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Polimorfismos de nucleétidos simples V4 y
T1 del gen ADAM33 en pacientes venezola-
nos con asma o enfermedad pulmonar obs-
tructiva croénica.
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Resumen. ADAM33 es una metaloproteinasa de la matriz extracelular involucrada en la
remodelacion tisular y, por ello, en el asma y la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC).
Se han reportado varios polimorfismos del gen de ADAM33 asociados a la actividad enzimatica.
Los polimorfismos mas estudiados son el V4, citosina por una guanina en la region 3° UTR, y el
T1, adenina por una guanina en el exdn 19 del gen. El objetivo del presente trabajo fue determinar
la posible asociacion de los polimorfismos de nucleétido simple de ADAM33, V4 y T1, con la pre-
sencia de asma o EPOC en pacientes venezolanos. Los polimorfismos V4 y T1 fueron analizados
en 303 individuos (103 asmaticos, 100 EPOC, y 100 controles) mediante PCR-RFLP (reaccion
en cadena de la polimerasa y andlisis de polimorfismos por longitud de fragmentos de restriccion
enzimatica). La frecuencia genotipica del polimorfismo V4 fue significativamente mayor (p<0,05)
en ambos grupos de pacientes, asmaticos y EPOC, con respecto al control. No se encontraron di-
ferencias significativas (P=0,4) en el polimorfismo T1. Sin embargo, se evidencié una diferencia
significativa (p<0,05) cuando los haplotipos y diplotipos de ADAM33 V4/T1 se compararon entre
los tres grupos. Se concluye que el polimorfismo ADAM33 V4 esta asociado con la presencia de
asma o EPOC en pacientes venezolanos.
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Single nucleotide polymorphisms V4 and T1 of the
ADAMS33 gene in Venezuelan patients with asthma

or chronic obstructive pulmonary disease.

Invest Clin 2016, 57(2): 176 - 186

Key words: asthma; COPD; ADAM33; single nucleotide polymorphism (SNP).

Abstract. ADAM33 is a metalloproteinase important in the extracellular matrix for tissue
remodeling, and, consequently, in asthma and chronic obstructive pulmonary disease (COPD).
Several polymorphisms of the ADAM33 gene have been associated with enzyme activity. One
of the most studied polymorphisms is V4, cytosine for guanine in the 3’UTR region, and T1,
adenine for guanine in the exon 19 of the gen. The aim of this study was to ascertain the possible
association among single polymorphisms of ADAM33, V4 and T1, in Venezuelan patients with
asthma or COPD. The polymorphisms V4 and T1 were analyzed in 303 individuals (103 asth-
matic, 100 COPD and 100 controls) by PCR-RFLP (polymerase chain reaction and restriction
fragment length polymorphisms). There was a significant difference (P<0.05) in the frequency
of ADAM33 V4 polymorphism in both, asthmatic and COPD patients groups, as compared to
controls. No significant differences (P=0.4) were found for T1 polymorphism. However, there
were significant differences (P<0.05) when haplotypes and diplotypes of ADAM33 V4/T1 were
compared in all three groups. It can be concluded that the polymorphism V4 of ADAM33 is

associated with asthma or COPD in Venezuelan patients.

Recibido: 07-07-2015. Aceptado. 25-02-2016

INTRODUCCION

El asma y la enfermedad pulmonar obstruc-
tiva cronica (EPOC) son enfermedades infla-
matorias cronicas del tracto respiratorio, cuya
consecuencia funcional es la limitacion del flujo
aéreo a los pulmones (1-3). La obstruccion de
la via aérea en asma es reversible, mientras que
en EPOC es parcialmente reversible (1,3). Las
caracteristicas inflamatorias de cada enferme-
dad varia seglin el agente que la desencadena.
En asma alérgica es la presencia de alérgenos,
y en EPOC, el agente principal desencadenante
es el humo del cigarrillo (2,3). En ambas pato-
logias existe inflamacion cronica del tracto res-
piratorio que modifica la matriz extracelular del

parénquima pulmonar, la cual es mediada por el
incremento de la expresion de proteinas infla-
matorias, entre ellas citocinas, quimiocinas, mo-
léculas de adhesion, enzimas y receptores (1,4).
Variantes genéticas en estas moléculas juegan
un factor importante en el desarrollo, estable-
cimiento y agravamiento de estas patologias y
han sido evaluadas esencialmente en poblacio-
nes caucasicas (5,6) con solo algunos reportes
de poblaciones mestizas (7).

