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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Definición de asma 

El asma (OMIM 600807) es una enfermedad respiratoria heterogénea caracterizada 

por la inflamación crónica de las vías aéreas y asociada con sensibilización alérgica (atopia), 

eosinofilia, obstrucción del flujo aéreo reversible e hiperreactividad bronquial (Ober, 2005). 

Por la asociación del asma y la atopia, tanto a nivel individual como familiar, se ha sugerido 

una etiología común para ambas condiciones (Lester et al., 2001). Por ello, actualmente el 

diagnóstico del asma está basado en la valoración clínica de las alteraciones funcionales 

pulmonares y del componente atópico. 

1.2. Prevalencia mundial del asma 

El asma afecta a todos los grupos de edad y es la enfermedad crónica más común 

durante la niñez. Siguiendo las mismas tendencias que las enfermedades autoinmunes y 

alérgicas, la prevalencia, morbilidad, mortalidad y carga económica asociadas al asma han 

aumentado en las dos últimas décadas en los países en desarrollo. Se estima que la 

prevalencia actual del asma en las distintas poblaciones mundiales oscila entre 1-18%, 

afectando a unas 300 millones de personas y con previsiones de aumentar en otros 100 

millones en el año 2025 (Braman, 2006). La mortalidad asociada a esta enfermedad no 

supera actualmente el 1%, lo que supone la muerte de unas 250.000 personas cada año, 

según los datos de la iniciativa global para el asma (GINA, http://www.ginasthma.org).  

1.3. Prevalencia del asma en España 

En España, se calcula que existe una prevalencia de asma en torno al 5-6%, aunque 

se observa una variación considerable entre las distintas comunidades autónomas (5-12%) 

(The Spanish Group of the European Asthma Study, 1995). Un estudio de la prevalencia de 

síntomas asmáticos en adultos en Canarias, que empleó un cuestionario estandarizado 

similar al utilizado en otras regiones (European Community Respiratory Health Survey, 

ECRHS) y en el que participaron más de 7.000 personas, reveló que ésta es de un 17% 

(Juliá-Serdá et al., 2005). Este valor de prevalencia es notablemente mayor que el de otras 

comunidades autónomas y que el de la mayoría de Europa (Braman, 2006). Otro estudio en 

adultos, con una definición de asma más concreta basada en pruebas de función pulmonar, 

aunque con un tamaño muestral más limitado (593 individuos), mostró una prevalencia de 

asma en Canarias de un 4,2% (intervalo de confianza [CI] al 95%: 2,5-5,9%) (Juliá-Serdá et 

al., 2011). En el caso del asma en niños, la prevalencia de síntomas asmáticos en Canarias 

es del 18,4%, un valor que dobla la media española (9,9%), y que no es alcanzado por 
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ninguna otra comunidad autónoma (valor mínimo de 7,1% en Pamplona y máximo en La 

Coruña con 12,9%) (Tabla 1) (Sánchez-Lerma et al., 2009). De manera similar, la presencia 

de rinitis en niños canarios, basada en un cuestionario, también superó el valor observado 

en el resto de España (40,2% frente a un 17,3% de media nacional) (Arnedo-Pena et al., 

2005; Sánchez-Lerma et al., 2009). Finalmente, la prevalencia de atopia en Canarias, 

estudiada mediante pruebas cutáneas de alergia y por medición de inmunoglobulina (Ig) E 

específica a alérgenos, también fue muy elevada 40,6% (95% CI: 35,9-45,6), principalmente 

causada por la sensibilización a ácaros (37,1%) (Juliá-Serdá et al., 2011). 

Tabla 1. Prevalencia de asma en niños de 6-7 años de edad en España. 

Población Prevalencia (95% CI) 

Media españolaa 9,9 (9,6-10,3) 
Pamplonaa 7,1 (6,2-8,0) 
Castellóna 8,3 (7,5-9,2) 
Barcelonaa 8,5 (7,5-9,5) 
San Sebastiána 8,6 (6,9-10,6) 
Valenciaa 9,3 (8,3-10,3) 
Madrida 9,4 (8,3-10,7) 
Cartagenaa 11,1 (9,9-12,3) 
Asturiasa 11,5 (10,4-12,7) 
Bilbaoa 12,2 (11,0-13,4) 
La Coruñaa 12,9 (11,7-14,2) 
Las Palmas de Gran Canariab 18,4 (16,7-20,2) 
aCarvajal-Uruena et al. (2005); bSánchez-Lerma et al. (2009).

1.4. Patogenia del asma 

El patrón de inflamación que se observa en el asma es similar al de otras 

enfermedades alérgicas, con activación de mastocitos, eosinófilos, linfocitos T 

colaboradores de tipo 2 (TH2) y células asesinas naturales; y con un perfil de producción de 

citocinas tipo TH2 (IL-3, IL-4, IL-5, IL-9 y IL-13). Sin embargo, también participan en la 

patogenia del asma otros tipos de células estructurales de la vía aérea, tales como 

epiteliales, de musculatura lisa, fibroblastos o endoteliales. Todas estas células juegan un 

papel fundamental en la enfermedad, no sólo como diana, sino como parte activa en el 

proceso inflamatorio y de reparación de la vía aérea (Cookson, 2004) (Figura 1). Si bien el 

epitelio se consideró durante mucho tiempo sólo como una barrera física, las evidencias 

actuales destacan su papel central en la modulación de la actividad de las células 

dendríticas del pulmón por medio de la liberación de citocinas propias de la inmunidad 

innata, que a su vez promueven la respuesta de tipo TH2 (Hammad & Lambrecht, 2011). Por 

ello, actualmente se considera que la alteración del epitelio es uno de los estímulos 

iniciadores del proceso asmático, que contribuye a sus manifestaciones clínicas y a su 

posterior persistencia (Holgate, 2011). 
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Las interacciones celulares que hacen posible este proceso inflamatorio se realizan a 

través de mediadores celulares y de moléculas con funciones muy variadas (quimiocinas, 

citocinas e IgE). A nivel histológico, es frecuente constatar un engrosamiento de la capa 

reticular de la membrana basal, fibrosis subepitelial, hipertrofia e hiperplasia de la 

musculatura lisa bronquial, proliferación y dilatación de los vasos, hiperplasia de las 

glándulas mucosas e hipersecreción. Estos procesos se asocian con una pérdida progresiva 

de la función pulmonar que no se previene o no es del todo reversible mediante las terapias 

actuales. Este fenómeno, conocido como “remodelación”, ocasiona que el paciente 

responda sólo de manera parcial al tratamiento (Cookson, 2004). 

 

Figura 1. Esquema simplificado de los procesos implicados en la patogenia del asma. Adaptado de 
Kraft (2011). 
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1.5. Fisiopatología del asma 

El hecho fisiológico que desencadena la exacerbación asmática es el estrechamiento 

de la vía aérea y la subsiguiente obstrucción al flujo aéreo, que de forma característica es 

reversible (Cookson, 2004). Este fenómeno se produce por contracción del músculo liso 

bronquial, edema e hipersecreción mucosa. Además, diversos factores desencadenantes 

pueden ocasionar la exacerbación del asma (alérgenos, tabaco, frío, humedad, agentes 

infecciosos o contaminantes). La bronco-constricción aguda inducida por alérgenos es 

consecuencia de la liberación de mediadores por parte de los mastocitos, como la histamina, 

leucotrienos y prostaglandinas, así como una gran variedad de citocinas. Sin embargo, en 

algunos pacientes, los anti-inflamatorios no esteroideos pueden también causar una 

obstrucción aguda de la vía aérea por un mecanismo no dependiente de la IgE (Lemanske & 

Busse, 2010). Otros estímulos como el ejercicio, el aire frío o irritantes inespecíficos pueden 

causar obstrucción aguda de la vía aérea, que provocarán una respuesta cuya magnitud 

dependerá de la inflamación subyacente. Independientemente de los estímulos 

desencadenantes, una característica típica del asma es la variación o fluctuación de los 

síntomas y de la función pulmonar en el tiempo, incluso en un mismo día, más allá de los 

cambios fisiológicos circadianos.  

Conforme la enfermedad se hace más persistente y la inflamación progresa, otros 

factores contribuyen a la limitación del flujo aéreo: el edema de la vía aérea, la 

hipersecreción de moco y la formación de tapones compuestos por exudados celulares y 

restos mucosos. Una circunstancia característica de la enfermedad, aunque no exclusiva, es 

el fenómeno de la hiperrespuesta bronquial. Definida como una “respuesta 

broncoconstrictora exagerada frente a una gran variedad de estímulos físicos, químicos o 

biológicos”, la inflamación es un factor fundamental para determinar el grado de 

hiperrespuesta bronquial, pero no es el único. Además, el grado de hiperrespuesta bronquial 

se correlaciona parcialmente con la gravedad clínica del asma y con marcadores de la 

inflamación, aunque no de forma muy estrecha (O'Byrne & Inman, 2003). Influyen también 

los cambios estructurales y la disfunción neurorreguladora. El tratamiento antiinflamatorio 

mejora el control del asma y reduce la hiperrespuesta bronquial, pero no la elimina del todo. 

1.6. Genética del asma 

A pesar del efecto notable del ambiente en el desarrollo del asma, son muchas y muy 

diversas las evidencias que apuntan a la existencia de un componente genético importante 

en la susceptibilidad a esta enfermedad compleja (Ober & Hoffjan, 2006). Los estudios en 

gemelos y los patrones de herencia familiar han puesto de manifiesto una influencia 
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considerable de factores genéticos (Holberg et al., 1999; Thomsen et al., 2010), con una 

contribución genética estimada en torno a un 60% (Duffy et al., 1990). 

1.6.1. Análisis de ligamiento 

La primera aproximación empleada en el estudio de la genética del asma fueron los 

análisis de ligamiento. Estos estudios se basan en el análisis de cientos de polimorfismos de 

tipo microsatélite (pequeñas secuencias de ADN de hasta 6 nucleótidos que se repiten en 

número variable), en familias multi-generacionales, en busca de alelos marcadores que se 

transmitan de manera conjunta con la enfermedad en mayor medida que lo esperado por 

azar. Por su carácter no dirigido, debido a que se escogen polimorfismos distribuidos por 

todo el genoma, en estos estudios no son necesarias las hipótesis a priori sobre qué 

regiones o procesos estarían implicados en la patología (Ober & Yao, 2011).  

Estos análisis han revelado más de una veintena de regiones cromosómicas 

extensas ligadas al asma y fenotipos relacionados. Muchas de estas señales de ligamiento 

se han replicado en estudios independientes, incluyendo las regiones cromosómicas 5q, 6p, 

11q, 12q, 13q, 16p, 17q y 20p (Wills-Karp & Ewart, 2004). Recientemente, se han realizado 

dos análisis en los que se combinaron los datos de 11 estudios independientes de 

ligamiento al asma (Denham et al., 2008) y 20 estudios de ligamiento con fenotipos 

relacionados (Bouzigon et al., 2010). El primero de ellos incluyó en total 5.832 individuos 

procedentes de 1.267 familias con asma de ascendencia europea (Denham et al., 2008) y el 

segundo 10.027 individuos pertenecientes a 3.024 familias con asma o fenotipos 

relacionados de ascendencia diversa (Bouzigon et al., 2010). Los resultados de estos 

estudios revelaron varias regiones cromosómicas de ligamiento al asma y fenotipos afines 

(Tabla 2), algunas de ellas se han confirmado posteriormente como portadoras de genes 

importantes en la susceptibilidad al asma, como se verá más adelante: 2p12-q22.1 (incluye 

los genes DPP10 e IL1RN), 6p22.3-21.1 (donde residen los genes de la región del complejo 

mayor de histocompatibilidad [MHC]) o 17p12-q25 (portadora de los genes ORMDL3 y 

GSDML). 
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Tabla 2. Regiones cromosómicas ligadas al asma o fenotipos relacionados mediante el 
análisis conjunto de varios estudios independientes. 

Fenotipo Región cromosómica 

Asma 2p12-q22.1 y 6p22.3-21.1a,b 

Hiperrespuesta bronquial 6p22.3-21.1, 2q22.1-q23.3, 7q12.11-q31.1, y 5q23.2-q34a,b 

Prueba cutánea de alergia 
positiva 

3p25.3-q24 y 17p12-q25a,b 

Resultado cuantitativo de la 
prueba cutánea de alergia  

5q23-q33b 

Conteo de eosinófilos 2q32-q34b 

Niveles de IgE 5q11.2-q14.3 y 6pter-p22.3a 
aDenham et al. (2008); bBouzigon et al. (2010). 

 
Dado que las regiones cromosómicas identificadas mediante los análisis de 

ligamiento son extensas e incluyen en muchos casos cientos de genes, sólo algunos de 

ellos de susceptibilidad al asma, se sugirió que el asma representaría una enfermedad 

poligénica (Wills-Karp & Ewart, 2004). Así, por ejemplo, la región cromosómica situada en 

5q es portadora de varios genes asociados con el asma (IL4, IL13, CD14, ADRB2, SPINK5, 

LTC4S, CYFIP2, CD14, ADRB2 y TIM1) (Ober & Hoffjan, 2006). Por ello, muchos de los 

análisis de ligamiento se han acompañado de exploraciones más finas de las regiones 

cromosómicas identificadas, seleccionando marcadores genéticos dentro de las mismas, 

una estrategia denominada clonaje posicional, lo que ha permitido descubrir nueve genes de 

susceptibilidad al asma (Tabla 3). 

Tabla 3. Genes de susceptibilidad al asma identificados a través de clonaje posicional. 

Gen Posición cromosómica Estudio 

ADAM33 20p13 Van Eerdewegh et al., 2002 

PHF11 13q14 Zhang et al., 2003 

DPP10 2q14.1 Allen et al., 2003 

NPSR1 (GPR154) 7p14.3 Laitinen et al., 2004 

HLAG 6p21.3 Nicolae et al., 2005 

CYFIP2 5q33.3 Noguchi et al., 2005 

IRAK3 (IRAKM) 12q14.3 Balaci et al., 2007 

COL29A1 3q22.1 Soderhall et al., 2007 

OPN3/CHML 1 qter White et al., 2008 

 
Los análisis de ligamiento constituyen una herramienta prometedora en la 

identificación de nuevos genes y procesos biológicos relacionados con las enfermedades 

complejas. Sin embargo, su poder estadístico para detectar variantes de riesgo con efectos 
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leves es reducido. Precisamente en el asma, como en la mayoría de enfermedades 

complejas, se espera que las variantes genéticas con efectos leves expliquen una gran 

proporción de la enfermedad. 

1.6.2. Estudios de asociación en genes candidatos 

Para un análisis más fino de las regiones de susceptibilidad al asma, ha sido 

necesario seleccionar genes candidatos y estudiar si el polimorfismo de los mismos se 

relaciona con la enfermedad en estudios de asociación de tipo caso-control. En 

contraposición a los análisis de ligamiento, ante un mismo tamaño de muestra, los estudios 

de tipo caso-control permiten detectar asociación entre genes con efectos leves y la 

enfermedad, y además no requieren el estudio de individuos procedentes de una misma 

familia.  

En los estudios de asociación de tipo caso-control se comparan muestras de 

individuos sin relación familiar pertenecientes a dos grupos, casos (individuos enfermos) y 

controles (individuos sin la enfermedad), en busca de diferencias estadísticamente 

significativas en la frecuencia de determinadas variantes situadas en uno o varios sitios del 

genoma. Comúnmente, las variantes génicas analizadas en estos estudios son los 

polimorfismos de un solo nucleótido ó SNPs (del inglés single nucleotide polymorphism), 

variantes en la secuencia de ADN que afectan a un solo nucleótido y que generalmente 

presentan sólo dos alelos (loci bialélicos). A diferencia de las mutaciones, cuya frecuencia 

es muy baja en la población general (<<1%), aunque con efectos drásticos en la 

enfermedad, la frecuencia del alelo menos común (MAF) de los SNPs es de al menos un 1% 

en la población y sus efectos en la función génica son nulos en la mayoría de casos. Sin 

embargo, como ya se ha demostrado en otras enfermedades y caracteres complejos, 

algunas de estas variantes pueden afectar a la función de los distintos elementos que 

componen los genes, pese a que en muchos casos se desconoce su efecto.  

Se han publicado más de 200 estudios de asociación de tipo caso-control en asma y 

se han asociado más de 120 genes candidatos con la susceptibilidad a esta enfermedad o 

con alguno de los fenotipos relacionados en al menos un estudio (Ober & Hoffjan, 2006). No 

obstante, los efectos de estos genes en el asma resultaron leves (Bosse & Hudson, 2007), e 

incluso algunos de ellos mostraron inconsistencias entre estudios, de manera que ninguno 

de ellos puede ser considerado como un factor de riesgo indiscutible en esta enfermedad. 

Considerando la replicación de los resultados como un criterio de autenticidad de los 

mismos (Chanock et al., 2007), menos de una treintena de asociaciones han mostrado 

efectos reproducibles en distintos estudios y poblaciones. 
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La complejidad inherente al asma y las limitaciones metodológicas podrían explicar 

tales inconsistencias. En la bibliografía son frecuentes los estudios con tamaños de muestra 

reducidos, diseños inadecuados, análisis sin los ajustes ni la estimación de efectos 

pertinentes, normalmente enfocados a un número de polimorfismos insuficiente para 

estudiar la variación total del gen analizado (1 ó 2 por gen), e ignorando las correlaciones o 

desequilibrio de ligamiento (LD) subyacentes en el mismo  (Ioannidis et al., 2006). Además, 

no se ha prestado atención a la presencia o no de subgrupos de población en las muestras 

de casos y controles (comúnmente denominado estratificación poblacional), lo que puede 

haber provocado que algunas de las asociaciones publicadas sean espurias. En este 

sentido, muchos estudios han demostrado que las estimas de ascendencia basadas en 

polimorfismos genéticos son capaces de proveer medidas adecuadas del fondo genético 

ancestral (Barnholtz-Sloan et al., 2005), permitiendo realizar ajustes estadísticos por la 

presencia de estratificación poblacional.  

1.6.3. Genes candidatos más firmemente replicados en asma 

De los más de 200 artículos que se han publicado estudiando la genética del asma, 

varias revisiones han señalado que existen 10 genes cuya asociación con el asma o 

fenotipos relacionados se ha replicado en más de diez estudios independientes (Ober & 

Hoffjan, 2006; Vercelli, 2008) (Figura 2):  los genes de la interleucinas 4 y 13 (IL4 y IL13, en 

5q23), el gen del antígeno CD14 (CD14, en 5q31), el gen del receptor beta 2 adrenérgico 

(ADRB2, en 5q32), los genes del MHC tipo II HLA-DRB1 y HLA-DQB1 (6p21), el gen del 

factor de necrosis tumoral (TNF, en 6p21), el gen codificante de la cadena beta del receptor 

del factor cristalizable de la IgE (MS4A2, también conocido como FCER1B, en 11q13), el 

gen del receptor de la interleucina 4 (IL4RA, alias IL4R, en 16p12) y el gen de la 

metalopeptidasa 33 (ADAM33, en 20p13). Puesto que la replicación de los resultados de los 

estudios de asociación gen-enfermedad en muestras independientes es en la actualidad la 

única herramienta de validación para demostrar la relevancia de un gen candidato en el 

desarrollo de enfermedades complejas (Chanock et al., 2007), estos 10 genes han sido 

propuestos como firmes candidatos de susceptibilidad al asma (Ober & Hoffjan, 2006), 

aunque no constituyan factores de riesgo en todas las poblaciones.  
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Figura 2. Genes asociados con asma o fenotipos atópicos en al menos un estudio. 
Los genes que se han asociado en una sola población se encuentran separados entre 
aquellos sin estudios de replicación publicados y los que no han sido replicados en 
estudios posteriores. Los genes identificados por clonaje posicional están 
subrayados. Adaptado de Ober & Hoffjan (2006). 

Todos ellos son genes claves en el asma, ya sea por las evidencias de ligamiento, 

por su función biológica o por resultados de clonaje posicional (Figura 3). Estos genes se 

agrupan por las funciones que desempeñan en: genes de inmunidad innata (grupo I), de 

diferenciación de linfocitos TH2 y efectores de esta línea linfocítica (grupo II) y genes 

expresados por las células epiteliales (grupo III) (Vercelli, 2008). 
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Figura 3. Representación de la función de algunos de los genes más robustamente asociados 
con la susceptibilidad al asma. Adaptado de Vercelli (2008). 

En esta tesis nos centraremos en el estudio de los genes que han sido propuestos 

como firmes candidatos de susceptibilidad al asma (IL4, IL13, IL4R, TNF, CD14, ADRB2, 

MS4A2, ADAM33), con la excepción de los genes de MHC tipo II, situados en una región 

altamente polimórfica. La variación genética de la región MHC de tipo II supera la 

encontrada en cualquier otro locus, ya que contiene un gran número de alelos de baja 

frecuencia. Por ello, su caracterización alélica se realiza habitualmente para los alelos 

clásicos, empleando sondas específicas de alelo, cuyos costes económicos son tan 

elevados como el estudio de medio millón de SNPs de todo el genoma con plataformas 

comerciales (Leslie et al., 2008). Además de estos ocho genes, el gen TNF se estudiará 

conjuntamente con el gen de la linfotoxina α (LTA), como una única región denominada LTA-

TNF dado que: i) el gen TNF se localiza muy próximo al gen codificante de la LTA, a tan sólo 

1.252 pares de bases (pb) en la región MHC tipo III, y ambos genes muestran un elevado 

LD (Belfer et al., 2004), de manera que en muchos estudios se han asociado haplotipos que 

abarcan toda la región LTA-TNF con el asma (Migita et al., 2005; Randolph et al., 2005), ii) 

ambos pertenecen a la superfamilia de ligandos TNF, se unen a los mismos receptores y 
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median efectos pleiotrópicos similares (Nedwin et al., 1985; Aggarwal, 2003) y iii) el gen de 

la LTA ha sido asociado con asma en más de seis estudios independientes (Figura 2).  

1.6.3.1. Gen de la interleucina 4 (IL4) 

El gen IL4 (número NCBI: 3565) consta de 4 exones y abarca 9 kilobases (kb) en la 

región 5q31.1. En esta misma región, y a poca distancia, están codificadas otras citocinas 

(IL5 e IL13) y factores de crecimiento hematopoyéticos (Le Beau et al., 1989). El gen IL4 

codifica para la citocina IL-4, de 153 aminoácidos, que es el principal estímulo para la 

síntesis de IgE al inducir el cambio de isotipo de las células B desde IgG (Gauchat et al., 

1990) (Figura 4), y de la diferenciación de los linfocitos T colaboradores desde TH0 a TH2 

(Messi et al., 2003; Ghoreschi et al., 2003). Además, la IL-4 participa en la proliferación y 

diferenciación de las células B y tiene actividad como factor de crecimiento en células T y 

mastocitos. La IL-4 es la citocina característica de la subpoblación TH2 y actúa como 

inductora y efectora de estas células (Fields et al., 2002).  

Los primeros estudios que mostraron ligamiento del gen IL4 con un fenotipo atópico 

se realizaron en relación con los niveles séricos de IgE (Kawashima et al., 1998; Marsh et 

al., 1994). 

 

Figura 4. Representación de la acción de las citocinas IL-4 e IL-13 liberadas por 
células TH2 en la activación de la producción de IgE por parte de células B. Adaptado 
de Pernis & Rothman (2002). 

