 0.694 0.97 0.90 0.74-2.45 0.319 65.5
IL7R rs700179 A/G 0.697 0.99 0.90 0.74-2.45 0.308 65.5
IL7R rs1862632 A/G 0.844 0.91 0.91 0.70-3.03 0.505 69.6
IL7R rs1862634 C/T 0.809 0.48 1.10 0.78-3.18 0.579 72.3
IL7R  rs1494571 G/C 0.663 0.61 0.90 0.70-2.49 0.402 65.5
IL7R rs1389835 G/A 0.822 0.57 0.93 0.67-3.13 0.634 754
IL7R rs1389834 G/C 0.820 0.54 0.93 0.67-3.14 0.651 76.1
IL7R rs10058453 T/C 0.884 0.98 0.92 0.69-3.20 0.555 71.8
IL7R rs10058572 T/G 0.508 0.43 0.90 0.68-2.20 0.460 68.4
IL7R rs11742240 T/G 0.332 0.6 0.81 0.60-1.86 0.146 56.5
IL7R  rs11742270 A/G 0.331 0.6 0.81 0.60-1.86 0.146 56.5
IL7R rs11957503 T/G 0.456  0.48 0.90 0.69-2.06 0.446 67.3
IL7R rs11960511 A/G 0.641 0.46 0.92 0.70-2.52 0.575 72.3
IL7R rs11954020 C/G 0.456  0.48 0.90 0.69-2.06 0.446 67.3
IL7R  rs10214237 Cc/T 0.336 0.42 0.80 0.59-1.89 0.149 56.5
IL7R  rs2194226 C/A 0.456  0.48 0.90 0.69-2.06 0.447 67.3
IL7R rs2194225 T/C 0.456  0.48 0.90 0.69-2.06 0.446 67.3
IL7R rs10214273 G/T 0.336 0.42 0.80 0.59-1.89 0.149 56.5
IL7R rs10044883 C/T 0.881 0.86 0.92 0.68-3.25 0.562 71.9
IL7R rs6871748 Cc/T 0.336 041 0.80 0.59-1.90 0.149 56.5
IL7R rs16899999 C/G 0.816 0.41 0.93 0.65-3.27 0.718 76.5
IL7R rs13172065 A/G 0.816 0.41 0.93 0.65-3.27 0.718 76.5
IL7R rs10043573 G/A 0.816 0.41 0.93 0.65-3.28 0.719 76.5
IL7R  rs67207043 G/A 0.642 0.45 0.93 0.69-2.53 0.596 73.7
IL7R rs6888699 T/C 0.816  0.40 0.93 0.64-3.28 0.718 76.5

Tabla S3: Resultados de imputacidn y de asociacién para los SNP de /L7R con NIUA. Freql; Frecuencia
del SNP uno, RSQR; rsq del archivo info, valor de calidad de la imputacién que correlaciona los
resultados imputados y los genotipados. OR; Odds Ratio, Cl; Intervalo de confianza (95%), p-valor; p-

valor del likelihood ratio. FDR; p-valor (%) tras la correccion por la tasa de falso descubrimiento.
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Alelo A RSQR OR (95% p-valo .'. OR (95% p-vaio .'. OR (95% p-vaio DR (g-valo

NIUA vs controles sanos NERD vs controles sanos Reacciones mixtas vs controles sanos

rs6728523 G,C 0.27 0.59 0.59(0.43-0.80) 6.15E-04 2,04E-03 0.66(0.42-1.03) 6.57E-02 2,90E-01 0.87(0.58-1.32) 5.20E-01  8,65E-01
rs2302647 G,A 0.27 0.59 0.59(0.43-0.80) 6.17E-04 2,04E-03 0.66(0.42-1.03) 6.58E-02 2,90E-01 0.87(0.58-1.32) 5.20E-01  8,65E-01
rs74181299 T,C 0.42 0.87 0.81(0.65-1.01) 5.61E-02 8,49E-02 0.84(0.61-1.16) 2.88E-01 5,65E-01 0.91(0.67-1.25) 5.72E-01  8,68E-01