ADAM33 pertenece a la familia de protei-
nas transmembrana con dominio desintegrina
y metaloproteinasa importantes en el manteni-
miento y funcidn de la matriz extracelular (8,9).
La proteina se expresa preferencialmente en fi-
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broblastos en pulmoén y células musculares lisas
de la via aérea, por tanto la actividad enzimatica
se relaciona con funcién pulmonar (8,9). Exis-
ten multiples variantes polimorficas de nucleo-
tidos sencillos de ADAM33 (10). Varias varian-
tes polimorficas del gen de ADAM33, F+1, T1,
S 2, ST+5y V4 han sido relacionados con asma
(10-15). El alelo S_2 ha sido asociado con el de-
terioro de la funcion pulmonar en asma (11-14).
En EPOC, recientemente, se ha demostrado la
presencia de seis polimorfismos asociados a la
enfermedad, T1, T2, S1, Q-1, F+1 y ST+5, sien-
do T2, Q-1 y ST+5 los mas relevantes en pobla-
cion europea y el resto en la poblacion asidtica
(16-20).

El polimorfismo V4 (rs2787094) ha sido vin-
culado con el diagndstico de asma y rinitis en la
poblacion asiatica, predominantemente (13,14).
Vergara y col. (21) han demostrado la presencia
de seis polimorfismos de ADAM33 en pacientes
asmaticos de Cartagena, Colombia. En éstos pa-
cientes se asocio la presencia del polimorfismo
V4 con la respuesta alérgica a Blomia tropica-
Iis. Karimi y col. (15), en Iran, demostraron que
¢éste polimorfismo estaba asociado a sensibili-
dad a gramineas en pacientes asmaticos. Ade-
mas, el mismo grupo (15) demostrd una relacion
entre sensibilidad a 4caros y polimorfismo T1
(rs2280091). Por ello, se presume que la res-
puesta a alérgenos podria estar relacionada con
la frecuencia de ambos polimorfismos.

Garmendia y col. (22) demostraron una
alta incidencia de respuesta a alérgenos Blomia
tropicalis y demartofagoides en pacientes con
EPOC venezolanos y probablemente podria te-
ner una relacion con éstos polimorfismos.

Cada dia adquiere mas importancia la super-
posicién de asma y EPOC en un mismo paciente.
En este subgrupo hay que plantearse los puntos
de encuentro en la fisiopatologia de las enferme-
dades obstructivas cronicas. La identificacion
de diferentes polimorfismos de ADAM33 en
este subgrupo pudiese cambiar el pronostico
de la enfermedad y el abordaje terapéutico (23).

Dada la importancia de los polimorfismos de
ADAM33 y su posible relacion con la funcion
pulmonar, se decidi6 analizar los polimorfismos
T1y V4 en los pacientes venezolanos con asma
o EPOC.

PACIENTES Y METODOS

Poblacion y Muestra

La poblacion de estudio incluy6 individuos
mestizos venezolanos. La muestra consto de 303
individuos, de la region Metropolitana y Central
del pais de diferente edad y sexo, distribuidos
en 103 asmaticos, 100 con EPOC, y 100 sujetos
controles sanos que voluntariamente decidieron
participar. Los pacientes pertenecian al Servicio
de Neumonologia del Hospital Clinico Univer-
sitario e Instituto de Inmunologia, de la Univer-
sidad Central de Venezuela, Caracas. El estudio
se realizod previo consentimiento informado al
paciente, y autorizado por el Comité de Bioética
del Instituto de Inmunologia de la Universidad
Central de Venezuela.