1.6.3.2. Gen de la interleucina 13 (IL13) 

El gen IL13 (número NCBI: 3596) consta de 4 exones y abarca 2,9 kb en la región 

5q31.1. Este gen codifica la citocina interleucina 13, que es principalmente producida por 

linfocitos TH2, aunque también por mastocitos, basófilos y eosinófilos (Schmid-Grendelmeier 

et al., 2002). La actividad de la IL-13 es independiente de la IL-4, pese a que comparten 
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algunas vías de señalización (LaPorte et al., 2008). Sin embargo, al igual que la IL-4, 

presenta un papel fundamental como efector de la vía TH2, induce la expresión de CD23 en 

células B, aumenta la IgM de superficie y la expresión de moléculas de antígeno MHC II e 

induce la transcripción del gen de la cadena pesada de la IgE en células B (Figura 4) (Minty 

et al., 1993; Punnonen et al., 1993). 

Tanto la IL-13 como la IL-4 interaccionan con elevada afinidad con la cadena α del 

receptor de la IL-4 (IL4R) (Kelly-Welch et al., 2003). Además, la IL-13 puede unirse a otros 

dos receptores, IL13RA1 o IL13RA2, este último actúa como receptor señuelo, dado que su 

unión no se traduce en ninguna señal intracelular. Las colas C-terminales de la IL-4 y la IL-

13 interaccionan con tirosinas quinasas de la familia Janus, conduciendo a la interacción con 

STAT6, el cual se une a secuencias consenso en los genes de ambas citocinas que son 

reguladoras de su expresión génica (Kotanides & Reich, 1996). 

En modelos animales se ha comprobado que la IL-13 produce respuestas TH2  en los 

pulmones (hiperrespuesta bronquial, infiltración de células inflamatorias, hipersecreción de 

moco y fibrosis de la vía aérea) (Zhu et al., 1999). Además, se ha demostrado que la IL-13 y 

sus receptores se encuentran expresados en gran medida en el tracto respiratorio de 

asmáticos y pacientes con rinitis, lo que unido a su localización cromosómica en una región 

de ligamiento (Denham et al., 2008; Bouzigon et al., 2010), llevó a postularlo como un gen 

candidato en el asma. Actualmente, es uno de los pocos genes candidatos que ha mostrado 

asociación en estudios de asociación genómicos (GWAS) con asma, superando los estrictos 

niveles de significación impuestos en este tipo de análisis (Li et al., 2010a; Moffatt et al., 

2010). 

1.6.3.3. Gen del receptor de la interleucina 4 (IL4R) 

El gen IL4R (número NCBI: 3566) consta de 12 exones y se extiende 51 kb en la 

región 16p12.1. Este gen codifica para la cadena α del receptor de la IL-4.  

El receptor de la IL-4 de células linfocíticas está formado por dos subunidades: la 

subunidad α, que se une a la IL-4 y transduce sus funciones promotoras del crecimiento y 

activadoras de la transcripción, y una subunidad γc, que es común a muchos de los 

receptores de citocinas, formando un receptor de tipo I (Zurawski et al., 1993) (Figura 5). La 

señalización de este receptor se lleva a cabo por la vía JAK/STAT (JAK3 ó 4/STAT6) y por 

una vía en la que participa el sustrato de respuesta a la insulina (IRS-2). En líneas no 

linfocíticas, la cadena alfa de este receptor no se asocia con γc, sino que forma un receptor 

de tipo II al unirse a una cadena de transducción de señales que también forma parte del 

receptor de la IL-13 (Figura 5) (Kelly-Welch et al., 2003). 
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Figura 5. Representación de los distintos tipos de receptores IL4R: a la izquierda 
receptor de tipo I con la subunidad α asociada a una subunidad γc, a la derecha el 
receptor de tipo II unido a una cadena del receptor de la IL-13. Tomado de Chatila 
(2004). 

El dominio extracelular de este receptor está codificado por los exones 3 al 7 del gen, 

el dominio transmembrana en el exón 9, y los dominios intracelulares se codifican en los 

exones del 10 al 12 (Kruse et al., 1999a). Además, existen formas alternativas de 

procesamiento del ARN de IL4R que producen una forma soluble del receptor, que es 

codificado por los exones 3 al 8 y carece de exones para el dominio transmembrana y las 

regiones intracelulares. La forma soluble de la IL4R no tiene capacidad de señalización, por 

lo que se ha postulado que podría funcionar como un antagonista para la unión del ligando 

IL-4 (Bergin et al., 2006). 

En 1997 se evaluó por primera vez su posible relación con la atopia (Hershey et al., 

1997). Posteriormente, un análisis genómico en busca de alelos de susceptibilidad en una 

población endogámica de origen europeo encontró ligamiento en la región cromosómica 16p 

(Ober et al., 1999). Posteriormente, Ober et al. (2000b) examinaron el gen IL4R como locus 

candidato de susceptibilidad en dicha región cromosómica y encontraron asociación con 

asma, no sólo en esta población aislada, sino también en poblaciones panmíticas (Ober et 

al., 2000a). 

1.6.3.4. Genes del factor de necrosis tumoral (TNF) y la linfotoxina α (LTA)  

El gen TNF (número NCBI: 7124) presenta 4 exones y abarca 2,8 kb de la región 

cromosómica 6p21.3. Este gen codifica para el factor de necrosis tumoral, una citocina 

proinflamatoria multifuncional de 233 aminoácidos, secretada predominantemente por 
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monocitos y macrófagos. El TNF presenta efectos en el metabolismo de los lípidos, 

coagulación, resistencia a la insulina y en la función endotelial (Aggarwal, 2003).  

El TNF fue originalmente identificado en el suero de ratones tras una inyección de 

Mycobacterium bovis y endotoxina. El suero obtenido de estos animales resultó citotóxico y 

citostático en varias líneas celulares humanas y murinas, produjo hemorragias necróticas y 

en algunos casos la regresión de ciertos tumores transplantados en ratones (Shirai et al., 

1985). El TNF es una citocina que media la inmunidad innata y es el principal mediador de la 

respuesta inflamatoria aguda frente a bacterias gram negativas y otros microorganismos 

infecciosos, y es responsable de muchas de las complicaciones sistémicas de las 

infecciones graves. 

El TNF es sintetizado como pro-TNF, una proteína unida a membrana de 26 

kilodaltons (kD) y que posteriormente es escindida por enzimas procesadoras (como la 

metalopeptidasa ADAM17) para liberar su forma soluble de 17 kD (Black et al., 1997). Esta 

forma soluble se une a sus dos receptores principales TNFRI y TNFRII, con distintas 

consecuencias en su unión (activación de caspasas y apoptosis o activación de NF-B e 

inflamación) (Aggarwal, 2003). 

Distintas variantes del gen TNF han sido implicadas en la susceptibilidad de varias 

enfermedades: sepsis, esclerosis múltiple, lupus eritematoso sistémico y enfermedad 

inflamatoria intestinal (Teuffel et al., 2010; Clancy et al., 2010; Yang et al., 2011; Ng et al., 

2011). En el caso del asma, su localización cromosómica y su función han llevado a su 

análisis como gen candidato de susceptibilidad en numerosos estudios (Ober & Hoffjan, 

2006). Sin embargo, su localización dentro del MHC, una región altamente polimórfica que 

contiene numerosos genes implicados en las respuestas inmunes, complica el 

esclarecimiento de su implicación en las distintas enfermedades.  

Como se comentó con anterioridad, el gen LTA se estudiará en asociación con asma 

junto con el TNF. Este gen (también conocido como factor de necrosis tumoral beta; número 

NCBI: 4049) presenta 4 exones y abarca 2,2 kb de la región cromosómica 6p21.3. El gen 

LTA codifica una proteína homotrimérica soluble que es secretada por linfocitos activados y 

actúa como modulador de la repuesta inmune. Esta forma homotrimérica comparte receptor 

con el TNF, y se une tanto al receptor TNFR-1 como al receptor TNFR-2 (Aggarwal, 2003). 

La linfotoxina α se caracterizó por primera vez como un factor biológico en linfocitos 

estimulados por mitógenos y se observó que presentaba una actividad anticelular en líneas 

celulares neoplásicas. Gray et al. (1984) aislaron el ADN complementario (ADNc) humano 

codificante para la linfotoxina α y lo expresaron en E.coli. Además, observaron efectos 

citotóxicos y necróticos en líneas celulares murinas y humanas y en sarcomas murinos in 
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vivo. El gen de LTA es homólogo al TNF y las citocinas codificadas por ambos presentan un 

50% de identidad en su secuencia de aminoácidos (Nedwin et al., 1985). 

La linfotoxina α es producida principalmente por linfocitos T activados (Cuturi et al., 

1987), en forma de proteína secretada altamente inducible que media una gran variedad de 

procesos inflamatorios, inmunoestimulatorios y de respuestas antivirales, y se encuentra 

implicada en la formación de los órganos linfoides secundarios y en la apoptosis (Selmaj et 

al., 1991; Matsumoto et al., 1996; Drayton et al., 2002). Algunas variantes genéticas de este 

gen se han asociado con la susceptibilidad a la lepra y a padecer infartos de miocardio ( 

Ozaki & Tanaka, 2005; Alcais et al., 2007), además de la predisposición al asma (Ober & 

Hoffjan, 2006). 

1.6.3.5. Gen del antígeno CD14 (CD14) 

El gen del antígeno de diferenciación monocítica CD14 (número NCBI: 929) se 

localiza en la región cromosómica 5q31.3, consta de 3 exones y abarca 2 kb. Este gen 

codifica dos versiones de la proteína CD14, una proteína anclada a la membrana por medio 

de glucofosfatidilinositol (mCD14) y una forma plasmática soluble (sCD14). Ambas 

moléculas son críticas para la transducción de señales dependientes del reconocimiento de 

lipopolisacárido bacteriano (LPS). La sCD14 confiere sensibilidad al LPS en células carentes 

de mCD14. Asimismo, los niveles de sCD14 se asocian con enfermedades infecciosas y con 

una elevada mortalidad debida a shock por bacterias gram negativas (LeVan et al., 2001). 

Los receptores de tipo Toll (TLRs)  son una familia de proteínas de membrana que 

actúan como receptores de reconocimiento de patrones moleculares asociados a patógenos 

(PAMP), para así activar una respuesta inmunitaria innata frente al microorganismo 

reconocido. En el reconocimiento del LPS bacteriano, éste no se produce directamente por 

un TLR, sino que la molécula de LPS interacciona en primer lugar con la proteína de unión a 

lipopolisacárido (LBP) y luego con CD14, para presentar así LPS al miembro 4 de la familia 

de TLRs (TLR4) (Figura 6), el cual induce la expresión de genes inflamatorios a través del 

factor nuclear NF-B y la vía de señalización de las proteín cinasas activadas por mitógenos 

(MAPK, de las siglas en inglés Mitogen-activated protein kinases) (Wright et al., 1990). La 

proteína CD14 también actúa iniciando un proceso inflamatorio en respuesta a 

peptidoglicanos de bacterias gram positivas y en la activación de TLRs que reconocen 

ácidos nucleicos bacterianos (Gupta et al., 1996). Además, CD14 es importante en el 

reconocimiento de células apoptóticas para su eliminación por fagocitosis, sin promover la 

liberación de citocinas proinflamatorias (Devitt et al., 1998). 
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Figura 6. Actuación de CD14 en el reconocimiento de LPS, facilitado por la 
unón a la LPB. 

 

En 1999 una variante del promotor del gen CD14 se relacionó por primera vez con 

fenotipos atópicos y con los niveles circulantes de sCD14 (Baldini et al., 1999). La 

asociación de este gen con susceptibilidad al asma ha presentado una modulación 

ambiental (por ejemplo, dependiente de la posesión de animales o de la exposición a 

endotoxina bacteriana). Esto podría explicar que un mismo polimorfismo del gen haya 

mostrado efectos completamente opuestos, incluso en una misma población (Vercelli, 2008). 

1.6.3.6. Gen del receptor beta adrenérgico (ADRB2) 

El gen ADRB2 (número NCBI: 154) abarca 2 kb en la región cromosómica 5q31-q32 

y carece de intrones. Este gen codifica para el receptor beta adrenérgico, una proteína de 

413 aminoácidos, con 7 regiones de aminoácidos hidrofóbicos que sugieren la presencia de 

dominios transmembrana. Tanto estas regiones como los lazos citoplasmáticos presentan 

una gran identidad con la proteína homóloga en hámsteres (95 y 93%, respectivamente), lo 

que sugiere que se trata de dominios funcionales importantes (Kobilka et al., 1987). 

Un estudio reveló la asociación de una variante del gen ADRB2 con el asma 

nocturno (Reihsaus et al., 1993). Los pacientes con asma nocturno representan un 

subconjunto de asmáticos que experimentan un marcado empeoramiento de la obstrucción 

de las vías aéreas y de otros síntomas mientras están durmiendo. Szefler et al. (1991) 

encontraron que los neutrófilos circulantes y los receptores beta 2 adrenérgicos en los 

linfocitos disminuyen durante la madrugada en pacientes con asma nocturno, algo que no 

ocurre en el resto de asmáticos. Además, dado que el uso de agonistas del receptor beta 

adrenérgico es uno de los tratamientos más empleados en el asma según las guías GINA 

(http://www.ginasthma.org), varios estudios de asociación han analizado la relación entre 

variantes de este gen y la respuesta a tratamiento (Lee et al., 2004; Finkelstein et al., 2009). 
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Por tanto, la asociación de ADRB2 con asma parece ser dependiente del fenotipo 

considerado. 

1.6.3.7. Gen de la cadena beta del receptor de la IgE (MS4A2) 

El gen MS4A2 (del inglés, membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 2, 

frecuentemente denominado FCER1B; número NCBI: 2206) consta de 7 exones y abarca 

unas 10 kb de la región cromosómica 11q12-q13. Este gen codifica la cadena β del receptor 

de alta afinidad de la IgE, una proteína de 28 kD.  

La respuesta alérgica implica la unión de un alérgeno al complejo formado por la IgE 

unida a su receptor, presente en la membrana de mastocitos y basófilos. Como 

consecuencia de este reconocimiento, se produce la activación de las células portadoras del 

receptor, lo que a su vez promueve la liberación de compuestos responsables de las 

manifestaciones alérgicas, como la histamina o citocinas TH2 (Vercelli, 2008). La estructura 

del receptor de la IgE se ha modelizado como un tetrámero compuesto por una cadena α, 

una cadena β y dos cadenas γ unidas por puentes disulfuro (Figura 7) (Kinet, 1999).  

 

Figura 7. Estructura del receptor de la IgE, formado por una cadena α, una cadena β 
(codificada por el gen MS4A2) y dos cadenas γ unidas por puentes disulfuro. 

 

En experimentos de co-transfección en células de las cadenas α y γ, se mostró la 

capacidad de constituir complejos triméricos formados sólo por estas dos cadenas, lo que 

llevó a sugerir que la cadena β sería prescindible. Además, se comprobó que los complejos 

triméricos se expresaban en células de Langerhans, células dendríticas y monocitos, lo que 

llevó a relacionarlos con la presentación de antígenos. Por su parte, el tetrámero se expresa 

en mastocitos y basófilos, lo que los relaciona con la liberación de mediadores de alergia. La 

presencia de la cadena β, que actúa como chaperona para el transporte del complejo 

FCER1 a la superficie celular, amplificaría la expresión del complejo en la membrana y la 

capacidad de señalización (Donnadieu et al., 2003). 
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Sandford et al. (1993) demostraron que el gen MS4A2 estaba ligado a la atopia, 

aunque sólo cuando eran tenidos en cuenta los alelos derivados por vía materna (los 

paternos no mostraron ligamiento). El papel funcional del receptor de alta afinidad de la IgE, 

unido a su localización en la región 11q13, hacen de éste un gen candidato en atopia. 

Además, Folster-Holst et al. (1998) también encontraron evidencias de ligamiento en 

familias con dermatitis atópica con un microsátelite próximo a este gen. Posteriormente, se 

ha evaluado su posible implicación en el asma en numerosos estudios dirigidos (Ober & 

Hoffjan, 2006; Vercelli, 2008). 

1.6.3.8. Gen de la metalopeptidasa 33 (ADAM33) 

El gen ADAM33 (ADAM metalopeptidasa dominio 33; número NCBI: 80332) codifica 

la proteína 33 de la familia de desintegrinas y proteasas, consta de 22 exones y engloba 

unas 14 kb dentro de la región cromosómica 20p13. Yoshinaka et al. (2002) aislaron por 

primera vez el cDNA codificante para ADAM33. La proteína humana, de 813 aminoácidos, 

presenta un 70% de identidad con su homóloga murina. Esta proteína se encuentra anclada 

a la membrana y posee un dominio metalopeptidasa. El dominio metalopeptidasa actúa 

como mediador de las interacciones célula-célula y de las células con la matriz extracelular 

por su papel proteolítico, lo que facilita la liberación de proteínas de superficie (tales como 

citocinas y receptores) (White, 2003). Además, la región desintegrina modula la adhesión 

celular mediada por integrinas. Estas proteínas se han implicado en procesos biológicos 

tales como la fertilización, el desarrollo muscular y la neurogénesis (White, 2003).  

Se ha sugerido que el papel de la proteína ADAM33 en el asma estaría relacionado 

con el modelado de las vías aéreas en estadios prenatales y en el posterior remodelado en 

etapas posteriores de la vida (Zou et al., 2004). La proteína codificada por ADAM33 se 

expresa en fibroblastos y en células de la musculatura lisa bronquial de las vías aéreas pero, 

a diferencia de la mayoría de genes asociados con asma, no se expresa en células 

epiteliales o inmunes. Además, los fibroblastos expresan seis formas alternativas de 

ADAM33 mediante procesamiento del ARN, todas ellas carentes del dominio proteolítico 

(Powell et al., 2004).  

ADAM33  fue el primer gen clonado posicionalmente en asma (Van Eerdewegh et al., 

2002). Mediante un análisis de ligamiento en 460 familias caucásicas, los autores detectaron 

una señal de ligamiento con asma e hiperrespuesta bronquial en la región cromosómica 

20p, para después proponer a ADAM33 como gen candidato de la región (Van Eerdewegh 

et al., 2002). Tras este primer hallazgo, muchos SNPs y haplotipos distintos han sido 

asociados con asma en diferentes estudios (Ober & Hoffjan, 2006). 
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1.6.4. IRAK3 como gen candidato de susceptibilidad en asma 

Además de las ocho regiones génicas candidatas más firmemente replicadas, en 

esta tesis se estudiará la asociación del gen IRAK3 (kinasa 3 asociada al receptor de IL-1; 

número NCBI: 11213) con la susceptibilidad al asma. El gen IRAK3 consta de 12 exones y 

abarca aproximadamente  50 kb de la región cromosómica 12q14.3. Este gen se detectó por 

primera vez en una librería de ADNc de leucocitos de sangre periférica, prediciendo una 

proteína de 596 aminoácidos con un 30-40% de identidad con IRAK-1 e IRAK-2, y 

compartiendo con ellas un dominio de muerte N-terminal y un dominio kinasa central 

(Wesche et al., 1999). Mediante análisis de Northern blot se detectaron transcritos de IRAK3 

en células monocíticas, lo que llevó a su denominación inicial como IRAKM. En la actualidad 

este nombre se conserva, pese que se ha detectado la expresión de IRAK-3 en otros tipos 

celulares, tales como células epiteliales de bronquios y alveolos (Balaci et al., 2007; Villar et 

al., 2010). 

La proteína IRAK-3 pertenece a la familia de kinasas asociadas al receptor de la IL-1, 

que participan en la vía de señalización de los TLRs, así como en la señalización de la IL-1. 

IRAK-3 podría estar implicada en la tolerancia al LPS y se le ha atribuido una actividad como 

regulador negativo de la vía de señalización de los TLRs (Kobayashi et al., 2002). En 

ausencia de IRAK-3, el reconocimiento de los PAMP por parte de los TLRs conduce al 

reclutamiento de una serie de proteínas adaptadoras que a su vez facilitan la unión de IRAK-

1 o IRAK-4, las cuales tras fosforilarse producen la traslocación del factor de transcripción 

NF-B y, en última instancia, la transcripción de genes de citocinas inflamatorias (Cohen, 

2002). En este proceso, IRAK-3 podría impedir la fosforilación de IRAK-1 e IRAK-4, 

reprimiendo por tanto la señalización corriente abajo (Figura 8). Esta misma vía de 

activación de NF-B se induce por la IL-1 y la IL-18. 
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Figura 8. Esquema simplificado de la vía de señalización de los TLRs inducida por un 
PAMP en ausencia (A) y en presencia (B) de IRAK-3. IRAK, kinasa asociada al 
receptor de la IL-1; MyD88, respuesta primaria de diferenciación mieloide 88; TRAF6, 
factor 6 asociado al receptor del TNF; IKKs, kinasas IκB; NF-κB, factor nuclear kappa 
B; IκB, inhibidor kappa B. Adaptado de Kobayashi et al. (2002) y de Villar et al. (2004).  
 

A pesar de que IRAK3 se localiza en una de las regiones cromosómicas ligadas al 

asma y fenotipos atópicos, su evaluación como gen candidato para la susceptibilidad en 

asma es reciente. Balaci et al. (2007) realizaron el clonaje posicional de este gen en asma 

en poblaciones del sur de Europa. Tras un análisis de ligamiento empleando microsatélites 

de la región cromosómica 12q13-24 en 100 familias de asmáticos sardos, los autores 

detectaron ligamiento con asma de comienzo temprano (0-13 años), y posteriormente 

refinaron la asociación. Empleando 22 SNPs de una región de casi 400 kb que incluía a 

IRAK3, encontraron asociación de varios SNPs y haplotipos de SNPs con asma en 

individuos sardos, tanto en estudios familiares como en un estudio de casos y controles sin 

relación de parentesco, realizando siempre una estratificación de la edad de comienzo de la 

enfermedad. Para la validación de esta asociación, los autores estudiaron además 6 SNPs 

en una muestra italiana de tamaño limitado, obteniendo replicación de la asociación de 2 de 

los SNPs (Balaci et al., 2007).  

1.6.5. Estudios de la genética del asma en España 

En España se han llevado a cabo hasta el momento 10 estudios de asociación de 

genes candidatos con el asma, en distintas regiones (Barcelona, Badajoz, Canarias, Murcia, 

Valladolid, Salamanca y Vitoria). En total, en ellos se han analizado 29 genes candidatos y 

sus resultados han sido publicados en 22 estudios hasta la fecha (Tabla 4). Las limitaciones 

de los estudios realizados en la población española son comunes a las ya mencionadas con 

anterioridad respecto a los estudios de asociación en genes candidatos: i) Los tamaños 
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muestrales han sido reducidos, incluyendo 271±164 individuos como media: 144±75 casos y 

127±164 controles; ii) El número de polimorfismos analizados ha sido siempre limitado 

1,83±1,77 y sólo en un caso se ha asegurado una cobertura adecuada de la variación del 

gen de estudio (Klassert et al., 2010); y por último iii) Ningún estudio ha considerado la 

posible existencia de estratificación poblacional en sus muestras. 
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1.6.6. Estudios de asociación genómica (GWAS) 

El carácter dirigido de los estudios de asociación a genes candidatos no permite la 

detección de procesos biológicos nunca antes implicados en la susceptibilidad a padecer 

una determinada enfermedad. Sin embargo, los recientes avances tecnológicos y los 

estudios genéticos de consorcios internacionales han permitido ampliar los estudios a todo 

el genoma por medio de los estudios de asociación genómicos (GWAS), incrementando la 

solidez de las asociaciones detectadas y permitiendo descubrir nuevos genes de 

susceptibilidad.  