rs2540949 AT 0.41 09 0.81(0.65-1.00) 5.35E-02 8,49E-02 0.85(0.61-1.16) 3.03E-01 5,73E-01 0.92 (0.68-1.24) 5.79E-01  8,68E-01
rs2540948 T,C 0.38 0.78 0.84(0.67-1.07) 1.57E-01 1,80E-01 0.86(0.60-1.23) 4.10E-01 5,86E-01 0.94 (0.67-1.32) 7.27E-01  8,75E-01
rs2540947 A,G 0.14 0.33 1.37(0.83-2.25) 2.15E-01 2,24E-01 1.35(0.64-2.83) 4.32E-01 5,86E-01 0.93 (0.44-2.00) 8.58E-01  8,91E-01
rs62140397 cT 0.14 0.33 1.37(0.83-2.25) 2.15E-01 2,24E-01 1.35(0.64-2.83) 4.32E-01 5,86E-01 0.93 (0.44-1.99) 8.57E-01  8,91E-01
rs2723080 CT 0.14 0.33 1.37(0.83-2.27) 2.15E-01 2,24E-01 1.35(0.64-2.86) 4.34E-01 5,86E-01 0.93 (0.43-2.01) 8.58E-01  8,91E-01
rs2723081 G,C 0.14 0.33 1.37(0.83-2.25) 2.16E-01 2,24E-01 1.34(0.64-2.82) 4.33E-01 5,86E-01 0.93(0.44-1.99) 8.58E-01  8,91E-01
rs2540946 C,G 0.14 0.34 1.34(0.83-2.18) 2.31E-01 2,35E-01 1.32(0.64-2.72) 4.46E-01 5,86E-01 0.93(0.45-1.94) 8.47E-01  8,91E-01
rs2249105 A,G 0.4 - 0.78(0.63-0.96) 1.75E-02 4,21E-02 0.89 (0.65-1.20) 4.38E-01 5,86E-01 1.00(0.75-1.33) 5.90E-01  8,68E-01
rs2723082 CT 0.32 0.7 0.81(0.63-1.06) 1.30E-01 1,53E-01 0.91(0.61-1.35) 6.26E-01 6,50E-01 0.93 (0.63-1.37) 7.10E-01  8,75E-01
rs2540945 AG 0.35 0.75 0.75(0.59-0.97) 2.86E-02 6,06E-02 0.87 (0.60-1.26) 4.60E-01 5,86E-01 0.89 (0.62-1.28) 5.33E-01  8,65E-01
rs2723083 cT 0.32 0.69 0.81(0.62-1.06) 1.30E-01 1,53E-01 0.92(0.61-1.37) 6.70E-01 6,82E-01 0.93(0.63-1.37) 7.07E-01  8,75E-01
rs2241161 CA 0.38 - 0.75(0.54-1.03) 1.70E-02 4,21E-02 0.83(0.52-1.33) 4.44E-01 5,86E-01 0.87(0.56-1.35) 5.30E-01  8,65E-01
rs2241160 A,G 0.38 0.64 0.73(0.56-0.96) 2.59E-02 5,71E-02 0.86(0.58-1.28) 4.65E-01 5,86E-01 0.89 (0.61-1.30) 5.39E-01  8,65E-01
rs2901749 G,T 0.19 0.57 0.51(0.35-0.74) 3.74E-04 1,41E-03 0.65(0.38-1.12) 1.18E-01 2,97E-01 0.81(0.50-1.32) 4.01E-01  8,65E-01
rs2080385 G,T 0.22 0.54 0.43(0.30-0.62) 6.61E-06 4,37E-05 0.60 (0.35-1.01) 5.45E-02 2,90E-01 0.75(0.46-1.21) 2.39E-01  6,91E-01
rs75678687 G,A 0.19 0.58 0.51(0.35-0.73) 2.59E-04 1,05E-03 0.64 (0.38-1.10) 1.06E-01 2,97E-01 0.79 (0.49-1.29) 3.54E-01  8,52E-01
rs62140398 cT 0.12 0.39 1.60(0.97-2.64) 6.51E-02 8,55E-02 1.78(0.87-3.65) 1.18E-01 2,97E-01 1.12(0.53-2.38) 7.68E-01  8,84E-01
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Alelo A RSQR OR (95% p-valo .'. OR (95% p-vaio .'. OR (95% p-vaio DR (g-valo

NIUA vs controles sanos NERD vs controles sanos Reacciones mixtas vs controles sanos