Criterios de Inclusion

Seleccion de Pacientes

Los pacientes con asma fueron diagnostica-
dos y clasificados segun las directrices de Global
Initiative for Asthma (GINA) 2014 (24), y los
de EPOC fueron diagnosticados y caracteriza-
dos seguin la Sociedades Americana y Europea
de Térax y Respiratorio (ATS/ERS) 2004 (25).

Se realizaron pruebas de funcion pulmonar
(espirometria) a cada uno de los pacientes, con
medicion del Volumen Espiratorio Forzado en
el primer segundo (VEF1) y Capacidad Vital
Forzada (CVF) por el personal médico califica-
do del Hospital Universitario de Caracas (HUC).

Seleccion de Controles

Se seleccionaron individuos sin patologias
respiratorias, o antecedente de las mismas, y
con espirometria normal.

Investigacion Clinica 57(2): 2016
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La extraccion de ADN gendmico se realizd
utilizando el estuche comercial AxyPrep Blood
Genomic DNA Miniprep Kit (Axygen Bios-
ciences, USA), siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Para la identificacion de los polimorfismos
de nucledtido simple del gen ADAM33, se uti-
liz6 la técnica de PCR-RFLP (reaccion en ca-
dena de la polimerasa y analisis de restriccion
de fragmentos polimorficos usando corte enzi-
matico). Los polimorfismos estudiados consis-
ten en un cambio de una base nitrogenada en
su secuencia. En el caso de V4 es el cambio
de una citosina por una guanina en la region 3’
UTR, y para T1 es un cambio de una adenina
por una guanina en el exén 19 del gen, originan-
do cambios en los aminodcidos [Met(764)Thr].
Se emplearon cebadores especificos para cada
region donde se ubican los SNP. Las condicio-
nes de amplificacion de PCR-RFLP, se basaron
en el protocolo de Su y col. (12) con modifi-
caciones de nuestro laboratorio. El amplificado
para analizar el polimorfismo V4 es de 374 pb
y al ser tratado con la enzima endonucleasa Pstl
(BioLabs) generan fragmentos de 168 pb y 206
pb para el alelo mutado G. En el alelo silvestre
C no es susceptible a digestion enzimatica y se
mantiene el fragmento de 374 pb. Para SNP T1,
se utilizé la enzima Ncol (Roche), el alelo sil-
vestre A corresponden a dos fragmentos de 140
pb y 260 pb, y el alelo mutado G se identifica
con un fragmento sin corte enzimdtico de 400
pb. Los fragmentos para ambas PCR-RFLP se
identificaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2% y su visualizacién mediante tran-
siluminador UV, previo tincion del gel con bro-
muro de etidio.

Estadistica

Se calcul6 la media aritmética y desviacion
estandar a las variables numéricas continuas
como medida de tendencia central. Las varia-
bles nominales fueron expresadas como porcen-
tajes de frecuencia en la poblacion.

Se empled la prueba de y-cuadrado de Pear-
son para determinar asociacion entre la frecuen-
cia de los polimorfismos estudiados en asma,
EPOC y controles sanos. Se empleo el analisis
de varianza (ANOVA) de Fisher de un factor
para determinar la existencia de diferencia sig-
nificativa en cuanto a los parametros de funcion
pulmonar (Volumen Espiratorio Forzado en el
primer segundo (VEF1), porcentaje predictivo
de volumen de expiracion forzada en el primer
segundo (VEF1 % Pred), capacidad vital forza-
da (CVF), Porcentaje predictivo de capacidad
vital forzada (CVF % Pred) entre pacientes con
asma, EPOC y controles sanos. En todos los ca-
sos se estableci6 un valor de p <0,05 como esta-
disticamente significativo.

Se realiz6 un grafico de correspondencia a
aquellos polimorfismos que resultaron estadisti-
camente significativos con la prueba de asocia-
cion. Se calculo el odds ratio con su intervalo de
confianza de 95% y para el célculo de la p se
utilizo Bonferroni como parametro especifico
para definir significancia estadistica.