Los GWAS retienen la eficacia de los estudios de asociación en genes candidatos, al 

permitir detectar alelos de riesgo con efectos leves en la enfermedad, pero tienen la ventaja 

de explorar el genoma sin la necesidad de disponer de una hipótesis sobre los procesos 

biológicos implicados. Esto es importante si tenemos en cuenta que para muchos de los 

genes identificados mediante los análisis de ligamiento en enfermedades de herencia simple 

no se presuponía que tuviesen relación con la enfermedad.  

En la actualidad, los GWAS utilizan micromatrices de oligonucleótidos (arrays) 

comerciales para genotipar simultáneamente un contenido estándar de cientos de miles de 

SNPs. Además, debido a que las mutaciones causantes de enfermedad aparecerán en un 

contexto genético concreto, y dada la baja tasa de recombinación del genoma, se espera 

que las variantes genéticas de riesgo permanezcan en la población durante bastantes 

generaciones, en asociación con variantes cercanas debido al LD, lo que permite la 

realización de imputación. Esto es, la inferencia estadística del genotipo de un SNP 

determinado a partir del genotipo de otros SNPs próximos altamente informativos, 

denominados tagSNPs o tSNPs (Marchini & Howie, 2010), con la consiguiente reducción en 

los costes de determinación de genotipos, en adelante denominado genotipado. Los tSNPs 

informan del estado de los SNPs que no son genotipados usando la información de LD 

disponible de datos referencia propios de cada laboratorio o de consorcios internacionales, 

como puede ser del Proyecto HapMap (Frazer et al., 2007; Altshuler et al., 2008). El 

proyecto HapMap (Frazer et al., 2007), que ha caracterizado más de 3,5 millones de SNPs 

del genoma en distintas poblaciones, ha demostrado que la determinación de medio millón 

de SNPs permite inferir la variación en >80% de las variantes comunes (con frecuencia 

>5%) en las poblaciones europeas. Además, los algoritmos de imputación existentes 

permiten obtener los genotipos de más de 2,5 millones de SNPs del HapMap con poco 

margen de error, lo que proporciona una mayor resolución de la región asociada. Esto 

aumentará las posibilidades de identificar la variante causal, así como estudiar de forma 

más sencilla otros tipos de variación genética más compleja, como por ejemplo la variación 

estructural, la cual es más difícil de determinar con técnicas rutinarias de genotipado.  
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En contrapartida, los GWAS necesitan utilizar umbrales de significación más 

restrictivos para reducir resultados espurios, debidos simplemente al azar por las múltiples 

comparaciones realizadas, y requieren tamaños muestrales mayores para poder alcanzar 

tales niveles de significación (Altshuler et al., 2008). A pesar de ello, los GWAS han 

permitido la identificación de genes de susceptibilidad nunca anticipados en algunas 

enfermedades complejas, sugiriendo inmediatamente nuevas hipótesis para el desarrollo de 

la enfermedad (Sladek et al., 2007; Radstake et al., 2010).  

La reciente aplicación de los GWAS al asma ha revelado la existencia de variantes 

comunes de riesgo en unos pocos genes/regiones de susceptibilidad y con efectos no 

siempre consistentes en todas las poblaciones estudiadas (Tabla 5). 

  

Tabla 5. GWAS de asma, genes identificados y arrays comerciales empleados. 

Estudio Población Genes Array(s) utilizado(s) 

Moffatt et al., 2007 Europea ORMDL3* Illumina HumanHap300 

Hancock et al., 2009 Mexicana TLE4 Illumina HumanHap550 

Himes et al., 2009 
Europeo-
americana 

PDE4D Illumina HumanHap550 

Mathias et al., 2010 
Afroamericana/ 
afro-caribeña 

ADRA1B, PRNP, DPP10, 
GNA13 

Illumina HumanHap650Y

Sleiman et al., 2010 
Europeo-
americana 

DENND1B*, ORMDL3* 
Illumina HumanHap300, 

550, 650Y 

Li et al., 2010a Europea 
RAD50,  IL13,  HLA-DR-DQ, 

LRPB1,  SNX10,  CA10,  
KCNJ2 

Illumina HumanCNV370 

Moffatt et al., 2010 Europea 

IL18R1*,  HLA-DRB1*,  HLA-
DQ*,  IL33*,  

ORMDL3/GSDML*,  
SMAD3*,  IL2RB*,  

SLCA22A5,  IL13,  RORA 

Illumina Human610 

Ferreira et al., 2011b 
Australiana 
(europea) 

ORMDL3,  IL1RL1,  deleción 
en 17q21 

Illumina HumanHap300, 
CNV370a, 610 

Torgerson et al., 2011 

Europeo-
americana, 

afroamericana/ 
afro-caribeña, 

latinoamericana

ORMDL3/GSDML*, IL1RL1*, 
TSLP*, RTP2*, IL33, PYHIN1

Illumina Human 1M, 550, 
610b y 650Y; Affymetrix 

500K y 6.0 

Hirota et al., 2011 Japonesa 

HLA-DRA*, NOTCH4*, 
C6orf10*, BTNL2, PBX2,  
HLA-DQB1,  HLA-DQA2,  

HLA-DOA,  IKZF4,  
LOC729675,  GAB1,  TSLP 

Illumina HumanHap550 y 
610 

Ferreira et al., 2011a 
Australiana 
(europea) 

IL6R* y región 11q13.5* 
Illumina HumanHap300, 

CNV370a, y 610 

* Genes asociados con significación genómica en cada estudio. 
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Muchos de los genes que han sido señalados en los GWAS de asma se relacionan 

con procesos biológicos previamente implicados en la enfermedad (FCER1A, IL1RL1, IL6R) 

(Moffatt et al., 2010; Ferreira et al., 2011a), otros son completamente inesperados, entre los 

que destacan ORMDL3 (relacionado con el metabolismo de esfingolípidos) (Moffatt et al., 

2010), TLE4 (involucrado en la regulación de la actividad de las células B) (Hancock et al., 

2009), o DENND1B (que se expresa en las células dendríticas e interactúa con TNF-) 

(Sleiman et al., 2010).  A pesar de ello, el solape entre los genes revelados por los distintos 

estudios es sólo parcial, lo que sugiere que futuros estudios seguirán revelando nuevos 

genes de susceptibilidad al asma. 

1.6.7. Meta-análisis de GWAS en asma 

Los meta-análisis son un procedimiento estadístico para combinar los resultados de  

diferentes estudios y obtener una nueva aproximación a la realidad. Este tipo de estudios 

son de gran utilidad cuando los resultados previos son contradictorios o cuando se sospecha 

que éstos carecen de un tamaño de muestra adecuado, puesto que permiten aumentar el 

poder estadístico y por tanto detectar asociaciones con efectos más leves en la enfermedad 

(Ober & Yao, 2011). Hasta el momento se han llevado a cabo dos meta-análisis con datos 

de GWAS en asma (Moffatt et al., 2010, Torgerson et al., 2011). 

El primero de estos meta-análisis de GWAS en asma se realizó por el consorcio 

GABRIEL y se centró en población europea, lo que proporcionó una muestra de 10.365 

casos y 16.110 controles procedentes de 23 estudios de toda Europa en los que se 

genotiparon 582.892 SNPs (Moffatt et al., 2010). En este estudio, se alcanzaron umbrales 

de significación genómicos de p≤7,2x10-8 en SNPs cercanos o pertenecientes a 6 genes 

(HLA-DQ, ORMDL3/GSDML, IL33, IL18R1, IL2RB, y SMAD3). Otros 3 genes mostraron 

valores próximos a la significación (SLCA22A5, IL13, y RORA), es decir, no alcanzaron los 

valores de significación genómicos aunque éstos fueron elevados (p≤5,0x10-7). Asimismo, 

en este estudio se observó que, generalmente, las asociaciones fueron más significativas 

entre los asmáticos de comienzo temprano (0-16 años) y especialmente en SNPs de la 

región 17q21 próxima a ORMDL3/GSDML, cuya asociación resultó sólo significativa entre 

los casos de comienzo temprano, pero no en los de comienzo en edad adulta. 

El segundo meta-análisis de GWAS en asma, realizado por el consorcio EVE, 

consideró muestras de distintas poblaciones americanas, no sólo europeo-americanas, sino 

también afroamericanas, afro-caribeñas y latinoamericanas, que se analizaron tanto 

conjuntamente como de manera estratificada para más de 2 millones de SNPs (Torgerson et 

al., 2011). Estableciendo un umbral de significación de p≤2x10-8 encontraron asociación de 

SNPs cercanos o pertenecientes a 4 genes: ORMDL3/GSDML, IL1RL1 y TSLP al analizar 



INTRODUCCIÓN 

27 

 

todas las poblaciones conjuntamente; y RTP2, que resultó específicamente asociado en 

latinos. Otras 11 regiones mostraron valores próximos a la significación (p≤1,0x10-6), 

incluyendo algunas específicas en determinadas poblaciones. Un análisis posterior de 

replicación de estas 15 regiones, destacó la asociación del gen PYHIN1 en la región 1q23.1 

sólo en individuos de ascendencia africana (Torgerson et al., 2011). 

Considerados conjuntamente los resultados de ambos meta-análisis, 4 loci mostraron 

asociación en las muestras de distintas etnias: ORMDL3/GSDML, IL1RL1/IL18R1, TSLP e  

IL33, los cuales pueden considerarse genes de susceptibilidad al asma. Además, tres de 

estas asociaciones resaltan la importancia de las citocinas derivadas de células epiteliales 

(TSLP e IL-33), que promueven la diferenciación y activación de linfocitos TH2, y de sus 

receptores (IL1RL1 codifica ST2, receptor de IL-33). 

Por tanto, los genes que se estudiarán en este trabajo, exceptuando IL13, no han 

sido revelados en los GWAS o meta-análisis de GWAS llevados a cabo hasta este momento 

(Tabla 5). Aunque no hay una explicación clara al respecto, existe la posibilidad de que 

estas regiones no estén adecuadamente representadas en los arrays empleados en los 

GWAS o la necesidad de definir subgrupos de fenotipos dentro del asma en los que estos 

genes tengan un mayor efecto. 

1.6.8. Perspectivas futuras en la genética del asma 

Los GWAS han demostrado ser una herramienta muy eficaz para la identificación de 

genes y procesos biológicos que subyacen a la susceptibilidad a distintas enfermedades 

complejas, incluida el asma. Sin embargo, los alelos de riesgo identificados hasta este 

momento mediante los GWAS no explican todo el componente genético de las 

enfermedades complejas (Manolio et al., 2009). Dado que se estima que quedan muchos 

más genes de susceptibilidad por descubrir, surgen nuevos retos en el estudio de la 

genética de la enfermedad, como la necesidad de ampliar los estudios al espectro de 

frecuencia alélica baja (MAF<5%), que quizás tengan efectos mayores en la enfermedad.  

Otra posible explicación a la imposibilidad de predecir el riesgo a la enfermedad 

mediante datos genéticos es que los GWAS no estén revelando variantes causales sino 

variantes correlacionadas con ellas, cuyos efectos sean inferiores a los reales. 

Alternativamente, la causalidad podría deberse a otro tipo de variación más compleja, por 

ejemplo los polimorfismos de variación en el número de copia (llamados CNVs) o a cambios 

epigenéticos, poco relacionados con la variación de SNPs (Manolio et al., 2009). Sin 

embargo, las evidencias actuales demuestran que en general la gran mayoría de los CNVs 

mantienen una gran correlación con los SNPs. Por tanto, con los GWAS realizados también 
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ha sido posible asociar de manera indirecta los CNVs más frecuentes con la enfermedad 

(Craddock et al., 2010). 

Por otro lado, como se ha mostrado con anterioridad, la mayoría de los GWAS de 

asma se han realizado en poblaciones con ascendencia en el Norte de Europa (8 de los 11 

estudios; Tabla 5). Dado que es muy probable que existan genes de susceptibilidad y/o 

alelos de riesgo con especificidad poblacional, más aún si las variantes implicadas en la 

etiología son de baja frecuencia, es necesario que se realicen GWAS en otras poblaciones, 

sobre todo más diversas (Manolio et al., 2009). Es más, aunque se mantengan los efectos 

en dos poblaciones distintas, una variante de riesgo puede detectarse en una población 

simplemente porque alcance una frecuencia mayor. La interacción de los genes con el 

ambiente también contribuiría a las diferencias en los efectos detectados en distintas 

poblaciones y a la detección de las variantes de riesgo en los estudios, lo que puede incluso 

traducirse en que un mismo alelo tenga efectos opuestos en poblaciones diferentes 

(Choudhry et al., 2005).  

Otro aspecto importante es que, pese a la enorme información que proporcionan los 

GWAS, en la predicción de riesgo a enfermedad sólo se ha utilizado la información de los 

SNPs más significativamente asociados, sin considerar el resto de información del genoma. 

Los GWAS identifican unas pocas variantes de susceptibilidad que alcanzan los umbrales 

de significación genómicos, pero también desvelan muchas otras que son sugerentes, y que 

en muchos casos se descartan por la dificultad de discernir si son reales o no. Sin embargo, 

su utilización podría ayudar a identificar más genes de susceptibilidad al asma si los datos 

se integran con los resultados de otro tipo de información biológica, redes de interacción de 

proteínas en vías funcionales conocidas, etc (Wei et al., 2009). 

Otra posibilidad es que la causalidad implique variación menos frecuente. El 

Proyecto 1000 Genomas (1KGP) (The 1000 Genomes Project Consortium, 2010) ha 

revelado la existencia de millones de variantes, SNPs e inserciones/deleciones (indels) cuya 

frecuencia en la población es baja (1-5%). Dado que los GWAS actuales tienen un poder 

estadístico limitado para detectar asociaciones con SNPs de baja frecuencia (<1%), al haber 

empleado arrays de genotipado diseñados a partir de la información del proyecto HapMap 

(3,5 millones de variantes con  (MAF≥5%) (Frazer et al., 2007; Altshuler et al., 2008), y no 

basados en los más de 17 millones de variantes genéticas reveladas por 1KGP (The 1000 

Genomes Project Consortium, 2010), la mayoría de estas variantes nunca han sido 

estudiadas en relación al desarrollo del asma ni con ninguna otra enfermedad compleja. En 

el supuesto de que estas variantes tuvieran efectos mayores, lo cual es biológicamente 

plausible, éstas podrían explicar el componente genético del asma no revelado hasta el 

momento. Se espera que este tipo de variantes de baja frecuencia pueda estudiarse 
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adecuadamente empleando arrays de nueva generación, y usando además algoritmos de 

imputación a partir de los datos del 1KGP (The 1000 Genomes Project Consortium, 2010). 

Sin embargo, se prevé que serán necesarios proyectos de secuenciación masiva de genes 

candidatos, exomas o genomas completos para un mejor entendimiento de la genética del 

asma. 

1.7. Relación entre ascendencia genética y asma 

Un aspecto importante en la susceptibilidad al asma lo constituye la composición 

genética de la población estudiada, puesto que se observan disparidades étnicas en la 

prevalencia y gravedad de la enfermedad que no pueden explicarse únicamente por 

diferencias ambientales, sociales, culturales o por factores económicos. Ello se encuentra 

además reforzado por el hecho de que la variación genética de la población humana se 

encuentra estructurada en las distintas poblaciones mundiales (Li et al., 2008). 

A continuación se detallan dos ejemplos de relación entre ascendencia genética y 

asma, en poblaciones afroamericanas y mexicanas, que muestran que la asociación entre la 

ascendencia genética y el riesgo o protección frente al asma puede ser indicativa de la 

existencia de genes o regiones genómicas que confieren una distinta susceptibilidad a la 

enfermedad en la población, y que son específicas de una de las poblaciones parentales. 

Algo similar podría ocurrir en la población canaria, que muestra una mayor prevalencia de 

asma que el resto de España y es resultado de una mezcla reciente entre poblaciones 

europeas y norteafricanas. 

1.7.1. Ascendencia genética africana y riesgo al asma en afroamericanos  

Una población en la que la ascendencia genética presenta un papel fundamental en 

el riesgo al asma es la población afroamericana. Esta población se ha originado por la 

mezcla reciente de poblaciones de Europa y del oeste de África (Zakharia et al., 2009). Se 

ha sugerido que los alelos de riesgo de genes que promueven directa o indirectamente una 

respuesta linfocitaria de tipo TH2 se encuentran en mayor frecuencia en poblaciones cuyos 

ancestros son originarios de regiones tropicales, puesto que podrían haber conferido cierta 

ventaja selectiva en la defensa frente a los parásitos (Le Souef et al., 2006).  

Dado que en el oeste africano la prevalencia del asma es similar a la de Europa, y 

que la población afroamericana presenta una mayor prevalencia de la enfermedad que la 

población europeo-americana con la que comparte condiciones ambientales similares, 

según esta hipótesis, la mayor prevalencia del asma en afroamericanos podría ser resultado 

de la interacción entre los alelos de riesgo heredados de los ancestros africanos y los 

factores de riesgo ambientales presentes en las sociedades con estilo de vida occidental. En 
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este sentido, se ha demostrado la influencia de la ascendencia genética en el asma en 

afroamericanos, al asociarse la ascendencia africana con un mayor riesgo de padecer asma 

(Flores et al., 2011), y con la presencia de mayores niveles de IgE totales en suero en 

poblaciones afro-caribeñas (Vergara et al., 2009). Asimismo, se ha encontrado relación 

entre la ascendencia africana y la disminución de la función pulmonar en afroamericanos 

(Tsai et al., 2006; Kumar et al., 2010), incluso sugiriéndose que el diagnóstico del asma 

grave podría mejorarse si la información de la ascendencia genética se incluyese en los 

modelos de cálculo de riesgo (Kumar et al., 2010).  

Además, en la población afroamericana se han encontrado recientemente factores 

genéticos de riesgo heredados de sus ancestros africanos cuya asociación con la 

enfermedad es exclusiva de la población afroamericana. Este es el caso del gen PYHIN1, 

cuyo alelo de riesgo no está presente en las poblaciones de ascendencia europea y se 

presenta en baja frecuencia en poblaciones latinoamericanas (Torgerson et al., 2011).  

1.7.2. Ascendencia genética amerindia y protección frente al asma en la población 

mexicana 

Otro ejemplo de relación entre ascendencia y asma lo representa la población 

mexicana, que muestra los valores de ascendencia amerindia más elevados y la menor 

prevalencia de asma entre las poblaciones hispanas (Hunninghake et al., 2006).  

En contraste con la población afroamericana, un estudio asoció la ascendencia 

amerindia con la presencia de asma leve (Salari et al., 2005). Además, recientemente se ha 

revelado que determinadas regiones cromosómicas portadoras de alelos protectores para el 

desarrollo del asma presentan una mayor ascendencia amerindia que la esperada (Hancock 

et al., 2009). Por tanto, estos estudios sugieren que la ascendencia amerindia se relaciona 

con un menor riesgo de asma. Al ser la población mexicana portadora de alelos protectores 

provenientes de la población nativa, éstos disminuyen la susceptibilidad y gravedad de la 

enfermedad en esta población. 

1.8. Influencia norteafricana en la población española 

Las poblaciones que habitan la Península Ibérica muestran una relativa 

homogeneidad genética (Cavalli-Sforza et al.; 1994, González et al., 2003; Flores et al., 

2004; Laayouni et al., 2010), salvo algunas excepciones como la población vasca 

(Rodríguez-Ezpeleta et al., 2010). Esto se debe a que las poblaciones peninsulares se han 

visto afectadas por los mismos grandes fenómenos migratorios prehistóricos que el resto de 

poblaciones europeas, pero de una manera uniforme (Flores et al., 2004), con 

independencia de la magnitud de la influencia debida a las expansiones neolíticas desde el 
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Oriente Próximo (Cavalli-Sforza et al., 1994; Richards et al., 2000; Semino et al., 2000; 

Barbujani & Goldstein, 2004; Balaresque et al., 2010). A pesar de ello, varias evidencias 

indican la existencia de influencia africana desigual entre distintas poblaciones españolas, 

tanto en la Península Ibérica como en las Islas Canarias. En este sentido, se ha encontrado 

una mayor diversidad haplotípica autosómica a nivel genómico en las poblaciones del 

suroeste de Europa, lo que se ha interpretado como resultado de las migraciones directas 

desde el norte de África hacia la cuenca mediterránea (Auton et al., 2009). Además, los 

estudios basados en el ADN mitocondrial y en la porción no recombinante del cromosoma Y 

han encontrado una influencia norteafricana del 8-10% en la Península Ibérica (González et 

al., 2003; Pereira et al., 2005; Flores et al., 2004; Adams et al., 2008; Capelli et al., 2009), 

con estimas algo mayores en las regiones del noroeste y del sur (González et al., 2003; 

Maca-Meyer et al., 2003; Flores et al., 2004; Adams et al., 2008). Esta influencia 

norteafricana podría deberse al legado genético musulmán de su reinado en la Península 

Ibérica que comenzó en el año 711 y se prolongó durante tres siglos (Chejne, 1974).  

En el caso particular de las Islas Canarias, se ha demostrado que tales influencias 

son aún mayores, entre 22-38% de influencia norteafricana y menos de un 5% de mezcla 

subsahariana (Rando et al., 1999; Flores et al., 2001; Flores et al., 2003; Maca-Meyer et al., 

2004; Fregel et al., 2005; Fregel et al., 2009). Esto se explicaría por la influencia genética de 

la población aborigen y por el tráfico de esclavos de origen subsahariano (Flores et al., 

2001). Las Islas Canarias se encontraban habitadas por una población aborigen en el 

momento de la conquista española en el siglo XV. Desde el principio de la conquista, los 

cronistas relacionaron las costumbres y el dialecto de los aborígenes canarios con los de las 

poblaciones bereberes del noroeste africano. Desde entonces, se han acumulado 

numerosas evidencias, tanto antropológicas como arqueológicas, que apoyan dicho origen. 

De la misma manera, los estudios genéticos llevados a cabo han encontrado influencia 

norteafricana en la población canaria, usando marcadores clásicos (Flores et al., 2001), 

autosómicos (Maca-Meyer et al., 2004; Fregel et al., 2005), ADN mitocondrial (Rando et al., 

1999) y marcadores de la porción no recombinante del cromosoma Y (Flores et al., 2003). 

Estas diferencias en la mezcla africana presente en las poblaciones españolas 

podrían ser una fuente de estratificación poblacional con efectos potencialmente negativos 

en los estudios de asociación (Price et al., 2006; Chanock et al., 2007). Además, éstas 

podrían ser causantes de la distinta incidencia que se observa entre la población canaria y 

peninsular para algunas enfermedades como el asma (Juliá Serda et al., 2005), la diabetes 

tipo II (Boronat et al., 2006), y la hipertensión (de Pablos-Velasco et al., 2002), entre otras. 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

Las hipótesis de partida para este trabajo son: 

1) La población española presenta una mezcla genética africana desigualmente 

distribuida entre regiones generando la presencia de estructura poblacional. 