rs79157909 T,G 0.16 0.42 0.46(0.29-0.72) 8.30E-04 2,58E-03 0.62(0.32-1.20) 1.53E-01 3,24E-01 0.81(0.44-1.48) 4.95E-01  8,65E-01
rs2252867 T,C 0.34 0.69 0.69(0.53-0.91) 7.16E-03 1,99E-02 0.84 (0.57-1.25) 4.00E-01 5,86E-01 0.82(0.56-1.21) 3.24E-01  8,17E-01
rs7572857 G,A 0.14 - 0.55(0.42-0.73) 1.67E-05 9,83E-05 0.74(0.50-1.10) 1.35E-01 3,09E-01 0.81(0.56-1.17) 2.61E-01  6,91E-01
rs2723084 CT 0.12 0.39 1.60(0.97-2.64) 6.36E-02 8,55E-02 1.78(0.87-3.65) 1.15E-01 2,97E-01 1.13(0.54-2.40) 7.43E-01  8,75E-01
rs2723085 C,G 0.31 0.68 0.76(0.57-1.00) 4.71E-02 8,49E-02 0.89(0.59-1.33) 5.66E-01 5,99E-01 0.86(0.58-1.27) 4.44E-01  8,65E-01
rs2723086 CT 0.31 0.68 0.76(0.57-1.00) 4.69E-02 8,49E-02 0.89(0.59-1.33) 5.64E-01 5,99E-01 0.86(0.58-1.27) 4.42E-01  8,65E-01
rs2723087 TA 0.31 0.68 0.76(0.57-1.00) 4.62E-02 8,49E-02 0.89(0.59-1.33) 5.62E-01 5,99E-01 0.86(0.58-1.27) 4.38E-01  8,65E-01
rs17849707 A,G 0.2 0.57 0.49(0.34-0.70) 1.09E-04 4,81E-04 0.62(0.37-1.06) 8.08E-02 2,97E-01 0.75(0.46-1.22) 2.53E-01  6,91E-01
rs2723088 CA 0.12 0.39 1.60(0.97-2.64) 6.43E-02 8,55E-02 1.78(0.87-3.65) 1.16E-01 2,97E-01 1.14(0.54-2.41) 7.35E-01  8,75E-01
rs2723089 G,C 0.12 0.39 1.60(0.97-2.64) 6.44E-02 8,55E-02 1.78(0.87-3.65) 1.16E-01 2,97E-01 1.14(0.54-2.41) 7.34E-01  8,75E-01
rs12621608 CT 0.16 0.49 0.43(0.29-0.65) 5.85E-05 2,81E-04 0.57(0.32-1.03) 6.42E-02 2,90E-01 0.57(0.32-1.00) 5.18E-02  3,05E-01
rs2723090 G,A 0.12 0.39 1.60(0.97-2.63) 6.62E-02 8,55E-02 1.78(0.87-3.64) 1.17E-01 2,97E-01 1.14(0.54-2.42) 7.23E-01  8,75E-01
rs2723091 cT 0.29 0.66 0.76(0.58-1.01) 5.57E-02 8,49E-02 0.89 (0.59-1.34) 5.65E-01 5,99E-01 0.76(0.50-1.14) 1.82E-01  5,67E-01
rs6546123 cT 0.32 0.64 0.68(0.52-0.90) 7.03E-03 1,99E-02 0.83(0.55-1.25) 3.79E-01 5,86E-01 0.72(0.48-1.08) 1.10E-01  5,30E-01
rs6732556 A,G 0.12 0.39 1.56(0.95-2.58) 7.97E-02 1,00E-01 1.74(0.85-3.59) 1.32E-01 3,09E-01 1.15(0.54-2.44) 7.15e-01  8,75E-01
rs76221156 CcT 0.11 0.61 0.34(0.22-0.53) 1.74E-06 1,31E-05 0.46(0.24-0.87) 1.81E-02 1,37E-01 0.51(0.28-0.93) 2.80E-02  2,12E-01
rs6736728 T,C 0.29 0.68 0.76(0.58-1.00) 5.30E-02 8,49E-02 0.88(0.59-1.33) 5.47E-01 5,99E-01 0.75(0.50-1.13) 1.73E-01  5,67E-01
rs6546124 CT 0.29 0.68 0.76(0.58-1.00) 5.27E-02 8,49E-02 0.88(0.59-1.32) 5.44E-01 5,99E-01 0.75(0.50-1.13) 1.71E-01  5,67E-01
rs6741255 T,C 0.29 0.69 0.76(0.58-1.00) 5.23E-02 8,49E-02 0.88(0.59-1.32) 5.40E-01 5,99E-01 0.76(0.51-1.13) 1.70E-01  5,67E-01