Se utilizo el programa estadistico SPSS Sta-
tistics 20 (IBM; Nueva York, 2012) para el ma-
nejo de los datos estadisticos y la realizacion del
grafico.

RESULTADOS

Las caracteristicas de las poblaciones estu-
diadas se representan en la Tabla I. Como era
de esperarse, se observaron diferencias signifi-
cativas en los valores de VEF1 y CVF entre pa-
cientes y controles. Seguidamente, en la Tabla
IT se describen los grados de severidad de los
pacientes asmaticos y con EPOC.

En la Tabla III y Tabla IV, se ilustran las
frecuencias genotipicas y de los diplotipos de
ADAM33 V4 y T1, observandose una diferen-
cia significativa en el genotipo V4. En relacion a
la frecuencia de los diplotipos, se encontro sig-
nificancia estadistica como se demuestra en la
Tabla IV.
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) ’ TABLAI )
CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS Y CLINICA DE CASOS Y CONTROLES
Asmaticos EPOC Controles |
n=103 n=100 n=100

Edad 4116 64+10 34+ 12 -

Mujeres 78 54 (54) 62 (62) -

Hombres 25 46 (46) 38 (38) -

Fumador 4 (5) 45 (45) 11(11) -

No fumador 77 (75) 3(5) 84 (84) -

Ex fumador 20 (20) 50 (50) 5(5) -

VEF, (L) 1,9+£0,7 1,2+£0,9 3,1+£0,6 <0,05

VEF, % Pred 66,2+ 15,3 48,1 £ 18,6 97,5+ 8,9 <0,05

CVF (L) 2,8+0,8 2,4+0,9 3,9+0,8 <0,05

CVF % Pred 81,9 + 14,8 74,2 +19,6 96,2 +9,8 <0,05

Los valores corresponden a: Edad en afios. Numero de individuos (%). Media + Desviacion Estandar.
Volumen espiratorio en el primer segundo (VEF1) en litros (L), Porcentaje predictivo de volumen de
expiracion forzada en el primer segundo (VEF1 % Pred), capacidad vital forzada (CVF) en litros (L),
Porcentaje predictivo de capacidad vital forzada (CVF % Pred). El método estadistico aplicado fue

ANOVA de un factor.

Se realizo el calculo del odds ratio para los
genotipos ADAM33 V4 en cada una de las pa-
tologias. Se puede observar en las tablas V y
VI, que en asma existe diferencia estadistica
con los genotipos C/C (OR: 0,14) y G/G (OR:
2,10), mientras que en EPOC se encontr6d una
diferencia estadisticamente significativa con el
genotipo C/C (OR: 0,48). (Fig. 1) .

El célculo de odds ratio para los diplotipos
V4/T1 en asma bronquial, resulté ser estadis-
ticamente significativo para CCAA (OR: 1,16)
(Tabla VII). En EPOC no se encontraron dife-
rencias estadisticamente significativas con los
diferentes diplotipos estudiados.

No se encontraron diferencias significativas
entre los valores de VEF1 o CVF con el genoti-
po y/o diplotipo (p= 0,2), ni tampoco se encon-
tr6 con el tipo de asma (p=0,1) o la severidad en
EPOC (p=0,1).

DISCUSION

La remodelacion tisular es un fendéme-
no comun en las enfermedades respiratorias
como asma y EPOC a pesar de ser generadas
por diferentes agentes (1,7). El recambio ce-
lular genera variaciones importantes en la res-
puesta inflamatoria lo que conlleva a una baja
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TABLA II
CLASIFICACION DE LOS PACIENTES
ASMA EPOC
Clasificacion* Casos Clasificacion” Casos
Controlada 26 (25) Grado 1 6(6)
No Controlada 77 (75) Grado 2 34 (34)
Grado 3 48 (48)
Grado 4 12 (12)
Total 103 (100) Total 100

Numero (Frecuencia %)
(*)Clasificacion segin criterios GINA 2014 (24).
(#) Clasificacion segun criterios de la American Thoracic Society (ATS) 2003 (25).