2) La ascendencia africana, estimada a partir de polimorfismos genéticos, se asocia 

con la susceptibilidad y/o gravedad del asma o fenotipos alérgicos en la población canaria. 

3) Asumiendo un modelo de variante común enfermedad común, en el que variantes 

genéticas frecuentes en la población constituyen factores de riesgo en el desarrollo de 

asma, variantes comunes en genes de gran relevancia en la patogénesis del asma en varias 

poblaciones constituyen también factores de susceptibilidad y/o gravedad de esta 

enfermedad en la población española. 

Los objetivos de esta tesis doctoral son: 

1) Evaluar un conjunto de polimorfismos informativos de ascendencia que permitan 

distinguir entre ascendencia genética europea y africana, con los que estudiar si existen 

diferencias en la mezcla africana entre distintas regiones de España. 

2) Determinar si las diferencias en mezcla norteafricana entre regiones españolas 

podrían sesgar los resultados de los estudios de asociación de tipo caso-control en 

individuos españoles no relacionados, y evaluar distintas metodologías para la corrección 

eficiente de estos efectos. 

3) Estudiar la relación entre el trasfondo genético poblacional de la población canaria 

y la susceptibilidad y gravedad del asma y fenotipos relacionados. 

4) Analizar la asociación de variantes comunes del gen IRAK3 con la susceptibilidad 

y gravedad del asma y fenotipos relacionados en la población española. 

5) Estudiar la asociación de variantes comunes de ocho de los genes candidatos con 

mayor número de replicaciones en estudios independientes en la bibliografía (IL4, IL13, 

IL4R, LTA-TNF, CD14, ADRB2, MS4A2 y ADAM33) con la susceptibilidad y gravedad del 

asma y fenotipos relacionados en la población española. 

6) Explorar los efectos de la edad de comienzo del asma en la asociación de los 

genes candidatos con la susceptibilidad a la enfermedad. 

7) Estudiar la magnitud del riesgo conjunto que proporcionaría la acumulación de 

variantes de riesgo en los distintos genes candidatos de susceptibilidad al asma y su 

relación con la edad de comienzo de la enfermedad. 
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3. METODOLOGÍA 

3.1. Diseño y muestras para el estudio de estratificación poblacional 

En los estudios de asociación de tipo caso-control realizados con individuos sin 

relación de parentesco, es muy importante que los individuos de ambos grupos representen 

una muestra homogénea de la población en cuanto a su origen étnico y geográfico, evitando 

diferencias en la composición genética entre grupos. La existencia de estratificación 

poblacional podría originar asociaciones falsas si existiese una mayor prevalencia de la 

enfermedad en los distintos subgrupos o si éstos no estuviesen igualmente representados 

en los casos y controles (Price et al., 2006; Chanock et al., 2007). Puesto que ningún trabajo 

previo ha estudiado la posible presencia de estratificación poblacional en la población 

española, debida a una mezcla africana desigual entre regiones, en esta tesis se realizó un 

estudio previo a los estudios de asociación para explorar dicha posibilidad. Para ello, se 

realizó un muestreo de población peninsular, canaria y norteafricana, y se obtuvo 

información de otras poblaciones de interés, procedente de bases de datos de acceso libre y 

de datos publicados. 

3.1.1. Muestras españolas y norteafricanas 

Se obtuvieron 77 muestras de ADN representativas de la población peninsular, del 

Banco Nacional de ADN (www.bancoadn.org), con origen en distintas regiones: Andalucía 

(n=15), Murcia (n=5), Extremadura (n=5), Castilla La Mancha (n=4), Valencia (n=7), Castilla 

y León (n=9), Madrid (n=1), Cataluña (n=2), Galicia (n=4), Cantabria (n=3), Navarra (n=4), 

La Rioja (n=4), Asturias (n=1), y muestras con un origen peninsular heterogéneo (n=13). La 

población canaria estaba representada por 104 muestras procedentes de donantes sanos y 

recogidas en bancos de sangre (El Hierro, n=7; La Palma, n=7; La Gomera, n=7; Tenerife, 

n=30; Gran Canaria, n=30; Lanzarote, n=13 y Fuerteventura, n=10). Éstas se compararon 

además con 15 muestras procedentes del Banco Nacional de ADN, todas ellas originarias 

de Gran Canaria. Además, se incluyeron 68 muestras de ADN de donantes nacidos en el 

Norte de África: 25 de Casablanca y 25 de Rabat (cedidas por el Dr. David Comas, Institut 

de Biología Evolutiva, Barcelona), y 18 procedentes de otras regiones de Marruecos 

(cedidas por los Dres. José Larruga, Ana González y Vicente Cabrera, Universidad de La 

Laguna).  

En todos los casos se trató de muestras de sangre o ADN de donantes sanos sin 

relación de parentesco, que declararon que sus cuatro abuelos habían nacido en el mismo 

lugar. Así, la asignación de la localidad de origen se realizó en función de la procedencia de 

sus cuatro abuelos. 
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3.1.2. Datos de otras poblaciones 

Se utilizaron datos genómicos de más de 640.000 SNPs procedentes del panel 

mundial de la diversidad genética humana (HGDP) (Li et al., 2008), correspondientes a 29 

individuos argelinos de etnia mozabite y 24 individuos vascos franceses, ambos grupos 

escogidos como representativos de las poblaciones norteafricana y española 

respectivamente, por ser las poblaciones más cercanas a estas ascendencias recogidas en 

el HGDP. Además, se emplearon datos depositados en el proyecto HapMap (Frazer et al., 

2007), correspondientes a individuos subsaharianos de ascendencia nigeriana del grupo 

étnico yoruba (YRI).  

Con el fin de comparar las poblaciones analizadas dentro de un contexto europeo, se 

consideraron además datos publicados para muestras de individuos de distintos orígenes: 

163 suecos, 57 polacos, 76 ingleses, 119 italianos, 68 griegos, y 55 españoles (Price et al., 

2008), así como muestras de 60 individuos norteamericanos con con ascendencia en el 

norte u oeste de Europa (CEU) depositadas la base de datos del HapMap (Frazer et al., 

2007). 

3.1.3. Selección de marcadores de ascendencia 

En el momento en que se comenzó este estudio no existía en la bibliografía ningún 

conjunto de polimorfismos informativos de ascendencia específicamente escogidos para 

distinguir entre población peninsular y norteafricana, con los que estudiar las diferencias en 

mezcla norteafricana entre Canarias y la Península Ibérica. Sin embargo, un trabajo previo 

en el que se analizó la estratificación poblacional presente en Europa había descrito un 

conjunto de 100 marcadores, denominados EuroAIMs, capaces de distinguir 

adecuadamente entre poblaciones del noroeste y sureste de Europa (Price et al., 2008). De 

estos 100 EuroAIMs, se seleccionaron 93 para los que hubo datos disponibles de todas las 

poblaciones estudiadas en dicho trabajo (Dr. Alkes Price, Harvard School of Public Health, 

Boston, comunicación personal) para genotiparlos en las muestras de este estudio. 

3.2. Diseño y muestras para el estudio de asociación 

3.2.1. Muestras de asmáticos y controles 

Siguiendo un diseño de tipo caso-control de individuos sin relación de parentesco, se 

incluyeron en el estudio de asociación muestras de individuos con dos generaciones de 

ancestros nacidos en España, que formaron parte del estudio GOA (estudio de la genética 

del asma en la población española). 
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Grupo de casos: incluyó 607 muestras de sangre o saliva de sujetos diagnosticados 

de asma con más de 5 años de edad y con una caracterización clínica detallada realizada 

por los Servicios de Neumología y Alergia del Hospital Universitario Nuestra Señora de 

Candelaria (Tenerife) y por los Servicios de Alergia del Hospital Universitario Insular y del 

Hospital Universitario Dr. Negrín (ambos en Gran Canaria). En todos los casos se requirió el 

consentimiento informado del paciente o de sus familiares y se registraron distintas variables 

demográficas y clínicas de interés para el estudio: edad, sexo, diagnóstico, función pulmonar 

medida mediante pruebas espirométricas (determinación del volumen expiratorio forzado en 

un segundo [FEV1] y del volumen expiratorio forzado en un segundo tras exposición a un 

broncodilatador [FEV1 post]), edad de comienzo de la enfermedad, niveles de IgE totales y 

específicas, atopia, rinitis, resultado para la prueba cutánea de alergia (SPT), etc (Tabla 6).  

Tabla 6. Características clínicas y demográficas de la muestra de casos y controles 

Variable 
Casos   

(n=607) 
Controles 
(n=1.271) 

p-valor 

Género (varones, %) 21,9 59,1 <0,001a 

Edad (P25-P75) 25-44 32-48 <0,001b 

Hábitos tabáquicos (alguna vez fumadores, %) 27,3 48,1 <0,001a 

Características clínicas:    

log10IgE en suero 2,02-2,64   

Gravedad del asma (%):    

Grave 47,3   

Moderado 28,6   

Leve 24,1   

Edad de diagnóstico (años, P25-P75) 21-28   

FEV1 (% valor predicho,  P25-P75) 68-95   

FEV1 post (litros, P25-P75) 2,1-3,9   

Rinitis (%) 74,2   

Dermatitis (%) 20,0   

SPTc (% positivo) 76,9   

IgE específica (% positivo) 51,9   

Atopiad (%) 76,9   

Tratamiento de síntomas asmáticos (%) 55,6   

Índice de masa corporal (kg/m2, P25-P75) 21,0-27,5   
aEstadístico de 2; bEstadístico de Mann-Whitney; cPositivo para al menos uno de los siete 
alérgenos comunes evaluados, dPositivo para SPT o IgE específica.     

 

En el grupo de asmáticos, la definición de atopia se basó en el resultado positivo en 

al menos una de las pruebas cutáneas de alergia, o por IgE específica elevada en el suero. 

La prueba cutánea de alergia se consideró positiva si el paciente desarrolló un habón con un 

diámetro 3 mm mayor que un control salino en respuesta al pinchazo subcutáneo con 
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extractos de alérgenos. En el caso de la IgE específica, para considerarse elevada el 

paciente debió presentar niveles >0,35 UI mL-1 frente a algún alérgeno. En los dos tipos de 

pruebas, los alérgenos considerados pertenecieron a 7 grandes grupos: ácaros, epitelios, 

polen, hongos, alimentos, látex y otros.  

 Grupo de controles: se incluyeron 1.271 muestras de sangre o ADN de individuos 

con dos generaciones de ancestros de origen español representativos de la población 

general, procedentes de bancos de sangre del territorio nacional (Hospital Universitario Dr. 

Negrín y Banco Nacional de ADN). Todos los controles cumplieron el requisito de no 

presentar enfermedades respiratorias, diagnóstico de asma u otros fenotipos atópicos 

relacionados (alergia, rinitis, dermatitis atópica, conjuntivitis atópica), ni tampoco presentaron 

antecedentes familiares conocidos de ninguna de estas condiciones. 

3.2.2. Selección de SNPs en los genes candidatos 

Con el fin de realizar un estudio eficiente de la asociación de variantes comunes de 

los genes candidatos (IL4, IL13, IL4R, LTA-TNF, CD14, ADRB2, MS4A2, ADAM33 e 

IRAK3), se seleccionó para cada gen un conjunto mínimo de tSNPs, polimorfismos que por 

su elevada correlación con otras variantes comunes del mismo permiten resultan 

informativos para predecir su variación. En el proceso de selección, se forzó que los 

algoritmos incluyesen como parte del conjunto de tSNPs a aquellos SNPs que en estudios 

anteriores hubiesen resultado asociados con asma y fenotipos relacionados, o que 

presentasen funcionalidad deducida de estudios in silico, in vitro o in vivo. Por medio de la 

aplicación informática PupaSuite (Conde et al., 2006) se exploró la posible funcionalidad 

asociada a las variantes comunes de los genes candidatos, por su presencia en sitios de 

unión de factores de transcripción, de unión de microRNAs, de regulación del procesamiento 

de formas alternativas del ARN o por predecir cambios de aminoácido. 

La información de los genotipos de los SNPs presentes en los genes candidatos en 

muestras de referencia de la población europea procedió de bases de datos de re-

secuenciación públicas o privadas (Tabla 7), y se incluyeron los polimorfismos situados en al 

menos 2 kb flanqueantes al gen. Esta elección se debió a que la información de re-

secuenciación proporciona una información más completa de las variantes comunes de los 

genes candidatos que la información de genotipado del proyecto HapMap que, como media, 

sólo incluye información de un SNP por cada kb (Frazer et al., 2007). Como se comentó 

anteriormente, dada la proximidad y el elevado LD entre los genes LTA y TNF, ambos 

fueron estudiados como una sola región. Del mismo modo, a pesar de que los diversos 

estudios de asociación anteriores han estudiado los genes IL13 e IL4 de manera 
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independiente (Ober & Hoffjan, 2006), dada su escasa separación física (12,6 kb), en este 

estudio también se consideraron como una sola región. 

Tabla 7. Fuente de los datos de secuenciación de los genes candidatos utilizados 
para la selección de tSNPs. 

Gen Fuente de los datos Población Nº de cromosomas 

IL13-IL4 SeattleSNPs databasea Europeo-americana 46 

CD14 
Innate Immunity NHLBI 
Program for PGAb 

Europeo-americana 46 

ADRB2 SeattleSNPs databasea Europeo-americana 46 

LTA-TNF SeattleSNPs databasea Europeo-americana 46 

MS4A2 T1D Databasec Inglesa 192 

IL4R SeattleSNPs databasea Europeo-americana 46 

ADAM33 
NIEHS Environmental 
Genome Projectd 

Europeo-americana 44 

IRAK3 
Resultados de proyecto 
SAF 2004-06833 

Española 64 

aDisponible en http://pga.gs.washington.edu 
bDisponible en https://regepi.bwh.harvard.edu/IIPGA2 
cDatos compartidos por el Prof. John Todd (University of Cambridge) y descritos en Smyth 
et al. (2006). 
dDisponible en http://egp.gs.washington.edu. 

 
En el caso del gen IRAK3, la información de partida procedió de datos de 

secuenciación del gen en una muestra de 32 individuos sanos sin relación de parentesco de 

la población española, disponible en nuestro laboratorio como resultado de un proyecto 

anterior. Las regiones secuenciadas comprendieron un total de 22,6 kb del gen e incluyeron: 

los 12 exones, al menos 100 pb de las regiones intrónicas flanqueantes de los mismos, 1,5 

kb de la región 5’, y 4,2 kb de la región 3’. Como parte de esta tesis se procedió a la 

comparación manual de las secuencias y a la validación de las variantes nuevas y/o las 

variantes exclusivas de las 32 muestras, mediante secuenciaciones independientes. Las 

reacciones de secuenciación de ambas cadenas se llevaron a cabo con los mismos 

cebadores que se habían empleado en las amplificaciones por reacción de la polimerasa e 

cadena (PCR), utilizando el BigDye® v3.1 Terminator Cycle Sequencing kit (Applied 

Biosystems, Foster City, CA) y siguiendo las recomendaciones del fabricante. 

Posteriormente, las secuencias fueron analizadas en un secuenciador automático ABI 

PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) e interpretadas mediante el programa 

Sequence Analysis (Applied Biosystems). Por último, la denominación de las variantes se 

realizó siguiendo las guías establecidas internacionalmente (Antonarakis, 1998).  
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 Independientemente de la fuente de información de genotipos, los datos de re-

secuenciación fueron inicialmente filtrados de manera que sólo se tuvieron en cuenta 

aquellas variantes con MAF≥5% en la muestra de referencia. Posteriormente se 

reconstruyeron los haplotipos, y por último se procedió a la selección de los tSNPs. A 

continuación se detalla cada uno de los pasos llevados a cabo en el proceso: 

1. En primer lugar, a partir de los datos de re-secuenciación se calcularon las 

frecuencias alélicas de los polimorfismos, mediante el programa Haploview 4.2 (Barrett et 

al., 2005), y se seleccionaron aquellos que presentaron una MAF5% en la población. 

2. A continuación, se infirieron los haplotipos a partir de los genotipos mediante el 

programa PHASE 2.1 (Stephens et al., 2001), el cual ofrece una reconstrucción bayesiana 

de haplotipos utilizando la información obtenida a priori de haplotipos ya conocidos (todos 

excepto las muestras dobles heterocigóticas) empleando cadenas de Markov-Monte Carlo. 

Tras comprobar que distintas carreras independientes con parámetros diferentes convergían 

en los mismos valores de probabilidad, los haplotipos fueron obtenidos de la carrera, de un 

total de cinco, que proporcionase un mejor ajuste con los datos observados. 

3. Por último, los haplotipos con frecuencia superior al 1% se emplearon para la 

selección de un conjunto mínimo de tSNPs que proporcionase una cobertura eficiente del 

gen, utilizando el programa TagIT (Ahmadi et al., 2005) para MATLAB® (The MathWorks 

Inc., Natick, MA). En este paso, los SNPs con funcionalidad demostrada o predicha y 

aquellos que se hubiesen asociado con asma con anterioridad fueron forzados a estar 

incluidos como parte de los tSNPs seleccionados. El conjunto final de tSNPs se evaluó 

mediante simulaciones en las que se realizó un remuestreo de SNPs (eliminando en cada 

ronda un SNP del conjunto). Con ello se comprobó que los SNPs comunes del gen eran 

capturados con una cobertura haplotípica de r2≥0,8 como media (Ahmadi et al., 2005). 

Además, se comprobó que los conjuntos de tSNPs obtenidos para cada gen 

representasen adecuadamente la variación recogida en la base de datos del HapMap 

(Frazer et al., 2007), llegando en algunos casos a tener que aumentarse el número de 

SNPs. Este fue el caso concreto del gen de la IL4R, para el cual la re-secuenciación 

depositada en la base de datos no se había realizado para el gen completo, debido al 

desconocimiento de la presencia de dos exones reguladores adicionales en la región 5’ del 

gen. La Tabla 8 recoge el número de SNPs seleccionados para cada gen. 
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Tabla 8. Resumen del conjunto de tSNPs seleccionados para cada gen. 

Gen  Región cromosómica 
(posición en Megabases)

Tamaño del 
gen (kb) 

Región 
cubierta (kb) Nº tSNPs 

Cobertura 

(r2) 

IL13-IL4 5q31.1 (132,0) 12 29,0 10 1,00 

CD14  5q31.1 (140,0) 2 7,0 6 1,00 

ADRB2  5q31 (148,2) 2 9,5 8 1,00 

LTA-TNF  6p21.3 (31,5) 6 9,3 11 1,00 

MS4A2 11q13 (59,9) 10 15,3 7 0,97 

IL4R  16p12.1 (27,3) 51 56,0 21 1,00 

ADAM33  20p13 (3,6) 14 15,2 19 1.00 

Total  97 141,3 82  

 

3.3. Genotipado 

3.3.1. Preparación de las muestras para el genotipado 

3.3.1.1. Extracción de ADN 

De los participantes a los que se extrajo sangre periférica, se obtuvieron 4 ml en un 

tubo con ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) que fue conservado a -20 ºC hasta la 

extracción del ADN genómico mediante métodos convencionales basados en columnas de 

afinidad GFX™ Genomic Blood DNA Purification Kit (GE Healthcare, Salt Lake City, UT). En 

el caso de las muestras de saliva, principalmente obtenidas en el caso de que los pacientes 

fuesen niños asmáticos, se recogieron 2 ml en tubos Oragene® (DNA Genotek, Ottawa, ON) 

y el ADN se purificó siguiendo las recomendaciones del fabricante. 

3.3.1.2. Amplificación genómica 

Con el fin de obtener ADN suficiente para el genotipado de todos los marcadores a 

estudiar, una alícuota de la extracción de ADN de aproximadamente 20 ng se empleó para 

una amplificación genómica con Illustra GenomiPhi V2 DNA Amplification Kit (GE 

Healthcare). Esta técnica se basa en la amplificación por desplazamiento múltiple de una 

hebra de ADN llevada a cabo por la polimerasa Ф29, en presencia de oligonucleótidos 

hexámeros con secuencias aleatorias. Así, a partir de 20 ng de ADN fue posible obtener 

entre 4 y 7 μg de amplificado genómico en forma de fragmentos >10 kb, en un volumen final 

de 20 μl. Para las sucesivas aplicaciones se diluyó el producto amplificado previa 

cuantificación. 
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3.3.1.3. Cuantificación de la amplificación genómica 

La cuantificación de ADN mediante técnicas espectrofotométricas (como el 

NanoDrop) no proporciona una medida fiable del resultado de la amplificación genómica sin 

purificar, donde existe una mezcla de ADN, cebadores hexámeros que no han sido 

utilizados, proteínas, etc, que enmascaran la emisión en el espectrofotómetro. Por ello, para 

verificar que las reacciones de amplificación genómica se habían realizado exitosamente y 

poder llevar a cabo su cuantificación, se desarrolló un método rápido basado en la lectura de 

fluorescencia de moléculas de unión específica a ADN bicatenario a tiempo real. En base a 

la cuantificación con PicoGreen® (Molecular Probes, Eugene, OR), desarrollamos una 

técnica rápida y económica para la cuantificación de ADN en placa de 96 pocillos 

empleando SYBR Green I (Molecular Probes).  

Para ello, se emplearon diluciones 1/5.000 de SYBR Green I (Molecular Probes) y 

diluciones 1/200 de los productos procedentes de la amplificación genómica, en un volumen 

de 20 l. Con ello, se registraron los valores de fluorescencia emitida a 520 nm, bajo una 

excitación de 490 nm y a 25ºC, utilizando un sistema de detección de PCR en tiempo real 

iCycler iQ Real-Time (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). En cada placa de lectura se 

incluyó una curva estándar con distintas concentraciones de ADN, preparada a partir de 

diluciones seriadas del marcador de peso molecular XIV (Roche, Basilea, Suiza) y que 

incluyó los siguientes puntos: 0, 10, 100, 250, 750 y 1.000 ng/ml. Todas las diluciones se 

prepararon en el momento de la cuantificación usando Tris 5 mM y EDTA 0,5 mM (pH=7,5). 

Las concentraciones de ADN se obtuvieron a partir de la fluorescencia emitida (en términos 

de unidades de fluorescencia relativa) por interpolación en la curva estándar (Figura 9). De 

esta forma, la lectura de cada placa de 96 pocillos se pudo realizar en 5 segundos. 

 

Figura 9. Ejemplo de curva estándar obtenida mediante distintas diluciones 
del marcador de peso molecular para la interpolación de la muestra de 
amplificación genómica a cuantificar. 
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3.3.2. Técnicas de genotipado empleadas 

La determinación de los genotipos de la mayoría de los polimorfismos se realizó 

mediante los servicios del Centro Nacional de Genotipado (CeGen; http://www.cegen.org), 

usando la plataforma MassARRAY® iPLEX Gold (Sequenom Inc., San Diego, CA). Algunos 

de los SNPs que fallaron mediante esta plataforma, o cuya secuencia imposibilitó el diseño 

mediante MassARRAY® iPLEX Gold, se genotiparon en nuestro laboratorio mediante 

reacciones de minisecuenciación de SNaPshot® (Applied Biosystems) o mediante sondas 

KASPar® (KBioscience, Hertfordshire, Reino Unido). 