rs1894874 T,C 0.12 0.59 0.34(0.22-0.52) 1.34E-06 1,18E-05 0.45(0.23-0.86) 1.60E-02 1,37E-01 0.49 (0.27-0.90) 2.52E-02  2,12E-01
rs1541576 CT 0.12 0.39 1.53(0.94-2.50) 8.88E-02 1,09E-01 1.71(0.84-3.47) 1.40E-01 3,09E-01 1.16(0.56-2.41) 6.98E-01  8,75E-01
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SNP Alelos (M, m) MAF RSQR OR (95% Cl) p-valor OR (95% Cl) (q-I:IZFor) OR (95% Cl) p-valor FDR (qg-valor)

|
rs113359765 cT 0.11 0.59 0.34(0.22-0.52) 1.20E-06 1,18E-05 0.44(0.23-0.86) 1.52E-02 1,37E-01 0.48(0.26-0.89) 2.01E-02  2,12E-01
rs6546125 AC 0.17 0.48 0.44(0.29-0.65) 4.54E-05 2,40E-04 0.57 (0.32-1.02) 5.75E-02 2,90E-01 0.55(0.31-0.96) 3.48E-02  2,30E-01
rs10496123 A,G 0.26 - 0.86(0.87-1.41) 2.04E-01 2,24E-01 0.76(0.95-1.85) 9.61E-02 2,97E-01 0.98 (0.84-1.64) 9.17E-01  9,34E-01
rs78945874 A,G 0.11 0.58 0.33(0.22-0.52) 1.17E-06 1,18E-05 0.44(0.23-0.85) 1.46E-02 1,37E-01 0.48(0.26-0.89) 1.90E-02  2,12E-01
rs1420183 CT 0.29 0.71 0.77(0.59-1.01) 5.56E-02 8,49E-02 0.87(0.59-1.29) 4.91E-01 5,99E-01 0.75(0.51-1.11) 1.52E-01  5,67E-01
rs3732098 T,C 0.12 - 1.10(0.19-6.31) 9.17E-01 9,17E-01 1.32(0.09-19.10) 8.37E-01 8,37E-01 1.07 (0.08-13.86) 9.60E-01  9,60E-01
rs1050676 TA 0.3 0.72 0.78(0.60-1.01) 6.00E-02 8,55E-02 0.86(0.59-1.28) 4.64E-01 5,86E-01 0.75(0.51-1.10) 1.44E-01  5,67E-01
rs1050675 A,G 0.11 0.56 0.33(0.21-0.52) 1.13E-06 1,18E-05 0.43(0.22-0.83) 1.19E-02 1,37E-01 0.46 (0.25-0.86) 1.48E-02  2,12E-01
rs1229 G,A 0.11 0.56 0.33(0.21-0.52) 1.14E-06 1,18E-05 0.42(0.22-0.82) 1.13E-02 1,37E-01 0.46(0.25-0.85) 1.37E-02  2,12E-01
rs1228 T,C 0.3 - 0.78(0.63-0.96) 2.14E-02 2,14E-02 0.87(0.64-1.20) 3.95E-01 5,86E-01 0.90(0.67-1.22) 5.09E-01  8,65E-01
rs4671638 T,C 0.24 0.57 0.66(0.48-0.90) 8.93E-03 5.86E-01 0.74(0.47-1.18) 2.11E-01 4,30E-01 0.65(0.41-1.03) 6.75E-02  3,57E-01
rs61758846 G,C 0.12 0.52 0.32(0.21-0.51) 1.16E-06 1,18E-05 0.41(0.21-0.81) 1.06E-02 1,37E-01 0.44(0.23-0.84) 1.28E-02  2,12E-01

Tabla S4: Resultados de asociacion de las variantes analizadas de CEP68 y NIUA, NERD y reacciones mixtas. Los valores de OR se refieren al alelo menor. Cl: Intervalo de
confianza; MAF: frecuencia alélica menor; M, m: alelo mayor y menor, respectivamente; RSQR: valor de calidad de la imputacion que correlaciona los resultados imputados

y los genotipados. OR: odds ratio. En negrita se resaltan los p-valores corregidos por FDR, que son estadisticamente significativos.