TABLA 111
FRECUENCIA DE GENOTIPOS DE ADAM 33

Polimorfismo Genotipo  Asmaticos EPOC Controles P
CC 44) 13 (13) 23 (23)

ADAM33 V4 C/G CG 32(31) 29 (29) 30 (30) <0,005
GG 67 (65) 58 (58) 47 (47)
AA 89(86) 84(84) 80(80)
AG 14(14) 15(15) 19(19) 0,441

ADAM33 T1 A/G
GG 0(0) 1(1) 1(1)

Numero (%). Método estadistico aplicado: Chi-cuadrado.
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TABLA IV
FRECUENCIA DE LOS DIPLOTIPOS

Polimorfismo Diplotipo Asmaticos EPOC Controles P
CCAA 4(4) 11(11) 20(20)
CCAG 0(0) 2(2) 303)
CGAA 28 (27) 26 (26) 24 (24)

ADAM33 V4/T1 CGAG 4(4) 333) 6(6) <0,05
GGAA 57 (55) 47 (47) 36 (36)
GGAG 10 (10) 10 (10) 10 (10)
GGGG 0 1(1) 1(1)

Numero (%). Método estadistico aplicado: Chi-cuadrado.

respuesta terapéutica y con ello a la progresion
de la enfermedad. La compresion de los eventos
desencadenantes de la remodelacion celular y
tisular nos permiten disefiar un mejor aborda-
je farmacolégico del paciente dependiendo del
estadio y evitando la progresion de la patologia.
ADAM33 es uno de los elementos importantes
dentro de la remodelacion tisular. Varias varian-
tes polimorficas del gen se han descrito (10),
dentro de ellas se ha reportado que F+1, TI,
S 2, ST+5 y V4 son mas frecuentes en pacien-
tes con asma (10-15) mientras que las variantes
T1,T2, S1, Q-1, F+1 y ST+5 son mas frecuentes
en pacientes con EPOC. Lamentablemente, los
estudios no son concluyentes dada la variabili-
dad de frecuencias en diferentes poblaciones.
Dentro de las variantes de ADAM33 estu-

Dimension 2

Puntos de filay columna

Simétrico Normalizacion

cc

control

cG
° asma

GG
epoc @

Q ADAM33VGACC
) patologia

T T
05 00 035

Dimension 1

diadas, el polimorfismo V4 estd relacionado con  Fig. 1. Analisis de correspondencia entre patolo-
gia (asma o EPOC) y frecuencia genética

el empalme alternativo, la eficiencia del empal-
me y por tanto con la estabilidad del ARNm,
mientras que el polimorfismo T1 es la elimina-

de V4.
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TABLAV
ODDS RATIO DE LOS GENOTIPOS ADAM 33 V4 C/G Y ASMA BRONQUIAL

Polimorfismo Genotipo OR IC P
ADAM 33 V4 C/C 0,14 0,44 -0,41 0,0004
C/G C/G 1,05 0,58-1,91 0,86
G/G 2,10 1,19-3,69 0,01

Método estadistico aplicado: ANOVA de un factor con post test de Bonferroni

TABLA VI
ODDS RATIO DE LOS GENOTIPOS ADAM 33 V4 C/GY EPOC

Polimorfismo  Genotipo OR IC P
ADAM33 V4 C/C 0,48 0,22-1,01 0,05
C/G C/G 0,95 0,51-1,75 0,87
G/G 1,55 0,89-2,72 0,12

Meétodo estadistico aplicado: ANOVA de un factor con post test de Bonferroni

cion de un sitio de fosforilacion importante para
la senalizacion celular. En el presente trabajo, se
demostrd que las modificaciones en la estabili-
dad del mARN que redundan en mayor cantidad
de enzima secretada pueden estar involucradas
en mayor recambio celular y por ende en mayor
probabilidad de estar relacionado con la presen-
cia de las dos enfermedades. A pesar de que las
frecuencias polimorficas de la variante T1, rela-
cionada con sefalizacion celular, no son signi-
ficativas, la significancia reportada con haploti-
pos y diplotipos sugiere que es necesario hacer
un analisis mas exhaustivo de los diferentes

polimorfismos. Ademas, se requiere de estudios
longitudinales para abordar, con mas detalle, la
relacion de ambos polimorfismos con severidad
y progresion de las enfermedades.