Las muestras de casos y controles se genotiparon simultáneamente, y la 

interpretación de los genotipos fue ciega con respecto a la condición de caso o control. Para 

supervisar la calidad de las técnicas, un 5-10% de las muestras fueron genotipadas por 

duplicado. Además, se añadieron en cada placa controles negativos y muestras con 

genotipo conocido procedentes del Instituto Coriell de Investigación Médica 

(http://www.hapmap.org), y en el caso de IRAK3 también se incluyeron las muestras usadas 

en la secuenciación inicial, con el fin de comprobar la calidad de los genotipos obtenidos. 

3.3.2.1. Genotipado mediante MassARRAY® iPLEX Gold 

En esta técnica, en primer lugar se amplifican simultáneamente los fragmentos de 

ADN que contienen los SNPs de interés mediante PCR multiplex y, tras purificar los 

productos siguiendo las recomendaciones del fabricante, se lleva a cabo una reacción de 

discriminación alélica empleando un oligonucleótido de extensión adyacente al cambio que 

se quiera detectar. Éste incorporará una sola base, puesto que la mezcla de reacción sólo 

contiene dideoxinucleótidos. La masa de los productos de extensión es posteriormente 

discriminada mediante la técnica MALDI-TOF, aprovechando que los terminadores que se 

utilizan presentan una masa modificada, obteniéndose así un espectro de masas para cada 

muestra (Figura 10).  
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Figura 10. Vista general del espectro de masas de una reacción multiplex de 
genotipado con la técnica MassARRAY® iPLEX Gold. Eje x, masa (Da); Eje y, 
intensidad (unidades relativas).  
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Este espectro es analizado mediante el programa informático MassARRAY Typer 

3.4, que realiza la asignación automática de genotipos, al agrupar los individuos para cada 

uno de los SNPs según sus patrones espectrales (Figura 11).  

 

Figura 11. a) Ejemplo de espectros para cada uno de los genotipos posibles de un 
SNP. b) Agrupamiento de las muestras según su espectro en los tres genotipos 
posibles para ese SNP. 

 

3.3.2.2. Genotipado mediante reacciones de SNaPshot® 

Al igual que la técnica anterior, el SNaPshot® consta de una reacción de PCR 

multiplex seguida de una reacción de extensión de una sola base, pero en este caso el 

tamaño de los fragmentos se resuelve mediante una electroforesis capilar en un 

secuenciador automático, ya que la mezcla de reacción contiene los cuatro 

dideoxinucleótidos marcados con fluoróforos diferentes.  

Las PCRs multiplex se realizaron empleando la enzima HotStartTaq® Master Mix Kit 

(QIAGEN, Valencia, CA) en un volumen final de reacción de 2,5 µl en un termociclador 

Veriti™ 96-Well Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems), siguiendo las condiciones: 94ºC 

15 min para la desnaturalización inicial, seguido de 94ºC 20 s, 56ºC 30 s, 72ºC 1 min 

repetido durante 45 ciclos y con un paso final de extensión de 72ºC 5 min. El diseño de 

estas PCRs multiplex se centró en la amplificación de fragmentos muy pequeños, en 

muchos casos de tamaño solapante, por lo que su visualización por medio de geles de 

acrilamida no desnaturalizante al 10% sólo permitió tener indicios de una amplificación 

exitosa (Figura 12). 
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Figura 12. Ejemplo de un gel de acrilamida correspondiente a dos reacciones 
distintas de PCR multiplex. A la izquierda del marcador de peso molecular V (Roche) 
se muestra una PCR de 8 amplicones, y a la derecha otra de 7. 

Las productos de PCR se purificaron usando ExoSAP-IT® (USB Corp., Cleveland, 

OH). Diluciones de los mismos se sometieron a reacciones de extensión de una sola base 

usando SNaPshot® Multiplex Kit reactions (Applied Biosystems), para posteriormente 

resolver las diferencias de tamaño de los productos de extensión mediante electroforesis 

capilar en equipos ABI 310 o ABI 3500 (Applied Biosystems). La asignación de genotipos se 

realizó de manera automática empleando el programa GeneMapper v3.2 (Applied 

Biosystems) (Figura 13).  

 

Figura 13. Ejemplo de genotipado simultáneo de 8 SNPs mediante reacciones multiplex 
de SNaPshot®. Eje x, tiempo de carrera (s); Eje y, intensidad (unidades de fluorescencia 
relativas). 

3.3.2.3. Genotipado mediante sondas KASPar® 

El genotipado mediante sondas KASPar® (KBioscience) consiste en una PCR 

competitiva con cebadores específicos de alelo, en la que los productos de PCR se detectan 

mediante un sistema de sondas marcadas mediante dos fluorocromos en un equipo de PCR 

en tiempo real. 

En esta técnica se diseñan dos cebadores sentido (5’-3’) distintos mediante el 

programa PrimerPicker software (www.kbioscience.co.uk/primer-picker), uno por cada alelo 

que se pretende detectar. Estos cebadores específicos de alelo presentan en su extremo 5’ 

una cola de nucleótidos específica y distinta para cada uno de ellos (X e Y en la Figura 14). 

Además, se diseña un solo cebador antisentido (3’-5’) sin modificación alguna. La mezcla de 

reacción contiene otros 4 cebadores universales. Por un lado un cebador marcado con FAM, 

un fluoróforo denominado 6-carboxyfluoresceina con absorción máxima a 494 nm y emisión 

a 518 nm, que es idéntico a la cola X y un cebador antisentido para éste (anti-X) que está 
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marcado con un compuesto que bloquea la emisión de fluorescencia (denominado en inglés 

quencher). Este bloqueo de la fluorescencia se produce mediante un fenómeno de 

transferencia de energía de resonancia fluorescente (FRET). Por otro lado, la mezcla 

contiene un cebador marcado con un fluoróforo cuyo espectro de absorción tiene su máximo 

a 538 nm y su emisión a 554 nm, denominado  VIC®. Este cebador marcado con VIC® es 

idéntico a la cola Y, y un cebador antisentido para éste (anti-Y) marcado con un compuesto 

quencher (Figura 14). En los primeros ciclos de la PCR, el ADN es amplificado usando los 

cebadores específicos de alelo con colas X ó Y, momento en el que no hay emisión de 

fluorescencia porque los cebadores universales están hibridados por parejas, de manera 

que el quencher amortigua la emisión de fluorescencia por la cercanía con el fluoróforo. El 

nuevo ADN sintetizado incluirá la cola X o Y en cadena inversa, lo que hace que se una el 

cebador marcado X ó Y con el compuesto fluorescente correspondiente y que se emita 

fluorescencia al liberarse del quencher.  

 
Figura 14. Elementos que intervienen en una reacción de genotipado mediante sondas KASPar. 

 

En el proceso de genotipado mediante sondas KASPar® (KBioscience), la detección 

de la señal de fluorescencia resultante al final de la reacción se realizó mediante un sistema 

de PCR en tiempo real 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems).  

Posteriormente, un análisis de agrupamiento en función de la fluorescencia permitió 

clasificar a los individuos en uno de los tres grupos de genotipos, mediante el programa SDS 

2.0.1 (Applied Biosystems). Este análisis se basa en los distintos espectros de emisión de 

fluorescencia de los fluóforos VIC y FAM, dando lugar a tres grupos de individuos: individuos 

homocigóticos del alelo 1 (marcados sólo con FAM),  individuos homocigóticos del alelo 2 
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(marcados sólo con VIC®) e individuos heterocigóticos (con emisión de fluorescencia por 

VIC® y FAM) (Figura 15).   

 
Figura 15. Agrupamiento de muestras de acuerdo con la señal de fluorescencia en un 
ensayo de genotipado mediante sondas KASPar. Eje x, intensidad de fluorescencia 
del alelo 1, marcado con FAM (unidades de fluorescencia relativas); Eje y, intensidad 
de fluorescencia del alelo 2, marcado con VIC® (unidades de fluorescencia relativas). 

 

3.4. Análisis estadístico 

3.4.1. Estudio de estratificación poblacional y relación entre la ascendencia genética y 

el asma 

3.4.1.1. Evaluación de la capacidad informativa de los marcadores de ascendencia 

Para realizar una evaluación de la capacidad informativa de los polimorfismos de 

ascendencia mediante distintos estadísticos y calcular los recuentos de alelos y los 

estadísticos exactos de desviación del equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) (Wigginton et 

al., 2005), se desarrolló en nuestro laboratorio un programa informático denominado 

SNPInfostats (Pino-Yanes et al., 2011). Para cada uno de los polimorfismos, SNPInfostats 

permitió estimar la diferencia absoluta de frecuencia alélica (δ), la distancia genética entre 

poblaciones medidas mediante FST de Weir & Cockerham (Weir, 1996), así como el índice 

de información In (Rosenberg et al., 2003). 

3.4.1.2.  Relación entre poblaciones 

El programa EIGENSOFT (Price et al., 2006) se utilizó para realizar un análisis de 

componentes principales (PCA) entre individuos y para realizar un análisis de la varianza   

(ANOVA) de las diferencias poblacionales de las puntuaciones individuales obtenidas para 

cada componente principal. Asimismo, se empleó un análisis multidimensional para 
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representar los FST entre pares de poblaciones en dos dimensiones, mediante el programa  

SPSS ver.15 (SPSS Inc., Chicago, IL). 

3.4.1.3. Estimas de ascendencia poblacional e individual 

Para conocer la magnitud de la posible contribución subsahariana al trasfondo 

genético de la población canaria se realizaron estimas de mezcla a nivel poblacional con el 

programa LEADMIX (Wang, 2003), que permitió calcular dos tipo de medidas: un estimador 

de mínimos cuadrados (mR), que no tiene en cuenta el muestreo ni la deriva genética entre 

poblaciones (Roberts & Hiorns, 1965), y el estimador de la máxima probabilidad (mW), que 

tiene en cuenta los efectos del muestreo y de la deriva genética entre poblaciones y el grado 

de diferenciación entre las poblaciones parentales antes del evento de mezcla (Wang, 

2003). 

La ascendencia de cada uno de los individuos se calculó como la probabilidad de 

pertenecer a una determinada población, mediante una asignación no supervisada de 

individuos a grupos poblacionales empleando el programa STRUCTURE 2.2 (Pritchard et 

al., 2000). Para inferir el número de poblaciones (K) se realizaron tres análisis 

independientes con un calentamiento de 50.000 iteraciones y 200.000 repeticiones desde 

K=1 a K=7, asumiendo un modelo de frecuencias alélicas no correlacionadas y sin mezcla 

(tal como se sugiere en el manual del programa STRUCTURE 2.2 para detectar estructuras 

poblacionales sutiles) y fijando el valor de la frecuencia alélica a priori o lambda en 1. Con 

ello, el número de poblaciones se dedujo empleando el método de Evanno et al. (2005) que 

se basa en la tasa de cambio en la estima de la probabilidad posterior de los datos respecto 

a los distintos valores de K. Además, la consistencia de los resultados se valoró con 

sucesivos análisis con mayor número de iteraciones. 

3.4.1.4. Inferencia de ascendencia con distintos subconjuntos de polimorfismos 

Con el propósito de explorar si al reducir el número de EuroAIMs la información 

obtenida resultaba similar a la que proporcionaba el conjunto completo de 93 EuroAIMs, se 

seleccionaron distintos subconjuntos que incluyesen un menor número de marcadores: 23, 

46 y 69 marcadores. Para ello, los EuroAIMs se ordenaron en base al promedio informativo 

de cada conjunto, mediante puntuaciones obtenidas al considerar los valores de In y δ, pero 

sin tener en cuenta el FST debido a su redundancia en información con respecto al In 

(r2=0.99). El programa STRUCTURE se empleó con cada uno de los subconjuntos de 

EuroAIMs, con los mismos parámetros ya descritos, y en todos los casos identificó 

correctamente K=2. Para clasificar a cada individuo como perteneciente a una población u 

otra se adoptó como límite un valor de mezcla de 0,70. Además, para cada subconjunto de 
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EuroAIMs se estimaron correlaciones de Pearson entre las estimas de mezcla obtenidas con 

cada subconjunto comparados con el conjunto total de 93 EuroAIMs. 

3.4.1.5. Diferencias entre las frecuencias alélicas entre muestras españolas 

Para explorar si las frecuencias alélicas de los EuroAIMs diferían significativamente 

entre muestras españolas, cada uno de estos polimorfismos se consideró como un locus 

candidato de asociación en una simulación de un estudio de asociación caso-control en la 

que los individuos canarios se consideraron como casos y los peninsulares como controles. 

En un primer paso, las frecuencias alélicas se evaluaron mediante el estadístico de 

tendencias de Cochran-Armitage, que es similar a un estadístico de contraste de diferencias 

alélicas, pero sin asumir la existencia de HWE (Balding, 2006), y se contabilizó el número de 

comparaciones que resultaron significativas al nivel p=0,05 para evaluar el desvío de lo 

esperado por azar. 

Con el objetivo de evaluar si la realización de ajustes de estratificación poblacional 

en los estadísticos de asociación resultaría beneficiosa, se estimó la significación de las 

diferencias entre frecuencias alélicas incorporando estos ajustes. Para ello, la variable que 

simulaba el estado caso-control de cada individuo se consideró como una variable 

dependiente y se emplearon como covariables los genotipos de cada uno de los EuroAIMs y 

los valores de la primera componente principal (PC1) obtenidos mediante el programa 

EIGENSOFT. Para ello, los genotipos se codificaron con 0, 1 y 2, en función del número de 

alelos de frecuencia menor que portasen. Además, se evaluó la alternativa de incluir como 

covariable la estima de ascendencia norteafricana obtenida para cada individuo mediante el 

programa STRUCTURE. Estos ajustes se realizaron tanto para el conjunto completo de 93 

EuroAIMs como para los distintos subconjuntos reducidos, en todos los casos con modelos 

de regresión calculados con el programa SNPassoc (González et al., 2007).  

3.4.1.6. Estudio de la relación entre ascendencia genética y asma 

Para explorar la asociación entre la ascendencia genética y el asma o fenotipos 

alérgicos en la población canaria, se analizó un subconjunto de 734 individuos de la muestra 

total del estudio de asociación que declaró tener dos generaciones de ancestros nacidos en 

Canarias: 391 asmáticos y 343 controles. En este estudio se empleó únicamente el 

programa  EIGENSOFT (Price et al., 2006; Price et al., 2008) puesto que presenta un mayor 

poder discriminatorio para detectar diferencias entre poblaciones estrechamente 

relacionadas (Heath et al., 2008; Li & Yu, 2008) que algoritmos alternativos que tratan de 

clasificar a los individuos en poblaciones discretas (como por ejemplo STRUCTURE). Éste 

se utilizó para realizar los PCA y para las comparaciones de las diferencias poblacionales de 

las puntuaciones individuales obtenidas para la PC1 mediante un ANOVA. Para el análisis 
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de fenotipos cuantitativos se emplearon modelos de regresión lineal mediante la utilización 

del programa SPSS 15.0 (SPSS Inc.). 

3.4.2. Estudios de asociación de genes candidatos con el asma 

3.4.2.1. Estimación del poder estadístico del estudio de asociación a priori 

El poder estadístico se estimó empleando el programa informático Power 3 (García-

Closas & Lubin, 1999), obteniéndose que el tamaño de la muestra utilizada (N=1.878 

individuos) proporcionaría un poder estadístico de un 80% para detectar efectos, estimados 

en forma de razones de ventaja (ORs), de al menos 1,45 veces en variantes génicas con 

frecuencias de al menos un 20% en la población.  

3.4.2.2. Análisis de los datos demográficos, de morbilidad y clínicos 

 Para evaluar la existencia de posibles diferencias entre los grupos de casos y 

controles en cuanto a los datos demográficos, de morbilidad y clínicos, se empleó el paquete 

estadístico SPSS 15.0 (SPSS Inc.). Se utilizó el estadístico de 2 para las variables 

categóricas, y el estadístico no paramétrico de Mann-Whitney para la comparación de 

aquellas variables continuas. 

3.4.2.3. Control de la calidad de los datos de genotipado 

Para cada SNP genotipado se estimó su posible desviación del HWE mediante el 

estadístico exacto de Wigginton et al. (2005) en casos y en controles por separado. Se 

consideró un umbral para descartar SNPs que se desviasen de HWE en controles en 

función del número de SNPs analizados, adoptando una corrección de tipo Bonferroni para 

ajustar por el número de estadísticos realizados. Además se estimó una tasa de completado 

de genotipos (CR, del inglés completion rate) por SNP e individuo, fijando un umbral de 

descarte de SNPs o individuos en un CR<85%. Finalmente, se calculó la tasa de 

discordancia entre genotipos duplicados y su CI al 95%. 

3.4.2.4. Asociación de tSNPs individuales con la enfermedad 

Las asociaciones de SNPs individuales con la enfermedad se analizaron bajo un 

modelo de herencia aditivo por medio del estadístico de tendencias de Cochran-Armitage, 

que asume que la adición de cada alelo de riesgo al genotipo del individuo aumenta 

proporcionalmente el riesgo de padecer la enfermedad (Sasieni, 1997). El nivel de 

significación se obtuvo con el programa SNPing para STATISTICA, desarrollado en nuestro 

laboratorio (Sun et al., 2010).  

Las asociaciones detectadas se juzgaron en el contexto de las múltiples 

comparaciones realizadas mediante la estimación de tasas de falso descubrimiento (FDR) 
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usando el programa QVALUE (Storey & Tibshirani, 2003) en el entorno R 2.8.1 (R 

Development Core Team, 2008). El FDR indicó la tasa de falsos positivos (fijada en un 5%) 

en los que se incurre cuando un resultado fue considerado significativo. 

Para obtener una medida del efecto de las asociaciones detectadas, se determinaron 

los ORs y sus 95% CI. En este contexto, el OR se define como la razón entre la probabilidad 

de que se produzca la enfermedad en presencia de un alelo de riesgo frente a que no ocurra 

al no portar dicho alelo. Para ello, y para la realización de los ajustes por covariables que 

pudieran confundir la asociación, se emplearon regresiones logísticas utilizando el programa 

SNPassoc (González et al., 2007). Éstas también fueron utilizadas para determinar la 

independencia de las asociaciones de distintos SNPs de un mismo gen, utilizando una 

eliminación hacia atrás. 

3.4.2.5. Ajustes de la presencia de estratificación poblacional 

Todas las muestras del estudio de asociación, tanto casos como controles, se 

genotiparon para los 93 EuroAIMs. Los genotipos se emplearon para realizar un PCA con el 

programa EIGENSOFT (Price et al., 2006) usando también los datos de las muestras 

analizadas como parte del estudio de estratificación inicial. Las puntuaciones 

correspondientes a la PC1 se emplearon en el ajuste de estratificación poblacional mediante 

su introducción como una covariable en un modelo de regresión logística calculado con el 

programa SNPassoc (González et al., 2007).  

3.4.2.6. Imputación de variantes no genotipadas: evaluación inicial y posterior análisis de 

asociación 

Además de evaluar la asociación de variantes genotipadas, la información de los 

tSNPs se empleó en la imputación de variantes no genotipadas y su análisis de asociación 

con la enfermedad utilizando el programa TUNA (Wen & Nicolae, 2008), para proporcionar 

así una mayor resolución de los genes candidatos analizados.  

El programa TUNA (Wen & Nicolae, 2008) permite estimar las frecuencias alélicas de 

variantes no genotipadas y estudiarlas en asociación con la enfermedad, siempre que se 

disponga de los patrones de LD del gen en una muestra de referencia. El programa estima 

inicialmente un parámetro que mide la correlación multilocus entre marcadores (MD), una 

medida similar al r2 entre parejas de SNPs y que representa el LD existente entre varios loci. 

Este valor indica si el conjunto de tSNPs genotipados permite extraer información fiable de 

una variante no genotipada, o lo que es lo mismo, el contenido informativo que posee el 

conjunto de tSNPs para un SNP dado. Wen & Nicolae (2008) sugirieron analizar en 

asociación indirecta con enfermedad sólo aquellos SNPs con MD0,7. Para los SNPs 
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escogidos, el programa estima la frecuencia de su alelo menos frecuente, a partir de la 

frecuencia acumulada de haplotipos que están en alto LD con ese alelo, ponderados por un 

peso calculado a partir de la base de LD de la población de referencia. 

Con el fin de seleccionar qué parámetros podrían indicar que un SNP podría ser 

predicho con un error aceptable (menor al 5%), antes de aplicar este método en los estudios 

de asociación se realizó una evaluación de la eficacia del método sobre los datos de re-

secuenciación del gen IRAK3 en la población española. Además, dado que no siempre es 

posible secuenciar los genes candidatos en los estudios de asociación, sino que 

frecuentemente se recurre a datos de referencia de bases de datos como el HapMap  para 

la selección de tSNPs (Frazer et al., 2007), también se evaluaron los errores en las estimas 

alélicas al emplear este tipo de datos como muestra de referencia para los patrones de LD. 

Tras elegir los parámetros más adecuados para seleccionar qué variantes no 

genotipadas podían ser fiablemente predichas (con errores menores del 5%), éstas fueron 

evaluadas indirectamente estimando sus frecuencias a partir de los datos genotípicos de los 

tSNPs en las muestras de casos y controles. Para ello se empleó como referencia los datos 

de re-secuenciación y/o del HapMap (Frazer et al., 2007) transformados en haplotipos 

mediante el programa PHASE 2.1 (Stephens et al., 2001). 

3.4.2.7. Análisis de haplotipos 

Para cada gen se estudió si existían evidencias de asociación en forma de haplotipos 

de tSNPs usando un estadístico global con el programa WHAP (Purcell et al., 2007). La 

comparación de frecuencias de haplotipos dirigidos a una región de interés, ya fuese por el 

interés en la replicación de resultados de algún estudio previo o porque hubiesen mostrado 

funcionalidad, se hizo con el programa HAPSTAT (Lin et al., 2008), que tiene la ventaja de 

permitir considerar la posible asociación del haplotipo más frecuente en la población con la 

enfermedad. La estimación de los efectos de los haplotipos en forma de ORs y su 95% CI se 

realizó mediante regresión logística con el programa THESIAS (Tregouet et al., 2004).  

3.4.2.8. Adición secuencial de casos 

Para evaluar si las asociaciones encontradas podrían tener un mayor efecto al 

considerar variables cuantitativas en la definición de los casos, se empleó un análisis de 

adición secuencial de casos por orden ascendente, en función de la variable cuantitativa 

considerada. En éste, se compararon distintos subconjuntos de casos definidos por la 

variable cuantitativa con respecto a los controles, realizando 1.000 permutaciones para 

ajustar por las comparaciones múltiples realizadas. En este análisis se empleó un algoritmo 

específico (Macgregor et al., 2006) para el entorno R (R Development Core Team, 2008). 

Este algoritmo trabaja en primer lugar ordenando los casos de forma ascendente en función 
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de la variable cuantitativa considerada. Seguidamente los casos con los menores valores de 

la variable cuantitativa se añaden en el análisis y se calculan los estadísticos de asociación 

para el subgrupo de casos considerados frente a la totalidad de controles, usando un 

estadístico 2 a partir de una tabla de contingencia. Esto se repite para distintos 

subconjuntos de casos, reteniéndose de todos los estadísticos realizados el de menor p-

valor. Finalmente, para establecer la significación de los p-valores obtenidos con el 

procedimiento anterior, los genotipos se permutan en el conjunto de la muestra entre casos 

y controles mediante 1.000 permutaciones. El p-valor empírico, corregido por las múltiples 

comparaciones realizadas, se obtiene de la proporción de réplicas permutadas que rinden p-

valores menores que los observados en el conjunto de datos real. 