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rs1420184 C.G 0.27 0.69 0.76(0.48-1.04) 5.52E-02 8,70E-02 0.90 (0.69-1.31) 6.20E-01 6,41E-01 0.76(0.35-1.17) 1.93E-01 3,01E-01
rs1420185 A.G 0.3 0.66 0.69(0.41-0.97) 8.47E-03 2,19E-02 0.85(0.64-1.26) 4.33E-01 6,08E-01 0.72(0.32-1.13) 1.23E-01 3,01E-01
rs1055903 A.G 0.27 0.69 0.76(0.48-1.04) 5.54E-02 8,70E-02 0.90 (0.69-1.31) 6.21E-01 6,41E-01 0.76(0.35-1.17) 1.93E-01 3,01E-01
rs112029776 A.G 0.11 0.59 0.35(0.10-3.33) 3.05E-06 1,30E-05 0.45(0.11-1.12) 2.04E-02 8,92E-02 0.48(0.14-1.11) 2.28E-02 9,24E-02
rs7592816 G.A 0.11 0.38 1.54(1.01-2.06) 1.06E-01 1,10E-01 1.83(1.45-2.58) 1.14E-01 2,24E-01 1.22(0.45-1.99) 6.11E-01 6,28E-01
rs113413623 G.A 0.11 0.59 0.35(0.10-3.34) 3.09E-06 1,30E-05 0.45(0.11-1.12) 2.05E-02 8,92E-02 0.48(0.14-1.11) 2.29E-02 9,24E-02
rs113506850 T.G 0.1 0.58 0.34(0.12-3.44) 3.10E-06 1,30E-05 0.45(0.10-1.13) 2.10E-02 8,92E-02 0.48(0.17-1.12) 2.31E-02 9,24E-02
rs7607025 GA 0.22 0.54 0.62(0.29-0.96) 5.70E-03 1,82E-02 0.78 (0.53-1.27) 3.11E-01 5,40E-01 0.67 (0.18-1.15) 9.95E-02 3,01E-01
rs7607039 GA 0.22 0.54 0.62(0.29-0.96) 5.70E-03 1,82E-02 0.78 (0.53-1.27) 3.10E-01 5,40E-01 0.67 (0.18-1.15) 9.96E-02 3,01E-01
rs6713746 C.G 0.27 0.68 0.76(0.48-1.04) 5.51E-02 8,70E-02 0.90 (0.69-1.31) 6.20E-01 6,41E-01 0.76(0.35-1.17) 1.92E-01 3,01E-01
rs6729273 CT 0.11 0.38 1.54(1.02-2.06) 1.06E-01 1,06E-01 1.83(1.45-2.59) 1.14E-01 2,24E-01 1.22(0.45-1.99) 6.13E-01 6,28E-01
rs76210337 A.G 0.11 0.59 0.34(0.10-3.35) 3.06E-06 1,30E-05 0.45(0.11-1.12) 2.04E-02 8,92E-02 0.48(0.14-1.11) 2.28E-02 9,24E-02
rs75263790 G.T 0.11 0.59 0.34(0.10-3.35) 3.04E-06 1,30E-05 0.45(0.11-1.12) 2.03E-02 8,92E-02 0.48(0.14-1.11) 2.28E-02 9,24E-02
rs9784118 CT 0.16 0.58 1.35(0.99-1.72) 1.02E-01 1,06E-01 1.53(1.26-2.05) 1.10E-01 2,24E-01 1.15(0.62-1.69) 6.06E-01 6,28E-01
rs9784068 CA 0.11 0.58 0.34(0.10-3.35) 3.09E-06 1,30E-05 0.45(0.11-1.12) 2.05E-02 8,92E-02 0.48(0.14-1.11) 2.29E-02 9,24E-02
rs4671115 T.C 0.16 0.57 1.35(0.99-1.72) 1.01E-01 1,06E-01 1.53(1.27-2.05) 1.10E-01 2,24E-01 1.15(0.61-1.69) 6.06E-01 6,28E-01
rs17040050 A.G 0.27 0.68 0.76(0.48-1.04) 5.52E-02 8,70E-02 0.90 (0.69-1.31) 6.20E-01 6,41E-01 0.76(0.35-1.18) 1.93E-01 3,01E-01
rs6725335 A.C 0.16 0.57 1.35(0.99-1.72) 1.01E-01 1,06E-01 1.53(1.26-2.05) 1.10E-01 2,24E-01 1.15(0.61-1.69) 6.06E-01 6,28E-01
rs12472718 A.G 0.3 0.65 0.69(0.41-0.97) 8.47E-03 2,19E-02 0.85(0.64-1.26) 4.33E-01 6,08E-01 0.72(0.31-1.13) 1.23E-01 3,01E-01
rs113467506 C.G 0.11 0.58 0.34(0.11-3.36) 3.06E-06 1,30E-05 0.45(0.11-1.12) 2.05E-02 8,92E-02 0.48 (0.14-1.11) 2.28E-02 9,24E-02
rs7579489 C.G 0.27 0.67 0.76(0.48-1.04) 5.55E-02 8,70E-02 0.90 (0.69-1.31) 6.16E-01 6,41E-01 0.76(0.35-1.17) 1.92E-01 3,01E-01