El polimorfismo SNP V4 presenta una fre-
cuencia alélica que varia entre distintos grupos
poblacionales (26); sin embargo, nuestra po-
blacion mestiza (27), segun el estudio de poli-
morfismos del sistema mayor de histocompa-
tibilidad, muestra una segregacion particular
con variantes africanas y amerindias diferentes
a otras poblaciones mestizas. Los estudios es-
tadisticos, que permiten establecer, sin lugar a
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TABLA VII
ODDS RATIO DE LOS DIPLOTIPOS V4/T1 Y ASMA BRONQUIAL

Diplotipo OR IC P
CCAA 1,16 0,05-0,49 0,0013
CCAG 0,13 0,006-2,63 0,18
CGAA 1,18 0,62-2,22 0,6
ADAM33 V4/T1 CGAG 0,63 0,17-2,31 0,48
GGAA 2,20 1,25-3,87 0,06
GGAG 0,96 0,38-2,43 0,94
GGGG 0,32 0,013-7,96 0,48

Método estadistico aplicado: ANOVA de un factor con post test de Bonferroni

dudas, si el polimorfismo es dominante o no,
requieren un nimero elevado de muestras de di-
ferentes centros clinicos del pais dado lo hetero-
géneo de la segregacion poblacional. A pesar de
esa limitante, éste es el primer trabajo realizado
en poblacidon mestiza venezolana, que evalua
estos polimorfismos de ADAM33 en asma y
EPOC.

La determinacion de las variantes polimor-
ficas en la poblacion venezolana es de utilidad
en la poblacion infantil como lo destaca Verga-
ra 'y col. (21) y en la poblacion adulta como lo
sugieren otros investigadores (22, 28). La pre-
sencia del polimorfismo, es un posible factor
prondstico de asma o EPOC y probablemente de
la progresion a EPOC de pacientes asmaticos,
no controlados, fumadores, de edad avanzada.
Ambas enfermedades son altamente prevalentes
en el pais: asma (29) y EPOC (22).

La asociacion de la variante V4 con rinitis
alérgica también es llamativa y debe ser estu-
diado con mayor detalle (15, 21, 30). Recien-
temente, Dreymuller y col. (31), revisando los
diferentes abordajes terapéuticos en inflamacién
pulmonar y los diferentes miembros de la familia
ADAM, enfatizan la importancia de la respuesta
alérgica y la diferencia entre el modelo murido
y humano. En el modulo murido no se obser-
va relacion entre las variantes polimorficas de
ADAM33 y la incidencia o severidad de asma
(31). Por ello, es importante realizar estudios
longitudinales con mayor niimero de pacientes
en diferentes centros del pais donde pueda ana-
lizarse la relacion entre frecuencia del polimor-
fismo, la genética poblacional, el progreso de
las enfermedades y su posible tratamiento.

Se concluye: 1) el polimorfismo V4 de
ADAM33 esta relacionado con asma o EPOC

Investigacion Clinica 57(2): 2016
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en la poblacion mestiza venezolana, 2) el ge-
notipo de ADAM33 V4 C/C esta asociado a un
riesgo disminuido de presentar asma y EPOC,
3) el genotipo de ADAM33 V4 G/G estd asocia-
do a un riesgo aumentado de presentar asma, 4)
el diplotipo de GGAA de ADAM33 V4/T1 esta
asociado con un riesgo aumentado de presentar
asma y 5) se requieren estudios con mayor po-
blacion para analizar el impacto de la mutacion
en la poblacion.
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