3.4.2.9. Meta-análisis 

Con el fin de evaluar si las asociaciones encontradas en este estudio para alguno de 

los genes eran consistentes con las descritas en la bibliografía, esto es, mismos alelos 

asociados y similares efectos (protección o riesgo), se realizó un análisis conjunto 

incluyendo datos de nuestro estudio y los datos disponibles de estudios anteriores. Para 

ello, se empleó un meta-análisis de efectos fijos o aleatorios con la librería rmeta 2.16 para 

el entorno R (R Development Core Team, 2008). 

3.4.2.10. Representación gráfica de las asociaciones  

Para la representación gráfica de la asociación de SNPs individuales se empleó la 

librería LocusZoom (Pruim et al., 2010) para el entorno R (R Development Core Team, 

2008), que permite la representación del gen de interés frente a los valores de asociación en 

escala logarítmica, además de representar el LD de un SNP determinado con respecto al 

resto de SNPs del gen que han sido estudiados en asociación. Por el reducido número de 

muestras en los que se basó la secuenciación de estos genes, para estas representaciones 

se optó por la utilización de los valores de LD procedentes de 1KGP (The 1000 Genomes 

Project Consortium, 2010). 

3.4.2.11. Evaluación de la cobertura de los genes candidatos en los arrays de genotipado 

empleados en los GWAS de asma 

Dado que, salvo por la IL13, los genes candidatos estudiados en este trabajo no han 

sido revelados como genes de susceptibilidad en los GWAS de asma realizados hasta la 

fecha, se evaluó si la cobertura de estos genes en los arrays de genotipado empleados 

hasta este momento había sido adecuada. Para ello, se procedió a descargar el contenido 

de SNPs de los arrays de la base de datos UCSC Genome Bioinformatics 

(http://genome.ucsc.edu) para las mismas regiones cromosómicas consideradas en la 
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selección de tSNPs. Además, se obtuvieron los genotipos para los SNPs contenidos en las 

mismas regiones génicas para individuos CEU de la base de datos del HapMap (Frazer et 

al., 2007; Altshuler et al., 2008) y de 1KGP, estos últimos mediante la utilización de la 

herramienta ENGINES (http://spsmart.cesga.es/engines) (Amigo et al., 2011).  

Mediante el programa Haploview 4.2 (Barrett et al., 2005) se evaluó la cobertura de 

los SNPs con MAF≥5% contenidos en los arrays sobre los datos de HapMap y 1KGP, tanto 

por el LD por parejas de SNPs como por haplotipos de 2 ó 3 SNPs, considerando un umbral 

de cobertura de r2≥0,8. El valor de porcentaje de cobertura se obtuvo como la relación entre 

el número de SNPs con MAF≥5% podrían analizarse con el array (ya sea por estar 

genotipados o por poder ser estudiados indirectamente), respecto al número total de SNPs 

con MAF≥5% en esa región. 

3.4.2.12. Cálculo de puntuaciones de riesgo genético conjunto 

Finalmente, se determinó si la acumulación de alelos de riesgo en los distintos genes 

asociados proporcionaría un mayor riesgo a padecer asma que cada variante considerada 

por separado. Para ello, se calcularon distintas puntuaciones de riesgo genético (GRS, del 

inglés genetic risk score). En este cálculo se codificaron los genotipos de los SNPs 

asociados independientemente de cada gen con el asma, según los alelos de riesgo 

portados por cada individuo, asignando valores de 0, 1 o 2, que posteriormente fueron 

sumados. Todos los SNPs incluidos en el modelo se consideraron de manera independiente 

y con un mismo peso. Por último, se aplicaron modelos de regresión logística o lineal para 

estudiar la asociación del GRS con la susceptibilidad del asma y la edad de comienzo 

empleando el programa SPSS ver.15 (SPSS Inc.). 

3.4.2.13. Medidas de la capacidad predictiva de las puntuaciones de riesgo genético 

Para cuantificar no sólo el efecto de la asociación del GRS en términos de razón de 

riesgos sino para evaluar su poder predictivo, se determinaron distintos parámetros. En 

diagnóstico, la capacidad discriminativa de un biomarcador se evalúa principalmente por 

medio de dos parámetros: sensibilidad y especificidad (Kraft et al., 2009). Mientras que la 

sensibilidad es la probabilidad de obtener un resultado positivo en un individuo realmente 

afectado por la enfermedad, la especificidad es la probabilidad de obtener un resultado 

negativo en un individuo que no padece la enfermedad. Una prueba diagnóstica perfecta 

presenta una sensibilidad de uno (todos los enfermos dan un resultado positivo) y una 

especificidad de uno (todos los individuos sanos dan negativo) (Evans et al., 2009). En una 

prueba compuesta por varias determinaciones, como lo es la elaboración de un perfil 

genético de riesgo, los resultados negativos y positivos se evalúan estableciendo un punto 

de corte para la probabilidad de desarrollar la enfermedad. Es posible determinar la 
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sensibilidad y la especificidad en función de distintos puntos de corte y realizar una 

representación gráfica por medio de curvas ROC (acrónimo de Receiver Operating 

Characteristic, o Característica Operativa del Receptor), cuyo origen se debe a las 

telecomunicaciones y los problemas asociados a la recepción de señales. Las curvas ROC 

son una representación gráfica de la sensibilidad frente a (1-especificidad) para la 

clasificación de individuos en enfermos o sanos en función del umbral de discriminación 

(Pepe, 2003).  

En el caso de las puntuaciones de riesgo genético, se representó en cada punto de 

la curva ROC la probabilidad de desarrollar la enfermedad ante un punto de corte de alelos 

de riesgo definido (k) al asignar a aquellos individuos portadores de más de k alelos de 

riesgo en el grupo de alto riesgo y a los portadores de k alelos o menos en el grupo de bajo 

riesgo. El área bajo la curva ROC (AUC) es una medida de la capacidad discriminativa del 

marcador, siendo AUC=0,5 un valor que indica poca capacidad discriminativa y AUC=1 un 

poder discriminatorio perfecto (Kraft et al., 2009). Este área puede interpretarse como la 

probabilidad de que ante dos individuos, uno sano y otro enfermo, el enfermo sea 

identificado. Por ello, un  AUC=0,5 implica que sólo la mitad de individuos serían clasificados 

correctamente, algo que no difiere de lo esperado por azar (Janssens et al., 2006). Se 

considera que un AUC=0,8 podría ser útil para la identificación de individuos con alto riesgo 

de desarrollar la enfermedad (Janssens et al., 2006). 

Finalmente, se determinó la proporción de la varianza de la enfermedad explicada 

por el modelo de GRS por medio del coeficiente de determinación de Nagelkerke a partir de 

la regresión logística (Nagelkerke, 1991). Tanto las curvas ROC como el coeficiente de 

Nagelkerke se determinaron empleando el programa SPSS ver.15 (SPSS Inc.). 
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4. RESULTADOS 

4.1. Estudio de la estratificación poblacional en España originada por una 

distribución desigual de mezcla genética norteafricana 

En el primer artículo incluido en esta tesis se llevó a cabo una evaluación de la 

mezcla norteafricana presente en la población española previo al estudio de asociación de 

genes candidatos de susceptibilidad al asma. De esta manera, se determinó si la existencia 

de estratificación poblacional podría sesgar los resultados de los estudios posteriores. 

Además, en este trabajo determinamos la capacidad de un conjunto de marcadores para 

distinguir entre ascendencia norteafricana y peninsular, corregir los estadísticos de 

asociación y explorar si existe relación entre el riesgo al asma en Canarias y la ascendencia 

norteafricana. 

Tras genotipar 93 marcadores informativos de ascendencia en individuos españoles 

(peninsulares y canarios) e individuos norteafricanos y realizar distintos análisis a nivel 

poblacional e individual, no detectamos mezcla subsahariana, pero sí una influencia 

norteafricana desigual en la población española. En el caso de los individuos peninsulares, 

la mezcla genética norteafricana se estimó en un 5%, mientras que en individuos canarios 

resultó ser de un 17% como media, aunque con una gran variación entre distintos individuos 

(desde 0% hasta 96%). Como consecuencia de estas diferencias, una comparación de 

frecuencias alélicas entre muestras de individuos peninsulares y canarios, simulando un 

estudio de asociación con enfermedad, mostró un exceso de marcadores con diferencias 

significativas. Sin embargo, este exceso de p-valores significativos se pudo disminuir 

adecuadamente al corregir los estadísticos con un pequeño número de marcadores de 

ascendencia. 

Los resultados de este estudio han sido publicados en la revista PLoS One con el 

título “North African influences and potential bias in case-control association studies in the 

Spanish population”.  
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Supporting Information 

 

Figure S1 STRUCTURE results based on EuroAIMs. This analysis used data from Iberians 

(IBE), Northwest Africans (NWA) and Yoruba Nigerians (YRI) from HapMap [43] without 

using any prior population assignment. The model with best likelihood was K=3 

subpopulations. Each vertical line represents an individual where colors indicate the 

proportion of the individual’s genome derived from each of the two inferred populations. 

 

Figure S2 Quantile-quantile plots of p-values (as -log10P) for marker allele frequency 

differences between Spanish populations. Upper panel: adjustments based on STRUCTURE 

estimates; Lower panel: adjustments based on PC1 scores. Closed circles: trend test 

statistics; Open circles: statistics adjusted for estimates based on 93 EuroAIMs; dark grey 

circles: statistics adjusted for estimates based on 69 markers; triangles: statistics adjusted for 

estimates based on 46 markers; light grey circles: statistics adjusted for estimates based on 

23 markers. The discontinuous line indicates the null distribution. 
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Text S1. Ancestry informativeness of EuroAIMs in samples from HGDP 

The initial evidence of ancestry informativeness of EuroAIMs for African and Spanish 

populations was obtained by comparing data from Mozabite Algerians and French Basques, 

the closest population proxy to Spanish included in HGDP, obtained using a commercial 

genome-wide SNP genotyping array [32]. We assumed that EuroAIMs were able to 

differentiate Algerians and Basques from sub-Saharan Africans given the sharp genetic 

differences of the latter population [32]. In the comparison of Mozabite Algerians and French 

Basques, the average FST for the 44 EuroAIMs included in the array was in the 85th 

percentile of the distribution for the ≈642,000 markers genotyped (FST=0.0669), which is in 

the range of values allowing to separate NNW and SSE European populations [30]. As 

expected, this comparison also evidenced the availability of a few thousands AIMs showing 

large allele frequency differences (>0.3) that would be potentially useful to enhance the 

detection of genetic ancestries for these two populations. 
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Text S2. Ancestry informativeness of EuroAIMs subsets. 

Given that EuroAIMs were not ascertained to distinguish the population ancestries 

under study, we reasoned that subsets of markers would perform similarly in identifying 

populations and measuring African influences, potentially translating into reductions of 

genotype costs in future studies. Therefore, we explored the ability of subsets of 23, 46 and 

69 markers ranking higher for different measures of ancestry informativeness to estimate 

individual membership to Iberian and Northwest African populations. For all subsets, 

STRUCTURE correctly identified the two populations and the individual membership to 

populations was fairly accurate as shown in the figure below:  

 

STRUCTURE results based on different subsets of EuroAIMs. Ancestry inference of 
Canary Islanders collected for this study (CAN), Canary Islanders available from the 
National Spanish DNA Bank (CBN), Iberians (IBE) and Northwest Africans (NWA) using 
STRUCTURE based on 93 EuroAIMs and on the subsets of 69, 46 and 23 markers (from 
top to bottom). Each vertical line represents an individual where colors indicate the 
proportion of the individual’s genome derived from each of the two inferred populations. 

 

As shown in the table below, individual misclassification rate was lowest when 69 

EuroAIMs were used and largest when only 23 of these were employed. Significant 

differences in individual misclassification were found only between runs with 69 and 23 

EuroAIMs (4.1% vs 11.0%, respectively; two-tailed χ2 test p=0.026).  
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Since the Northwest African influence in Iberians was barely appreciable, we only 

evaluated these subsets for the appropriate estimation of ancestries in Canary Islanders. Our 

results showed that the estimated Northwest African influences biased upwards with 

decreasing number of markers as a consequence of the reduction of information, being 

almost two-fold for 23 EuroAIMs relative to those for 93 and 69 EuroAIMs (see the table 

above). In addition, as shown in the figure below, individual ancestry estimates obtained from 

the 93 markers were weakly correlated with those from 23 and 46, but highly correlated with 

those from 69 EuroAIMs, 65 of which would fit into two iPLEX™ reactions and still be 

sufficient for the appropriate estimation of ancestries (r2=0.845). 

 

 

Correlation of estimated Northwest African ancestries in Canary Islanders using 
subsets of markers. Using those obtained from 93 EuroAIMs as a standard, correlation 
values (r2) were 0.930 with those from 69, 0.612 with those from 46, and 0.231 with those 
from 23. 
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Text S3. Details of laboratory procedures 

Genomic DNA from the 104 samples from the Canary Islands was extracted from 

whole blood using the GFX kit (GE Healthcare, Little Chalfont, UK). All samples used for the 

study were whole genome amplified from 10 ng using Illustra GenomiPhi V2 DNA 

Amplification Kit (GE Healthcare) following manufacturers’ recommendations. In order to 

verify that the reaction was successful and to quantify the resulting material, a fast SYBR 

Green I (Molecular Probes, Eugene, OR) real-time-based quantification protocol was 

established. Briefly, quantifications were performed with a 1/5,000 SYBR Green I final 

concentration and 1/200 diluted amplified products in 20 l reactions using iCycler iQ Real-

Time detection system (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA), recording the fluorescence at 

520 nm under excitation at 490 nm at 25ºC. A DNA concentration standard curve (1000, 750, 

250, 100, 10 and 0 ng/ml) was prepared on each plate by including serial dilutions of a DNA 

molecular weight marker XIV (Roche, Basel, Switzerland). All dilutions were prepared fresh 

using a 5 mM Tris, 0.5 mM EDTA (pH=7.5) solution. DNA concentrations were obtained from 

the fluorescence intensities (as relative fluorescence units) interpolated on the standard 

curve. 

Data from nine SNPs that gave poor quality data on the iPLEX™ Gold assay were 

discarded and finally determined utilizing two alternative simultaneous genotyping reactions 

(containing 7 and 2 SNPs). Briefly, PCR was performed to amplify two different multiplex 

reactions, using the HotStartTaq® Master Mix Kit (QIAGEN, Valencia, CA) in reactions of a 

final volume of 2.5 µl using the Veriti™ 96-Well Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems, 

Foster City, CA) and the following thermal conditions: 94ºC 15 min, followed by 45 cycles of 

94ºC 20 sec, 56ºC 30 sec, 72ºC 1 min, and a final extension step of 72ºC 5 min. Reactions 

were purified by using ExoSAP-IT® (USB Corp., Cleveland, OH) and products used for 

single base extension reactions using SNaPshot® Multiplex Kit reactions (Applied 

Biosystems), and fragments resolved on ABI 310 or ABI 3500 (Applied Biosystems).
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4.2. Estudio de la relación entre el trasfondo genético poblacional y la 

susceptibilidad y gravedad del asma y fenotipos relacionados en la población 

canaria 

En este segundo trabajo se aplicó la metodología desarrollada en el estudio de 

estratificación poblacional para analizar la relación entre la ascendencia genética 

poblacional y el riesgo a padecer asma y otros fenotipos relacionados, como posible 

explicación de su elevada prevalencia en la población canaria comparada con el resto de 

España. Para ello, los 93 marcadores de ascendencia descritos en el primer artículo se 

genotiparon en 391 muestras de ADN de individuos asmáticos y 343 controles, todos ellos 

con dos generaciones de ancestros nacidos en Canarias. De los 93 marcadores, 83 se 

genotiparon adecuadamente en casos y controles y los datos obtenidos se emplearon en un 

PCA junto con datos de poblaciones de referencia (norteafricanos y peninsulares). Nuestros 

resultados mostraron que la ascendencia genética no se asoció con la susceptibilidad al 

asma ni fenotipos relacionados (función pulmonar, atopia, rinitis, IgE específica…). Sin 

embargo, no pudo descartarse la presencia de efectos leves en la susceptibilidad al asma o 

fenotipos relacionados debidos a la ascendencia genética. Por ello, serán necesarios 

nuevos estudios en los que se analicen un mayor número de muestras y marcadores de 

ascendencia. 

Los resultados de este estudio han sido preparados para su publicación y aparecen a 

continuación como manuscrito con el título “Association between genetic ancestry and 

asthma in the Canary Islands”.  
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Abstract 

Background: Asthma is a complex respiratory disease characterized by chronic 

inflammation of airways and frequently associated with atopic symptoms. The population 

from the Canary Islands, which has resulted from a recent admixture of North African and 

Iberian populations, shows the highest prevalence of asthma and atopic phenotypes among 

the Spanish populations (17% compared to an average of 5% in the overall Spanish 

population). Although environmental particularities would account for the majority of such 

difference, genetic ancestry might be also involved in the higher prevalence of asthma, as 

have been demonstrated in other populations showing a recent African admixture.  

 
Objective: Here we aimed to explore whether genetic ancestry was associated with asthma 

or related traits in the Canary Islanders. 

 
Methods: A total of 734 DNA samples from the GOA study of unrelated individuals self-

reporting at least two generations of ancestors from the Canary Islands (391 asthmatics and 

343 controls) were successfully genotyped for 83 ancestry informative markers (AIMs), which 

allowed to precisely distinguishing between North African and Iberian ancestries. 

 
Results: No association was found between genetic ancestry and asthma or asthma related 

traits after adjusting by demographic variables differing among compared groups. Similarly, 

none of the individual AIMs were associated with asthma when results were considered in 

the context of the multiple comparisons performed (0.005≤p-value≤0.042; 0.221≤q-

value≤0.443). 

 
Conclusion: Our results suggest that if genetic ancestry is involved in the susceptibility to 

asthma or asthma related traits among Canary Islanders, its effects would be modest. Larger 

studies examining more genetic variants would be needed to explore such possibility. 

 

 

Word count: 255 words 

Keywords: allergy, genetic susceptibility, North Africa, admixture. 
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Introduction 

Asthma is a complex respiratory disease characterized by chronic inflammation of 

airways and frequently associated with atopic symptoms [1]. Although environmental factors 

are involved in its pathogenesis; familiar clustering, twin studies, and genetic studies also 

support an important genetic contribution to disease predisposition [2,3,4,5]. 

The prevalence of asthma varies widely around the world (1-18%), and predictions for 

the coming years indicate that an increase is expected for Western societies [6,7]. In Spain, 

the prevalence of asthma symptoms has been estimated around 5-6%, with considerable 

geographic variation among regions (5-12%) [8]. However, the highest prevalence of asthma 

in adults from Spain has been found in the Canary Islands (17.2%) based on the European 

Community Respiratory Health Survey (ECHRS) [8,9]. In addition, estimates of asthma 

prevalence in children aged 6-7 years are two-fold higher in the Canary Islands (18.4%) than 

the mean for the Spanish population (9.9%) [10]. Similarly, the prevalence of atopy in the 

Canary Islands is also elevated (40.6%) compared to the mainland Spanish populations [11]. 

The Canary Islands belongs politically to Spain, in spite of being located at about 

1000 km from the closest European point in Iberian Peninsula, and only 100 km off the 

Northwest coast of Africa. These Islands were inhabited by aboriginal people related to the 

Berber populations at the time of Spanish occupation in the XV century, as pointed by 

historical, anthropological, archaeological and linguistic records [12]. Genetic footprints of 

such Northwest African influence (as a proxy for the aborigines) in Canary Islanders have 

been demonstrated in contemporary inhabitants using classical [13] and autosomal markers 

[14,15,16], as well as with mtDNA [17] and the Y-chromosome [18]. Recently, we have 

estimated North African admixture in Canary Islanders using almost a hundred ancestry 

informative markers (AIMs), genetic loci showing large allele frequency differences between 

populations, selected from different regions of the autosomal genome [16]. Intriguingly, North 

African ancestry averaged 17±25%, but showed a wide inter-individual variation ranging from 

0% to 96%, which was interpreted as a trace of the violent way the Islands were conquered 

and colonized.  

Although prevalence of asthma is generally low within countries from West Africa, 

individuals with West African ancestry have shown a higher prevalence of asthma and 

related traits when exposed to a Western style of living compared to European descent 

populations [19]. This has been explained as a consequence of gene-environment 

interaction, by which the admixture African descent population would carry risk alleles for 

asthma and related traits because these alleles would provide them an adaptation to a higher 

load of parasites in their original populations that are no longer present in the new 



RESULTADOS 

88 

 

environment [20]. As a consequence, in a recent admixed population it is expected that 

genomic segments originated from the ancestral ethnic group with the higher risk will be 

enriched with risk alleles [21], which will be reflected in a larger proportion of ancestry from 

the ancestral population in affected individuals compared to the unaffected group. This 

hypothesis has been confirmed for African American and African Caribbean individuals, in 

which a higher African admixture has been associated with higher susceptibility for asthma 

and related traits, and with lower pulmonary function measures [22,23,24,25].  

Similar to the West African populations, the prevalence of asthma is generally low in 

the North African countries [19]; being estimated in 3-4% for clinical diagnosed asthma in 

Algeria, Morocco and Tunisia [26]. However, a trend for a markedly increase of prevalence 

has been found in these populations over recent decades, due to the acquisition of a 

Western lifestyle and continued urban shifts [19]. In fact, in Morocco the highest prevalence 

of asthma and asthma symptoms, as well as of other allergic diseases, is found in 

Casablanca, the largest city and the economic capital of Morocco, compared with rural areas 

[27], which has experienced a significant increase in asthma symptoms (1.25% per year from 

1986 to 2005). This increase in prevalence has been accompanied by an increased 

urbanization and the acquisition of urban life style of living [27]. In line with this data, the 

genetic expression profile has been found to be profoundly changed by an urban living style 

compared to a rural living style in the Amazighs, a Northwest African population that is 

thought to represent a genetically relatively homogeneous [28]. Therefore, a higher risk for 

asthma and related traits would be expected in populations with North African genetic 

ancestry with Western living style.  

Although the Canary Islands have particular climatic conditions that could promote 

the emergence of atopic symptoms, it has been suggested that the genetic background of 

the population might also contribute to the high prevalence of atopic symptoms and asthma 

[9]. Since no study has explored whether genetic ancestry could partially explain the high 

prevalence of asthmatic and atopic symptoms in the Canary Islands, here we aimed to study 

if genetic ancestry, assessed from autosomal AIMs, was associated with asthma or asthma 

related traits in a case-control sample of Canary Islanders. 
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Materials and Methods 

Ethics statement 

This study was approved by the Ethics Committees at participating hospitals, and 

written informed consent was obtained from all subjects. 

Study subjects 

This study was conducted using a case-control design of 734 DNA samples from 

unrelated individuals reporting at least two generations of ancestors born in the Canary 

Islands. See Table 1 for the characteristics of subjects included in the study.   

Samples utilized constituted a subset of the Genetics of Asthma study (GOA) in the 

Spanish population, described elsewhere [29]. Briefly, cases were represented by 391 

physician-diagnosed asthmatic patients aged >5 years and fulfilling the Global Initiative for 

Asthma guidelines for diagnosis and classification of asthma (http://www.ginasthma.com). 