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rs10195328 A.G 0.16 0.57 1.36(0.99-1.72) 1.01E-01 1,06E-01 1.53(1.27-2.06) 1.10E-01 2,24E-01 1.15(0.61-1.69) 6.06E-01 6,28E-01
rs12713529 C.G 0.16 0.57 1.36(0.99-1.72) 1.01E-01 1,06E-01 1.53(1.27-2.06) 1.10E-01 2,24E-01 1.15(0.61-1.69) 6.07E-01 6,28E-01
rs75479685 A.G 0.11 0.58 0.34(0.11-3.36) 3.06E-06 1,30E-05 0.45(0.11-1.12) 2.04E-02 8,92E-02 0.48(0.15-1.11) 2.28E-02 9,24E-02
rs7563866 G.A 0.28 0.65 0.76(0.48-1.04) 5.66E-02 8,70E-02 0.90 (0.69-1.32) 6.24E-01 6,41E-01 0.76(0.34-1.17) 1.92E-01 3,01E-01
rs7590690 A.G 0.27 0.67 0.76(0.48-1.04) 5.55E-02 8,70E-02 0.90 (0.69-1.31) 6.21E-01 6,41E-01 0.76(0.35-1.17) 1.93E-01 3,01E-01
rs111245132 T.G 0.11 0.58 0.34(0.11-3.36) 3.09E-06 1,30E-05 0.45(0.11-1.12) 2.05E-02 8,92E-02 0.48(0.15-1.11) 2.28E-02 9,24E-02
rs6741843 T.C 0.16 0.57 1.36(0.99-1.72) 1.01E-01 1,06E-01 1.53(1.27-2.06) 1.11E-01 2,24E-01 1.15(0.61-1.69) 6.06E-01 6,28E-01
rs2302631 G.T 0.27 0.66 0.76(0.48-1.04) 5.56E-02 8,70E-02 0.90 (0.69-1.32) 6.32E-01 6,41E-01 0.76(0.35-1.17) 1.94E-01 3,01E-01
rs10187798 GA 0.17 0.56 1.36(1.00-1.73) 9.67E-02 1,06E-01 1.55(1.28-2.08) 1.03E-01 2,24E-01 1.16(0.62-1.70) 5.94E-01 6,28E-01
rs13005414 A.G 0.27 0.66 0.76(0.48-1.04) 5.60E-02 8,70E-02 0.90 (0.69-1.32) 6.31E-01 6,41E-01 0.76(0.34-1.18) 1.94E-01 3,01E-01
rs10165691 G.T 0.17 0.56 1.36(1.00-1.73) 9.65E-02 1,06E-01 1.55(1.28-2.08) 1.03E-01 2,24E-01 1.16 (0.62-1.70) 5.94E-01 6,28E-01
rs6736982 T.C 0.27 0.66 0.76(0.48-1.04) 5.59E-02 8,70E-02 0.90 (0.69-1.32) 6.33E-01 6,41E-01 0.76(0.34-1.18) 1.94E-01 3,01E-01
rs13421845 A.G 0.3 0.63 0.68(0.40-0.97) 8.41E-03 2,19E-02 0.85(0.64-1.27) 4.41E-01 6,08E-01 0.72(0.31-1.14) 1.24E-01 3,01E-01
rs11885480 CT 0.17 0.55 1.36(1.00-1.73) 9.69E-02 1,06E-01 1.55(1.28-2.08) 1.03E-01 2,24E-01 1.16(0.62-1.70) 5.95E-01 6,28E-01
rs9797989 CT 0.27 0.66 0.76(0.48-1.04) 5.56E-02 8,70E-02 0.90 (0.69-1.32) 6.31E-01 6,41E-01 0.76(0.34-1.18) 1.94E-01 3,01E-01
rs111778391 G.A 0.11 0.57 0.34(0.11-3.38) 3.10E-06 1,30E-05 0.45(0.10-1.13) 2.05E-02 3,80E-01 0.48(0.15-1.11) 2.29E-02 9,24E-02
rs10207159 A.G 0.12 0.36 1.56(1.03-2.09) 9.94E-02 1,06E-01 1.89(1.50-2.65) 1.04E-01 2,24E-01 1.24(0.45-2.02) 5.95E-01 6,28E-01
rs4671116 A.G 0.27 0.66 0.76(0.48-1.04) 5.59E-02 8,70E-02 0.90 (0.69-1.32) 6.32E-01 6,41E-01 0.76(0.34-1.17) 1.94E-01 3,01E-01
rs11126028 C.G 0.27 0.65 0.76(0.48-1.04) 5.58E-02 8,70E-02 0.90 (0.69-1.32) 6.31E-01 6,41E-01 0.76(0.34-1.17) 1.94E-01 3,01E-01
rs11126029 T.C 0.27 0.65 0.76(0.47-1.04) 5.58E-02 8,70E-02 0.90 (0.69-1.32) 6.32E-01 6,41E-01 0.76(0.34-1.18) 1.94E-01 3,01E-01
rs60136636 A.G 0.3 0.62 0.68(0.40-0.97) 8.42E-03 2,19E-02 0.85(0.63-1.27) 4.41E-01 6,08E-01 0.72(0.30-1.14) 1.24E-01 3,01E-01
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rs34374525 GA 0.17 0.54 1.34(0.97-1.70) 1.22E-01 1,25E-01 1.53(1.26-2.06) 1.18E-01 2,24E-01 1.14(0.59-1.69) 6.41E-01 6,41E-01
rs62140404 A.C 0.3 041 1.22(0.89-1.15) 2.32E-01 2,32E-01 0.79(0.53-1.30) 3.64E-01 5,96E-01 1.14(0.65-1.63) 6.09E-01 6,28E-01
rs10176281 TA 0.11 0.57 0.34(0.11-3.39) 3.08E-06 1,30E-05 0.45(0.10-1.13) 2.05E-02 8,92E-02 0.48(0.16-1.11) 2.28E-02 9,24E-02
rs113683435 G.A 0.11 0.57 0.34(0.11-3.39) 3.10E-06 1,30E-05 0.45(0.10-1.13) 2.04E-02 8,92E-02 0.48(0.16-1.11) 2.28E-02 9,24E-02
rs12472234 GA 0.17 0.55 1.37(1.00-1.73) 9.72E-02 1,06E-01 1.55(1.28-2.09) 1.04E-01 2,24E-01 1.16(0.61-1.70) 5.96E-01 6,28E-01
rs6756585 A.G 0.27 0.65 0.76(0.47-1.04) 5.55E-02 8,70E-02 0.90 (0.69-1.32) 6.31E-01 6,41E-01 0.76(0.34-1.18) 1.94E-01 3,01E-01
rs56725299 G.C 0.11 0.57 0.34(0.12-3.40) 3.06E-06 1,30E-05 0.45(0.10-1.13) 2.03E-02 8,92E-02 0.48(0.16-1.11) 2.28E-02 9,24E-02
rs6757520 T.C 0.17 0.55 1.37(1.00-1.73) 9.69E-02 1,06E-01 1.56(1.28-2.09) 1.03E-01 2,24E-01 1.16(0.61-1.70) 5.94E-01 6,28E-01
rs17029863 T.C 0.11 0.57 0.34(0.12-3.40) 3.06E-06 1,30E-05 0.45(0.10-1.13) 2.04E-02 8,92E-02 0.48(0.16-1.11) 2.28E-02 9,24E-02
rs13006381 A.G 0.39 0.55 0.66(0.37-0.95) 5.44E-03 1,82E-02 0.81(0.60-1.23) 3.33E-01 5,66E-01 0.81(0.40-1.22) 3.13E-01 4,55E-01
rs1019303 CT 0.17 0.55 1.37(1.00-1.74) 9.67E-02 1,06E-01 1.56(1.29-2.09) 1.03E-01 2,24E-01 1.16(0.61-1.71) 5.94E-01 6,28E-01
rs1019304 GA 0.12 0.35 1.57(1.03-2.10) 9.92E-02 1,06E-01 1.89(1.50-2.66) 1.04E-01 2,24E-01 1.24(0.45-2.03) 5.96E-01 6,28E-01
rs1019305 CT 0.17 0.54 1.37(1.00-1.74) 9.69E-02 1,06E-01 1.56(1.29-2.09) 1.03E-01 2,24E-01 1.16(0.61-1.71) 5.95E-01 6,28E-01
rs13409078 T.C 0.11 0.56 0.34(0.12-3.42) 3.06E-06 1,30E-05 0.45(0.10-1.13) 2.03E-02 8,92E-02 0.48(0.16-1.11) 2.28E-02 9,24E-02
rs1558658 A.G 0.11 0.56 0.34(0.12-3.42) 3.07E-06 1,30E-05 0.45(0.10-1.13) 2.03E-02 8,92E-02 0.48(0.16-1.11) 2.28E-02 9,24E-02
rs1558659 CT 0.17 0.54 1.37(1.00-1.74) 9.70E-02 1,06E-01 1.56(1.29-2.09) 1.03E-01 2,24E-01 1.16(0.61-1.71) 5.94E-01 6,28E-01
rs1558660 T.C 0.17 0.54 1.37(1.00-1.74) 9.71E-02 1,06E-01 1.56(1.29-2.09) 1.03E-01 2,24E-01 1.16(0.61-1.71) 5.94E-01 6,28E-01
rs28392943 T.C 0.89 0.56 0.34(0.12-3.42) 3.08E-06 1,30E-05 0.45(0.10-1.13) 2.04E-02 8,92E-02 0.48(0.16-1.12) 2.28E-02 9,24E-02
rs13383649 G.C 0.89 0.56 0.34(0.12-3.42) 3.07E-06 1,30E-05 0.45(0.10-1.13) 2.04E-02 8,92E-02 0.48(0.16-1.12) 2.28E-02 9,24E-02
rs6546127 G.T 0.11 0.36 1.56(1.02-2.09) 1.06E-01 1,06E-01 1.87(1.47-2.64) 1.15E-01 2,24E-01 1.23(0.43-2.02) 6.13E-01 6,38E-01