These samples were collected from Respiratory Medicine and Allergy Departments from 

individuals who reported having at least two generations of ancestors born in the Canary 

Islands. Data regarding demographic variables (age, sex and smoking habits), age at 

diagnosis of the disease, severity of illness, family history of allergic diseases, allergic 

symptoms (rhinitis, atopic dermatitis, food and drug allergy), basal forced expiratory volume 

in one second (FEV1), and the symptomatic treatment were recorded. Atopy was confirmed 

by a positive prick test (SPT, a wheal with a diameter 3 mm greater than the saline control) 

and/or elevated specific serum IgE levels (>0.35 UI mL-1) to, at least, one of seven common 

allergens. 

Controls consisted of 343 DNA samples from non-asthmatic unrelated adults 

obtained from blood bank donors who did not report a personal or familiar medical history for 

allergic or pulmonary diseases, and self-reporting at least two generations of ancestors born 

in the Canary Islands. 

Genotyping 

A total of 93 European AIMs (from now on referred as EuroAIMs) selected for their 

ability to distinguish between North African and Spanish ancestries were genotyped in cases 

and controls using iPLEX™ Gold assays on MassARRAY system, by the Spanish National 

Genotyping Center, Santiago de Compostela Node (CeGen, http://www.cegen.org/) [16]. 

Briefly, iPLEX™ assays were scanned by MALDI-TOF mass spectrometry and individual 

SNP genotype calls were automatically generated using Sequenom TYPER 3.4™ software. 

Samples from the Coriell Institute for Medical Research (http://www.coriell.org) were included 

to test allele calling reliability samples of this platform. 



RESULTADOS 

90 

 

Statistical analysis 

Departures from Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) were evaluated by separate in 

cases and controls using an exact test [30], by means of the SNPInfostats software [16]. 

Given its higher discriminatory power to detect differences among closely related 

populations, such as North Africans and Iberians [14,31,32], than alternative algorithms 

based on the assignation of individuals to discrete populations [33,34,35], principal 

component analysis (PCA) was utilized to derive individual ancestry estimates as scores of 

the first principal component (PC1) as the major axis covering the Iberian-North African 

genetic differences [16]. For this purpose, data for the same set of EuroAIMs from individuals 

self-declaring two generations of ancestors from the Iberian Peninsula (n=889), and Morocco 

in North Africa (n=68), were jointly analyzed with the case-control sample to serve as 

reference populations [16,29]. EIGENSOFT [36] was used to assess PCA and to test the 

association of ancestry estimates with asthma and atopic traits between cases and controls 

by means of ANOVA statistics.  

Then, in order to adjust this association, clinical and demographic variables were 

included as covariates along with ancestry estimates in regression models utilizing SPSS 

15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). Given that genetic ancestry estimates represented a mean 

value from the genome, we also explored the possibility of having local differences in genetic 

ancestry that could be detected by using the individual EuroAIMs as proxies. For that, 

SNPassoc [37] was employed to test the association of individual EuroAIMs with asthma, 

adjusting for the genetic ancestry estimates my means of logistic regression models. Finally, 

in order to limit the expected proportion of false positives incurred in the study when a 

particular individual EuroAIM association test was called significant and to account for the 

multiple phenotypes tested for association with genetic ancestry, a False Discovery Rate 

(FDR) was computed using QVALUE [38] and a threshold q-value of 0.05 was established to 

declare significance. 
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Results 

Quality control measures 

Eight SNPs gave poor quality genotype data during genotyping (rs1032143, 

rs1073321, rs12502036, rs1364394, rs153595, rs1854226, rs2171209 and rs7108371) and 

were discarded from the study. In addition, two SNPs that deviated significantly from HWE 

after considering a multiple correction threshold of p<6x10-4 (0.05/85) at least in one study 

sample (rs7277342 and rs2596501), were also dropped from the analyses. Therefore, further 

analyses included the remaining 83 EuroAIMs, which had an average completion rate of 

98.0% (P25-P75=97.5-98.6%), for a total of 734 samples, so that none of them was removed 

from the analyses (mean sample completion rate=98.0%, P25-P75=98.8-100.0%). As previous 

findings have showed a high correlation between individual ancestry estimates obtained with 

the full set of 93 EuroAIMs and with a reduced subset of as few as 65 markers [16], the final 

number of EuroAIMs considered was still adequate for the purpose of the study. See Table 

S1 for further details. 

Association of genetic ancestry with asthma and asthma related traits 

The comparison of genetic ancestries between asthmatic or atopic asthma patients 

with the control group did not reveal significant differences. Similarly, no association was 

found between genetic ancestry and a positive result neither for atopy, SPT or rhinitis (Table 

2, Figure 1), nor with serum levels of total IgE or with pulmonary function, measured by the 

percentage of predicted FEV1 (Table 2, Figure 2). Only among asthmatics patients, genetic 

ancestry was different between those with a positive result for specific IgE and those with a 

negative test, with nominal significance (p=0.004, Table 2, Figure 1), having those individuals 

with positive specific IgE a mean value of PC1 closer to the Iberian population than to the 

North Africans. Although this comparison was still significant after considering all traits tested 

(q=0.032), this result was not significant after adjusting by the differences observed in age 

between the compared groups (p=0.056). 

Association of EuroAIMs with asthma 

Despite no evidence of association was found between genetic ancestry and asthma 

risk among Canary Islanders, we then determined whether any of the individual EuroAIMs 

were associated with asthma. Adjusting the association of each marker by ancestry 

differences between patients and controls, seven EuroAIMs were nominally associated 

(0.005≤p-value≤0.042), although none of these associations was considered significant in 

the context of the multiple comparisons performed (0.221≤q-value≤0.443) (Table S2). 
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Discussion 

In this study we have explored for the first time whether genetic ancestry in Canary 

Islanders was associated with asthma and related traits, as a possible explanation for the 

high prevalence of asthmatic and atopic symptoms compared with the rest of populations 

from Spain [9]. However, no association was found between genetic ancestry and asthma or 

asthma related phenotypes. Similarly, the examination of asthma associations at individual 

EuroAIMs did not show any asthma risk variant in these regions. These results are in 

agreement with self-reported information from grandparents of subjects studied within a large 

cohort study in the Canary Islands, where having two generations of ancestors from the 

Canary Islands was unrelated to the presence of asthmatic symptoms [9].  

Although the Canary Islands have particular climatic conditions, such as high humidity 

and stable warm temperatures that provide ideal conditions for mites and molds, which favor 

the emergence of atopic and asthmatic symptoms in the Canary Islands [10], genetic factors 

are also be involved in this disease. According to the hygiene hypothesis [39], we speculated 

that genetic African ancestry in the Canary Islanders could provide a higher risk for asthma 

and atopy because the African ancestral population would have adapted to a pathogen-rich 

environment that no longer exists in the current urban society in the Canary Islands. In line 

with this, a recent study has shown that the pathogenic environment (mostly the exposure to 

helminthes) is the predominant driver of local adaptation, even stronger than climate [40]. In 

addition, allele frequencies in genes involved in immunity response have been strongly 

correlated with pathogenic environment [40]. Remarkably, the same study revealed that 

several genes associated at the genome-wide level with helminth diversity were also 

associated with susceptibility for asthma and atopy [41]. Under this scenario, the helminth-

driven selective pressure is expected to favor individuals carrying alleles that allow a strong 

Th2 response and, therefore, to promote the transmission and spread of asthma-

susceptibility variants [41].  

Previous studies have examined the association of genetic ancestry and asthma 

susceptibility in recently admixed populations, observing a difference of 5-6% in African 

ancestry between cases and controls in independent African descent populations from the 

U.S. and the Caribbean [24,25]. Our statistical power was adequate (≥80%) to detect 

differences in North African admixture between cases and controls with effects even lower 

than the previously observed (up to 3.2% of differences in North African admixture, i.e. a 

standardized effect ≥0.2) (Figure 3). However, the presence of smaller effects, in case 

genetic ancestry had a true association with susceptibility to asthma or related traits, cannot 

be discarded. Similarly, it is likely that the use of a larger number of markers will allow 

estimating further ancestries among Canary Islanders. In this study, samples from different 
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locations in Morocco were used as a proxy for the aboriginal population inhabiting the 

Canary Islands before the conquest. Although this is a reasonable assumption given the 

evidence from the historical records [13,42] and the numerous previous genetic studies 

[13,17,18,43,44,45,46], this constitutes a simplification of the heterogeneous African 

influences that have affected the Canary Islands populations. Therefore, it is likely that 

further sampling of North African regions and the typing of additional markers might allow 

identifying other genetic influences in Canary Islanders, which could clarify if a relationship 

between genetic ancestry and asthma exists in this population. 

In this study, we preferred to use PCA for the genetic ancestry estimation instead of 

model-based ancestry estimation, for example the population assignment admixture provided 

by STRUCTURE software [47]. This was motivated by a previous study where we observed 

a good linear correlation between PC1 scores and the STRUCTURE Northwest African 

estimates except for the values at the ends of the distribution. This is congruent with studies 

comparing STRUCTURE with alternative algorithms, which have reported biases for its 

ancestry estimates at the extremes of the distribution [48,49]. 

In conclusion, no association was found between genetic ancestry and asthma or 

asthma related traits among Canary Islanders. Thus, waiting for further studies with larger 

samples sizes and more markers to help resolve additional ancestries of Canary Islanders, 

the same genetic risks factor for asthma affecting the Spanish populations will be 

transferable to this population. 
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Figures 

Figure 1. Box plots showing genetic ancestry estimates in compared groups; A) Asthma 

versus controls, B) Atopic asthma versus control C) Atopy positiveness, D) SPT 

positiveness, E) Rhinitis positiveness; and F) IgE specific positiveness. 
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Figure 2. Scatter plots showing the correlation between genetic ancestry estimates and 

clinical measures, A) log specific IgE serum levels and B) FEV1 (%). 

 

 

Figure 3. Statistical power to detect differences in the genetic ancestry proportions by 

standardized effects for the sample size utilized (391 cases and 343 controls). 
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Tables 

 

Table 1. Relevant demographic and clinical features of samples. 
Variable Cases (n=391) Controls (n=343) p-value 
Gender (% of males) 37.4 (387) 62.6 (343) <0.001a

Age (years); mean, P25-P75
b 38, 22-48 (352) 36, 31-45 (343) 0.087c 

Smoking habits (% of ever smokers) 20.8 (126) 79.2 (234) <0.001a 
Clinical features:    
Serum IgE levels (kUI mL-1); mean, P25-P75

b 499.1, 89.3-
425.5 (163) 

NA  

Age at diagnosis (years); mean, P25-P75
b 24, 10-32 (356) NA  

FEV1 (% predicted); mean, P25-P75
b 81, 67-95 (206) NA  

Rhinitis (% positive) 44.9 (273) NA  
Dermatitis (% positive) 4.0 (273) NA  
SPT (% positive) 60.4 (240) NA  
Specific IgE (% positive) 42.7 (225) NA  
Atopy (% positive) 61.7 (256) NA  
Treatment:    

Inhaled corticoids (%) 86.5 (222) NA  
Oral corticoids (%) 2.9 (279) NA  

Long-acting β2-agonists (%) 53.3 (291) NA  
Short acting β2 agonists (%) 81.5 (205) NA  

a2 test; bP25, Percentile 25; P75, Percentile 75; cMann-Whitney U-test; NA, not available. 
In parentheses, total number of subjects with available data. 
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Table 2. Association between genetic ancestry and asthmatic and atopic phenotypes.  

 Association p-value (q-value)  

Clinical variable Unadjusted Adjusted Beta 

Cases versus controls    
Asthma  0.379 (0.599) 0.667a  (0.889) -3.21 

Atopic asthma 0.501 (0.599) 0.861a (0.958) 1.53 
Asthmatic patients    

Atopy (positiveness) 0.408 (0.599) 0.473b (0.889) -5.96 
SPT (positiveness) 0.363 (0.599) 0.344b (0.889) -7.99 

Rhinitis (positiveness) 0.137 (0.548) 0.452b (0.889) 6.51 
Specific IgE (positiveness) 0.004 (0.032) 0.056b (0.448) -18.66 
Total IgE levels (log scale) 0.524 (0.599) 0.958c (0.958) -0.13 

FEV1 (%) 0.609 (0.609) 0.576c (0.889) 43.95 
aLogistic regression model including gender and smoking habits as covariates. 
bLogistic regression model including the age as a covariate. 
cLinear regression model including the age as a covariate. 

 

 

 
 

 



RESULTADOS 

101 

 

Supplementary material 

 

Table S1. Summary and quality control measures for the EuroAIMs successfully genotyped 

in this study. 

 

Table S2. Association of individual EuroAIMs with asthma. 
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4.3. Asociación de variantes del gen IRAK3 con la susceptibilidad al asma en la 

población española 

Dado que el gen IRAK3 ha sido asociado con el riesgo de asma persistente con 

comienzo anterior a los 13 años en poblaciones italianas, tras su clonaje posicional (Balaci 

et al., 2007), y que este resultado no se ha replicado en otros trabajos independientes, nos 

planteamos realizar un estudio de replicación en la población española.  

Para conocer la variación existente en el gen IRAK3, a partir de datos de 

secuenciación del gen en 32 individuos españoles, se seleccionó un conjunto de 

marcadores que representasen adecuadamente la variación común detectada, y se evaluó 

la capacidad de los tSNPs seleccionados para inferir la variación en SNPs del gen no 

genotipados con una tasa de error <5%. Esta evaluación sirvió además para conocer qué 

parámetros podrían indicar una imputación fiable de SNPs en otros genes para los futuros 

análisis de asociación. Los resultados de la re-secuenciación y de la evaluación del proceso 

de imputación han sido publicados como parte de un estudio de asociación de variantes del 

gen IRAK3 con la susceptibilidad a la lesión pulmonar aguda (ALI), en un trabajo titulado 

“Interleukin-1 receptor-associated kinase 3 gene associates with susceptibility to acute lung 

injury” en la revista American Journal of Respiratory Cell and Molecular Biology. 

Posteriormente, con los datos de secuenciación en individuos españoles se 

seleccionó un conjunto de 15 tSNPs para genotiparlos en las 607 muestras de casos GOA y 

en 1.271 controles, para llevar a cabo el estudio de replicación de la asociación de variantes 

de este gen con el asma en la población española. En este estudio encontramos asociación 

de varios SNPs con la susceptibilidad al asma atópico, detectando efectos mayores en 

individuos con edad de diagnóstico anterior a los 22 años, incluso tras ajustar por las 

estimas de ascendencia obtenidas con los marcadores de estratificación poblacional. 

Además, se encontró asociación entre haplotipos de SNPs de la región comprendida desde 

el intrón 2 al 6 de IRAK3 con la susceptibilidad al asma y asma atópico. Finalmente, un 

meta-analisis que incluyó 3.384 muestras, mostró que los efectos fueron consistentes en 

direccionalidad entre muestras europeas, pero no al incluir muestras japonesas. Estos 

resultados replicaron, a nivel alélico y haplotípico, y extendieron los hallazgos previos, 

confirmando la importancia del gen IRAK3 en la patogénesis del asma. Los resultados de 

este trabajo han sido publicados en la revista The Journal of Allergy and Clinical Immunology 

bajo el título “IRAK3 gene variants associate with asthma in a replication study in the 

Spanish population”. 
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4.4. Asociación de variantes de ocho de los genes candidatos más firmemente 

replicados en asma en la población española 

En este último artículo se presentan los resultados del estudio de asociación de ocho 

de los genes candidatos más robustos de susceptibilidad al asma. En este trabajo, un total 

de 607 muestras de casos GOA y 1.271 controles fueron genotipadas para 75 tSNPs 

selecionados de modo que asegurasen una cobertura adecuada de los genes ADAM33, 

ADRB2, CD14, MS4A2, IL13, IL4, IL4R, y LTA-TNF. Estos tSNPs permitieron además 

imputar 119 variantes en estos genes para su análisis en asociación con asma. Los 

resultados mostraron la replicación de muchos de los polimorfismos descritos en la 

bibliografía, pertenecientes a los genes IL13-IL4, LTA-TNF, MS4A2, IL4R y ADAM33, a la 

vez que ampliaron los hallazgos de asociación a nuevas variantes génicas. Asimismo, en 

este trabajo se muestra la importancia de tener en cuenta la edad de comienzo del asma en 

los estudios de asociación para mejorar la replicación tanto en términos de número de SNPs 

asociados, como de sus efectos en la enfermedad. Finalmente, se encontró que la 

acumulación de variantes de riesgo en varios genes se relaciona con la susceptibilidad al 

asma y con un comienzo más temprano de la enfermedad. 

Este artículo ha sido preparado para su publicación y se presenta a continuación en 

forma de manuscrito bajo el título “Assessing the validity of asthma associations for the ‘elite’ 

non-HLA candidate genes and age-at-onset effects”. 
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Abstract 

 

Before the advent of genome-wide association studies (GWAS), a massive number of 

independent candidate gene associations suggested that ADAM33, ADRB2, CD14, MS4A2, 

IL13, IL4, IL4R, and TNF constituted the most replicated non-HLA genes with asthma and 

related traits. Except for the IL13-IL4 region, none of these genes have been found in close 

proximity of significant hits among the published GWAS for asthma or related traits to date. 

Here we aimed to assess the reproducibility of associations with asthma and atopic asthma 

in an independent sample, and to test if replications improved considering the effect of the 

age at onset of the disease. We systematically evaluated common single nucleotide 

polymorphisms (SNPs) of these 8 genes (75 by genotyping and 119 by imputation, including 

previously associated variants) in a sample of 1865 unrelated Spanish participants (606 

asthmatics and 1259 controls). We found nominal associations with asthma or atopic asthma 

for 38 SNPs in the IL13-IL4 and TNF regions, IL4R, ADAM33, and MS4A2. Replicated 

associations demonstrated varying effects with the age-at-diagnosis, allowing selecting an 

age cutoff for each SNP that showed the largest effects. A re-analysis of the associations 

based on these cutoffs provided further evidences of replication, in terms of the number of 

SNPs and/or increases in effect sizes, particularly for MS4A2, IL4R and ADAM33. In 

addition, the accumulation of risk variants was strongly associated with asthma susceptibility, 

providing an OR up to 1.39 (95% CI=1.22-1.60, p=1.67E-06) for each risk allele, an OR up to 

3.45 (95% CI=1.62-7.35) for carriers of 6 risk alleles, and was inversely associated with the 

age-at-diagnosis of asthma (p=3.0E-04). Taken together, our results support the important 

role of these genes in disease susceptibility and bolster the hypothesis that an earlier onset 

of asthma correlates with the accumulation of risk variants. 

 

Word count: 293 

Keywords: allergy, genetic susceptibility, association study, polymorphism 
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Introduction 

Asthma (OMIM #600807) is a complex respiratory disease characterized by chronic 

inflammation of airways and frequently associated with atopy, high eosinophil count, 

pulmonary obstruction and bronchial hyper-responsiveness against a diversity of stimulus [1]. 

Its prevalence varies widely around the world (1-18%), and predictions of increasing are 

expected for Western societies in the coming years [2]. Familiar clustering [3], twin studies 

[4], and genetic studies [5,6] support an important genetic component of the disease, with an 

estimated  heritability of 60% [7]. 

Before the advent of genome-wide association studies (GWAS) [8], a number of 

independent candidate-gene association studies were performed aiming to find susceptibility 

genes for asthma and related traits, resulting in almost a thousand publications so far [9]. 

However, given the conflicting results accumulated by these studies, replication of 

associations in independent study populations is required in order to assess the consistency 

of findings; the greater number of independent replications, the higher confidence to support 

that a particular gene is an asthma susceptibility gene [10]. Considering the gene as the unit 

of replication and using a broad definition for asthma, Ober & Hoffjan [5] summarized 

elegantly the accumulated evidence for candidate-gene association studies from the 

literature. This yielded a ranking of genes based on the number of studies for which a 

positive association between any polymorphism and any asthma trait was found [5]. As a 

result, eight non-HLA genes were put forward among the most replicated (in >10 

populations) and, therefore, suggested as firm candidates for asthma susceptibility [5]. Four 

of these genes were located in the linked region for asthma on chromosome 5q: interleukin 

(IL) 4 (IL4), IL13, CD14 and the β2-adrenergic receptor (ADRB2); one gene was located in 

the linked region 6p21: the tumor necrosis factor (TNF); another was the first positionally 

cloned asthma gene, ADAM metallopeptidase domain 33 (ADAM33); another was the gene 

encoding the α chain of the IL-4 and IL-13 receptors (IL4R); and finally, the gene encoding 

the IgE Fc receptor beta-subunit (MS4A2, alias FCER1B). However, most of them have not 

been systematically analyzed by surveying more than few variants (for example, by using 

tagging SNPs [tSNPs]) in additional powered and well-characterized study populations. Note 

that the majority of previous studies of these genes were assessed with limited sample sizes 

averaging 200 individuals for each study group [5,11]. 

To date, despite the fact that more than ten GWAS of asthma have been published 

discovering novel susceptibility disease loci, none of these firm candidates have been 

replicated at genome wide significance, nor have been found in close proximity of GWAS 

hits, except for the IL13-IL4 region [8,12,13,14,15,16,17,18,19,20,21]. Therefore, the 

question of whether GWAS have failed to evidence them because of study limitations or the 
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necessity of improved phenotype definitions [22], or alternatively, if the associations at these 

genes only represent false positives, still remains to be solved. In this respect, asthma is 

clinically recognized as an amalgam of several distinct phenotypes [23], which contributes to 

blur the complex genetic architecture underlying asthma susceptibility. Among these 

phenotypes, the age-at-onset of asthma could differentiate asthmatic groups, so that genetic 

variants might inconsistently associate with childhood and later-onset disease [17]. However, 

few studies have investigated the varying effects of particular genetic risk factors by the age-

at-onset of asthma, demonstrating the strongest effects for earlier onset and almost no 

effects for later onset [17,24,25]. Motivated by this evidence, here we aimed to assess the 

reliability of asthma associations for the eight most replicated non-HLA asthma genes 

existing before the availability of GWAS, by means of a systematic assessment in a 

sufficiently large study population. In addition, we explored whether effects of risk alleles 

varied with the age-at-onset of the disease and if this fact allowed improving the replication of 

risk variants of these genes. Finally, we also ascertained the extent to which the 

independently associated risk variants allowed distinguishing the disease status. 
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Materials and Methods 

Ethics statement 

This study was approved by the Ethics Committees at participating hospitals, and 

written informed consent was obtained from all subjects. 

Study subjects 

This study was conducted using a case-control design of 1878 DNA samples from 

unrelated individuals, all reporting at least two generations of Spanish descent. Sample 

details have been described elsewhere [24]. In brief, cases included 607 asthmatic patients 

aged >5 years and diagnosed by physicians following the Global Initiative for Asthma (GINA) 

guidelines for diagnosis and classification of asthma (http://www.ginasthma.com). These 

samples were collected and characterized for allergic and asthmatic symptoms in 

Respiratory Medicine and Allergy Departments, as part of the Genetics of Asthma study 

(GOA) in the Spanish population. Control group consisted of 1271 DNA samples from adults 

self-reporting no personal or familiar medical history of allergic or pulmonary diseases. These 

were collected from branches of the National Blood Service from unrelated individuals 

residing in Spain (visit http://www.bancoadn.org for further information). Further sample 

details can be found in Table S1. 