rs12465024 C.G 0.3 0.61 0.68(0.39-0.97) 8.44E-03 2,19E-02 0.84 (0.63-1.27) 4.32E-01 6,08E-01 0.72(0.29-1.14) 1.23E-01 3,01E-01
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rs112587259 A.C 0.11 0.55 0.33(0.13-3.46) 3.07E-06 1,30E-05 0.44 (0.09-1.13) 2.04E-02 8,92E-02 0.47(0.17-1.12) 2.28E-02 9,24E-02
rs2422436 A.G 0.27 0.64 0.75(0.47-1.04) 5.52E-02 8,70E-02 0.90 (0.68-1.32) 6.20E-01 6,41E-01 0.75(0.33-1.18) 1.92E-01 3,01E-01
rs58342673 CT 0.3 0.6 0.68(0.39-0.97) 8.49E-03 2,19E-02 0.84 (0.62-1.27) 4.30E-01 6,08E-01 0.71(0.29-1.14) 1.22E-01 3,01E-01
rs10209083 GA 0.42 0.33 0.72(0.36-1.08) 7.83E-02 1,06E-01 0.88(0.61-1.41) 6.32E-01 6,41E-01 0.74(0.21-1.26) 2.50E-01 3,70E-01
rs62140432 GA 0.3 0.55 0.75(0.45-1.05) 6.09E-02 9,02E-02 0.92(0.70-1.36) 7.11E-01 7,11E-01 0.75(0.31-1.19) 2.04E-01 3,70E-01
rs11893423 A.G 0.27 0.63 0.75(0.47-1.04) 5.55E-02 8,70E-02 0.90 (0.68-1.32) 6.20E-01 6,41E-01 0.75(0.33-1.18) 1.93E-01 3,01E-01
rs6730986 T.C 0.27 0.63 0.75(0.47-1.04) 5.53E-02 8,70E-02 0.90 (0.68-1.32) 6.20E-01 6,41E-01 0.75(0.33-1.18) 1.93E-01 3,01E-01
rs17753423 A.G 0.3 0.38 1.24(0.90-1.15) 2.23E-01 2,25E-01 0.79 (0.51-1.32) 3.73E-01 5,96E-01 1.15(0.64-1.66) 5.93E-01 6,28E-01
rs2052261 A.G 0.27 0.63 0.75(0.47-1.04) 5.54E-02 8,70E-02 0.90 (0.68-1.32) 6.21E-01 6,41E-01 0.75(0.33-1.18) 1.93E-01 3,01E-01
rs10208485 GA 0.11 0.35 1.57(1.02-2.12) 1.06E-01 1,06E-01 1.89(1.49-2.68) 1.14E-01 2,24E-01 1.23(0.42-2.05) 6.12E-01 6,28E-01
rs10185243 T.G 0.29 0.56 0.64(0.34-0.05) 4.50E-03 1,63E-02 0.81(0.59-1.26) 3.66E-01 5,96E-01 0.69 (0.25-1.14) 1.04E-01 3,01E-01
rs7568994 T.G 0.11 0.35 1.57(1.02-2.11) 1.06E-01 1,06E-01 1.88(1.48-2.67) 1.14E-01 2,24E-01 1.23(0.43-2.04) 6.11E-01 6,28E-01
rs12713532 C.G 0.27 0.62 0.75(0.46-1.05) 5.84E-02 8,81E-02 0.90 (0.68-1.33) 6.31E-01 6,41E-01 0.75(0.32-1.18) 1.96E-01 3,01E-01
rs3732096 T.C 0.23 0.51 0.65(0.31-0.99) 1.21E-02 2,93E-02 0.80 (0.55-1.30) 3.91E-01 6,03E-01 0.68(0.19-1.17) 1.22E-01 3,01E-01
rs2422437 T.G 0.23 0.51 0.65(0.31-0.99) 1.21E-02 2,93E-02 0.80 (0.55-1.30) 3.92E-01 6,03E-01 0.68(0.19-1.17) 1.22E-01 3,01E-01
rs61758850 CT 0.11 0.51 0.32(0.15-3.58) 3.27E-06 1,30E-05 0.43 (0.07-1.15) 2.12E-02 8,92E-02 0.46(0.21-1.13) 2.30E-02 9,24E-02
rs6748462 G.T 0.26 0.47 0.56(0.21-0.90) 8.41E-04 3,20E-03 0.74 (0.48-1.24) 2.37E-01 4,30E-01 0.63(0.13-1.13) 6.84E-02 2,60E-01

Anexos

Tabla S5: Resultados completos de asociacidn de las variantes imputadas de RAB1A y NIUA, NERD y reacciones mixtas. Los p-valores significativos tras la correccién por FDR

se han marcado en negrita.
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