Selection of tagging SNPs  

Tagging SNPs (tSNPs) were selected by means of TagIT 3.03 [26], using available 

re-sequencing data from European samples from different sources (Tables 1 and S2). It is 

worth noting that re-sequencing data for the MS4A2 gene was unavailable from any public 

database when the study initiated. Thus, for this gene, tSNP selection was done using data 

from 60 unrelated samples from Utah residents with ancestry from northern and western 

Europe (CEU) from HapMap phase 2 [27], and tagging performance was verified against re-

sequencing data from 96 type 1 diabetes individuals of white European ancestry (v0.1, 

accessed on 19th March 2008) [28]. The IL13 and IL4 genes, which lie in close proximity, 

were considered as a single region for tSNP selection and further analyses. Similarly, given 

the strong linkage disequilibrium (LD) between LTA and TNF genes [29], common variants of 

the LTA gene were also tagged and jointly analyzed with TNF for association. In all cases, 

CEU genotypes were also used to complement the set of tSNPs selected from all genes to 

ensure an adequate gene coverage, not only for the initial source of variation, but also for 

HapMap phase 2 data. During tSNP selection, we forced the inclusion in the final tSNPs set 

of previously associated SNPs and all potential functional variants as predicted by PupaSuite 

[30]. This resulted in a final list of 82 tSNPs that were further tested for tagging performance 
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using a SNP-dropping-with-resampling method [26], satisfying a haplotype r20.85 in the 

reference genotype data. See Table S2 for further details. 

Assessment of population stratification 

To reduce the risk for false positives due to major population stratification effects, a 

total of 83 European ancestry informative markers (termed EuroAIMs) were determined in 

case and control samples, allowing to correct for major differences in Spanish populations 

[31]. A principal component analysis (PCA) based on these genetic markers was utilized to 

derive the ancestry estimates in cases and controls as scores of the first principal component 

(PC1). This analysis was performed by means of EIGENSOFT [32]. A full list of EuroAIMs 

utilized and the genotyping procedures have been detailed elsewhere [24,31]. 

Genotyping 

DNA was extracted from blood (GFX kit, GE Healthcare, Little Chalfont, UK) or saliva 

(OrageneTM DNA, DNA Genotek Inc., Ontario, Canada) and was used for whole genome 

amplification with Illustra GenomiPhi V2 DNA Amplification Kit (GE Healthcare). Dilutions of 

these products were used in a SYBR Green I (Molecular Probes, Eugene, OR)-based DNA 

quantification method, as described elsewhere [33]. 

Genotyping was conducted using the iPLEX® Gold assay on MassARRAY® system 

(Sequenom Inc., San Diego, CA) by the Spanish National Genotyping Center, Santiago de 

Compostela Node (CeGen, http://www.cegen.org). Briefly, iPLEX® assays were scanned by 

MALDI-TOF mass spectrometry and individual SNP genotype calls were automatically 

generated using Sequenom TYPER 3.4® software (Sequenom Inc.). Samples from the 

Coriell Institute for Medical Research (http://www.coriell.org) were included on each 

SpectroCHIP® (Sequenom Inc.) to test allele calling reliability samples of this platform. The 

SNPs that gave poor quality data on this platform were finally determined at the Hospital 

Universitario N. S. de Candelaria using either SNaPshot® Multiplex kit reactions (Applied 

Biosystems, Foster City, CA) or KASPar SNP Genotyping System assays (KBiosciences, 

Hertfordshire, UK). For that, we alternatively utilized an ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems), automatically assigning genotypes using GeneMapper v3.2 (Applied 

Biosystems), or a 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems), with automated 

calls generated using the 7500 software 2.0.1 based on discriminating plots with 95% 

confidence, respectively. Genotyping was blind to the disease status and approximately 6% 

of the samples were genotyped in duplicate to monitor genotyping quality. 

Contrary to the dbSNPs database, that defined the SNP rs570269 in ADAM33 gene 

as a C/G change, this SNP was detected as a triallelic locus during genotyping with iPLEX® 

Gold assays. This result was confirmed by sequencing of individuals showing the new T 
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allele (present in 0.4% of our controls). For that purpose, sequencing was performed by both 

strands with BigDye® v3.1 Terminator Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems) under the 

manufacturer’s recommendations and using the amplification primers. Sequencing products 

were ethanol precipitated and run on an ABI 3500 Genetic Analyzer. However, for the 

purposes of association, no distinction was made between T and C alleles during the 

statistical analysis. 

Statistical analysis 

Clinical and demographical data were analyzed by means of the 2-test and the 

Mann-Whitney U-test using SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). Departures from Hardy-

Weinberg equilibrium (HWE) were evaluated separately for cases and controls using an 

exact test [34] by means of a custom script for STATISTICA (StatSoft Inc., Tulsa, OK) [35]. 

However, as deviations in cases have been considered a symptom of disease association 

[36,37,38], only those tSNPs deviating significantly from HWE in the control group were 

filtered out from further analyses (threshold for significance was p-value=7.0E-04 after 

considering the multiple comparisons performed). Individual tSNP associations were tested 

under an additive model by means of regression analysis with SNPassoc [39], allowing to 

adjust associations for population stratification, by incorporating the PC1 scores as a 

covariate in regression models, and to estimate allele effects as odds ratios (ORs) with 95% 

confidence intervals (CIs). The independence of tSNP associations within each gene was 

then tested by means conditional regression analyses using SPSS 15.0. Additionally, 

untyped SNPs were imputed from tSNPs and tested for association by means of TUNA ver. 

1.1 [40]. For this aim, re-sequencing and/or CEU data were used to reconstruct haplotypes 

with PHASE 2.1 [41] to be used as a reference for the underlying LD across the gene. Based 

on previous studies [33], we chose to test the association of those imputed SNPs showing 

MAF10%, and MD0.7 [42], which added an extra level of confidence on the association 

results, albeit at the cost of a trivial reduction in the number of common SNPs tested for 

association. 

In order to test if replication improved considering age-at-onset-varying effects, we 

implemented a sequential addition (SA) of cases for the genotyped SNPs that were 

previously associated and showed a nominal and independent association at p0.05 in this 

study (irrespective of the allele or direction of effect), to obtain the age cutoff at which the 

allele effects were largest [43]. For that, age-at-diagnosis was utilized as a proxy for the age-

at-onset of the disease, which was not recorded for most patients. Briefly, in this process, 

individual SNP associations were computed iteratively using a Cochran-Armitage trend test 

assuming an additive model for each group of cases resulting from the sequential 

incorporation of asthmatic individuals for every increase in 1 year in the age of diagnosis. 
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The empirical p-value adjusted for the multiple comparisons was then obtained as the 

proportion of permutation replicates, calculated from reshuffling labels of cases and controls 

1000 times among the whole sample, which yielded p-values smaller than the observed in 

the actual data set. We next used this age-at-diagnosis cutoff to select a sub-sample of 

cases for which associations were tested again as done before, both for tSNPs and for 

imputed SNPs. Thus, the age-at-diagnosis cutoff (and therefore the selected sub-sample of 

cases) was identical for all tests of a given gene. LD patterns and regional association results 

were represented using LocusZoom 1.1 [44]. 

To judge the SNP associations in the context of the multiple comparisons performed, 

a false discovery rate (FDR) was assessed considering the gene as the unit of replication 

using QVALUE [45]. A FDR threshold of 5% was established to limit the expected proportion 

of false positives incurred in the study when a particular individual SNP test was called 

significant, considering all SNPs (genotyped and imputed) and the three group comparisons 

assessed per gene. 

Finally, in order to determine the risk for asthma by the accumulation of risk alleles 

from independent SNPs at different genes, a genetic risk score (GRS) was calculated by 

summing risk alleles contained in each SNP genotype (i.e. 0, 1, or 2). For this, SNPs were 

equally weighted and a trend test was assessed to evaluate the linearity between the number 

of risk alleles and the risk of asthma. In order to verify if these estimates were robust to the 

presence of population stratification, we also assessed the GRS for asthma development by 

means of regression models incorporating the PC1 scores as a covariate. Based on this sum 

score, we also calculated the Receiver Operating Characteristic curve (ROC), and its area 

under the curve (AUC) as the indicator of disease prediction. Nagelkerke’s R2 was calculated 

to measure the explained variance. All these analyses were assessed using SPSS 15.0. 
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Results 

A total of 13 samples (1 case and 12 controls) were excluded from the analyses 

because of genotype quality (completion rate <90%). Out of the initial set of 82 tSNPs, 6 

were found monomorphic (rs5744440, rs35684381, rs597040, rs8124875, rs614971 and 

rs17548816) by using both iPLEX® and one alternative genotyping method. Only one tSNP 

(rs12361312 at MS4A2) deviated significantly from HWE expectations in the control group 

and was discarded for the association analyses (Table S2). Therefore, a total of 75 tSNPs, 

which maintained an adequate coverage for all genes (r20.85), and 119 imputed SNPs were 

used for association studies in 1865 samples (606 cases and 1259 controls). The mean 

completion rate among the 75 tSNPs was 98.5% (P25-P75=98.7-100.0%), and the estimated 

overall genotype discordance rate among duplicated samples was 0.30% (95% CI=0.08%-

1.09%). 

Association testing revealed a total of 16 tSNPs, for which an adjustment for 

population stratification was possible, and 21 imputed SNPs which were associated with 

either asthma or atopic asthma at nominal significance (Table S3). Asthma associations 

were distributed in LTA-TNF, MS4A2, ADAM33, and IL4R (0.002p-value0.047), while 

associations with atopic asthma distributed in IL13-IL4, LTA-TNF, MS4A2, and IL4R (1.0E-

04p-value0.049). Among these, 18 (47%) constituted SNP-level replications of a positive 

finding in at least one previous study sample regardless of the allele or the direction of the 

effect, 14 of them were found associated with asthma and 17 with atopic asthma, being 

distributed among IL13-IL4, LTA-TNF, MS4A2, ADAM33, and IL4R genes. Conditional 

logistic regressions including the tSNPs that constituted SNP-level replications of a positive 

finding within each gene, consequently precluding the analysis of ADAM33, evidenced 

independent associations with asthma or atopic asthma for rs1800925 (-1112 C/T) in IL13-

IL4 (only for atopic asthma), rs2071590 in LTA-TNF (only for asthma), rs569108 (Gly237Glu) 

in MS4A2, and rs1805015 (Ser478Pro) in IL4R (both for asthma and atopic asthma) (data 

not shown). None of the SNPs from CD14 and ADRB2 genes showed a nominal significant 

association with either asthma or atopic asthma. 

With the premise that the age-at-onset might increase the power to detect association 

by assisting the enrichment of the case sample for patients with larger allele effects [24,25], 

we used SA of asthma patients to estimate the age-at-diagnosis cutoff maximizing allele 

effects. This was initially done only for the 4 tSNPs that replicated previous findings and 

showed independent associations on each gene. SA did not show any age-at-diagnosis 

cutoff that significantly maximized the association with atopic asthma for rs1800925 in IL13-

IL4 (lowest p-perm=0.063). On the contrary, SA revealed allele effects peaking at different 

age-at-diagnosis of the disease: rs2071590 in LTA-TNF showing a maximum at 24 years (p-
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perm=0.003), rs569108 in MS4A2 showing a maximum at 36 years (p-perm=0.009), and 

rs1805015 in IL4R showing a maximum at 38 years (p-perm=0.002) (Figure 1). Testing 

associations on the sub-sample of cases with the age-at-diagnosis of asthma before the 

maxima determined by SA, revealed 4 additional SNPs associated at nominal significance 

(Table S3), all of them being tSNPs of IL4R but none constituted SNP-level replications of 

previous studies. However, this evaluation evidenced increases in allele effect sizes along 

with the improvement of association p-values, particularly for most of the SNP-level 

replications of LTA-TNF and IL4R genes, and the only one that remained associated in 

MS4A2 (Table S3, and Figure 2). 

Given the improvements of using SA of cases to determine age-at-diagnosis cutoffs 

before testing the associations, we speculated whether SA would be capable to increase the 

replication in ADAM33, a gene for which SNP-level replications are difficult to be found in the 

literature [5,46]. Applying SA to rs2787095, the tSNP showing the lowest nominal significant 

and independent association with asthma in ADAM33, revealed allele effects peaking at an 

age-at-diagnosis of the disease at 13 years (p-perm=0.002) (Figure 3). Testing associations 

on the sub-sample of cases determined by this maximum of age-at-diagnosis of asthma 

revealed 9 additional SNPs associated at nominal significance (4.9E-05p0.020), 5 of these 

constituting SNP-level replications of a positive finding in at least one previous study (Table 

S3, and Figure 3). In addition, as rs2787095 was weakly correlated with all those significant 

SNPs that were genotyped (0.032r20.275), evidence for more than one asthma-associated 

variant within ADAM33 was obtained. The inclusion of rs2787095 and the alternative SNP 

showing the strongest evidence for association (rs628977; r2=0.17 with rs2787095) as 

covariates in a logistic regression still left a significant association for both SNPs 

(ORrs628977=1.42, 95% CI=1.09-1.86, p=0.009; ORrs2787095=1.86, 95% CI=1.22-2.06, p=0.001). 

Therefore, the advantages of taking into account the age-at-onset varying effects for 

replication studies in asthma were clearly evidenced in ADAM33, as we would have missed 

>55% SNP-level replications of this gene. 

After all tests done for asthma, atopic asthma, and asthma with an age-at-diagnosis 

before the cutoff maximizing allele effects, a total of 51 SNPs were associated at nominal 

significance. That is 26% of all SNPs tested, 23 of them (45%) constituting SNP-level 

replications of a positive finding in at least one previous study sample, most of them being 

also significant in the context of the multiple tests performed for each gene (46 SNPs with an 

FDR5%). The exceptions were: the 4 nominally associated SNPs with atopic asthma from 

IL13-IL4 (the minimum FDR was 48% for rs1295685, which constituted a SNP-level 

replication of previous studies); and rs2583477 in MS4A2 (minimum FDR of 43%). The top 

SNPs per gene were: rs2891057 and rs1805015 in IL4R (both with FDR=0.01%), rs628977 
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and rs2787095 in ADAM33 (both with FDR=0.2%), rs569108 in MS4A2 (FDR=0.6%), and 

rs2071590 in LTA-TNF (2.5%). 

Finally, the associated tSNPs that showed independent effects with asthma or atopic 

asthma for each gene were used for risk prediction in the same samples by assessing a 

GRS. For asthma, GRS included four SNPs: rs2071590 from the LTA-TNF region, 

rs2787095 from ADAM33, rs569108 from MS4A2, and rs1805015 from IL4R gene. The 

cumulative addition of each risk allele resulted in a significant addition of risk for asthma 

susceptibility (OR=1.23, 95% CI=1.12-1.34 for the addition of each risk allele, p=7.3E-07 

[OR=1.22, 95% CI=1.11-1.33, p=1.5E-05, after adjusting for population stratification]), 

explaining up to an OR=3.45 (95% CI=1.62-7.35) for carriers of 6 risk alleles (see the case-

control frequency change in Figure S1), an AUC of 0.56 (95% CI=0.53-0.59, p=3.3E-05) 

(Figure S2), and accounting for 1.7% of genetic variance. For comparison, similarly built 

GRSs from 5 random sets of 4 alternative tSNPs showed an average AUC for asthma of 

0.52 (95% CI=0.49-0.55).  

As for asthma, a GRS of atopic asthma was calculated considering: rs1800925 from 

IL13-IL4 region, rs1800610 from the LTA-TNF region, rs569108 from MS4A2, and rs1805015 

from IL4R. In this case, the cumulative addition of each risk allele resulted in a significant 

addition of risk for atopic asthma susceptibility (OR=1.39, 95% CI=1.22-1.60, p=1.7E-07 

[OR=1.40, 95% CI=1.22-1.60, p=1.7E-06, after adjusting for population stratification]), adding 

up to an OR=2.47 (95% CI=1.44-4.21) for carriers of 6 risk alleles (Figure S1), an AUC of 

0.58 (95% CI=0.55-0.62, p=2.9E-06) (Figure S2), and explaining a genetic variance of 2.3%. 

However, the similarly built GRSs from 5 random sets of 4 alternative tSNPs showed an 

average AUC for atopic asthma of 0.52 (95% CI=0.49-0.56), although where not significant. 

Moreover, among patients, the GRS was inversely associated with the age-at-diagnosis of 

asthma (p=3.0E-04) (Figure 4), although not the GRS of atopic asthma (p=0.106). In 

agreement, the differences on the average count of risk alleles against controls (5.61) were 

larger when compared to that of asthma cases diagnosed by a pre-specified age of 23 years 

(6.08, Mann-Whitney U-test p=1.6E-07), than when compared to that of asthma cases 

diagnosed at all ages (5.89, Mann-Whitney U-test p=1.7E-05). 
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Discussion 

In this study, we have comprehensively analyzed the association of 194 common 

variants, including previously associated SNPs, of eight candidate genes with asthma and 

atopic asthma in a reasonably well-sized case-control Spanish sample and found nominal 

associations in 5 of these genes (IL13-IL4, IL4R, ADAM33, MS4A2, and LTA-TNF). While 

SNPs from IL4R, ADAM33, MS4A2, and LTA-TNF genes showed association with asthma 

and atopic asthma, IL13-IL4 was found associated only with atopic asthma. However, not a 

single SNP from ADRB2 and CD14 genes was found associated. It is well known that the 

age-at-onset of asthma is associated with different phenotypic characteristics [47], and it has 

recently evidenced that age-varying genetic associations can cause non-replication and, 

consequently, lead to missing important genetic associations [48]. Therefore, we also re-

evaluated the association of these genes by restricting the analysis to case subjects with an 

age-at-diagnosis of asthma before a cutoff that maximized allele effects of replicated 

variants. This allowed us to verify that replication improved for certain genes, such as 

ADAM33, as recently supported for other firm candidates [25,49,50], and also to gain insight 

in the genetic complexity of asthma associations at these loci. 

Moving towards the application of personalized medicine requires first to indentify firm 

susceptibility genes underlying disease risk. For that, replication in independent populations 

consisting of large and well-characterized samples is essential for establishing the credibility 

of a genotype-phenotype association, regardless of whether the first evidence of association 

was provided by a GWAS study or a candidate gene survey [51]. Besides, replication efforts 

allow testing the generality of findings in other populations, and discovering novel genetic loci 

contributing to phenotypic trait variability [52]. Particularly, testing the associations in 

populations of recent African ancestry will likely improve the detection of new risk variants 

[53], as they may offer the opportunity to refine the signal or to allocate the causal variants 

[54]. Our study line up with these considerations, as it was performed in a population with 

sizeable African genetic influences [31], and with a sample size representing a substantially 

larger population of cases (>97%) than the vast majority of prior published studies of these 

genes that utilized an unrelated case-control design. This sample size provided >80% power 

to detect a minimum risk of 1.45 for a risk frequency of 20% with a two-sided p=0.05 

significance level. Despite that, we acknowledge that risk effects of this range are in the 

upper bound of those expected for common variants in complex traits [55], which may have 

contributed to our failure to replicate the association of ADRB2 and CD14 genes. 

Alternatively, our failure to replicate associations at these genes may possibly be attributed 

to: i) Our impossibility to test their association with more relevant traits or patient sub-

samples, as ADRB2 has been related to asthma drug responses [56,57] and CD14 has 
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shown association once the sample has been stratified by environmental exposures [58]; ii) 

The lack of a true association with asthma susceptibility, as has been suggested for 

particularly relevant variants by meta-analyses [56]. Whichever one is correct, a recently 

published and similarly powered replication study showed positive and negative replication 

results fully congruent for all genes overlapping with ours [59]. 

Among the final list of 51 SNPs found associated at nominal significance, 45% 

constituted SNP-level replications [5,11], of which 90% would be considered significant in the 

context of the multiple tests done. For some of them, we found evidence of slight but 

significant increases of effect sizes among cases diagnosed before certain ages, so that 

some effects were observed to increase within asthmatic group  with early diagnosis (SNPs 

at LTA-TNF and ADAM33 genes), while for others (IL4R and MS4A2) the effects were also 

observed after including cases with a latter diagnosis. Intriguingly, many of the effects 

peaked in the range of age at diagnosis between 20 and 45 years, coincidental with the age 

range with the maximum expression of the disease [60,61]. Whether a true biological 

mechanism is underlying these and previous observations [17,25,49] will be worth noting to 

be considered in further studies, because of its potential impact in the design of independent 

association studies [48], as well as in the research of improved asthma treatment and 

prevention. 

Our percentage of replication at gene level is in the upper bound of those reported by 

previous large and recent replication studies, where a range of 9-26% of the genes analyzed 

showed replication with an asthma trait [11,54,59,62,63,64,65]. This might have been 

motivated by the different stringency of criteria for selecting the candidates for the analyses. 

Note that our study focused on candidate genes showing at least one SNP associated in>10 

study populations, while previous studies required associations in fewer independent study 

populations, location of candidates under linkage peaks or evidences from studies with 

knockout animal models. In addition to that, many of these studies have utilized available 

arrays for genome wide genotyping, where common variants of many key asthma candidate 

genes were insufficiently covered. For example, Michel et al. [59] indicated that only 37% of 

the previously associated SNPs from 14 candidate genes were captured by the array utilized 

by the same authors on the first GWAS for asthma [8] and, surprisingly, not a single SNP 

from key asthma genes such as ADAM33, IL4 and CD14 was contained in their array. Only 

after extending the study by further genotyping (and by imputation) on the same samples of 

their GWAS, Michel et al. were able to consistently replicate many of the biological 

candidates that were missing from the GWAS [59]. We confirmed that the coverage of 

published GWAS for asthma to date in European populations has been inadequate for 

ADAM33 (<30%) and for LTA-TNF region (<62%) if the HapMap phase 2 data is used as a 

reference (Table S4). If array comparisons were made against the 1000 Genomes Project 
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(1KGP) sequencing data [66], the coverage would be even lower. Note, however, that the 

estimated coverage of genes was calculated under a best-case scenario, as these were 

implicitly derived for HapMap CEU data and the same data was used to inform the SNP 

contents of the array. In addition, we have assumed that the 100% of SNPs contained in the 

array were successfully genotyped, and that all individuals from the study were determined 

for the same amount of SNPs (not incurring in power loss because of uncertainty in SNP 

during the imputation process or even SNP exclusion during a joint analysis of samples 

genotyped with different arrays). Effects similar to those related to the age-of-onset of 

asthma, which have been only exceptionally explored [17], could have also contributed to 

their absence from the significant hits obtained by the published GWAS for asthma or related 

traits to date. Therefore, albeit most of them have been missed by published GWAS for 

asthma, the available evidences support that IL13-IL4, IL4R, ADAM33, MS4A2, and LTA-

TNF genes replicate consistently among different studies. Additional support to their genuine 

role in asthma susceptibility comes from the evidence from their derived multi-SNP GRS 

scores that, despite showing marginal disease predictability, demonstrated similar AUC 

values and associated p-values to those revealed by the top GWAS hits [17,18,67], 

indicating that they are effectively different from a random guess (i.e. from an AUC=0.5). 

In conclusion, we replicated the association of common variants in five biological 

candidate genes of asthma giving independent support for their role as risk factors for 

asthma and atopic asthma. Moreover, our results evidenced the genetic complexity at some 

of these susceptibility loci and the importance of considering age-at-onset effects for the 

evaluation of genetic risk factors in asthma, both for replication assessment and for the 

detection of further susceptibility genes. Finally, the observation that the accumulated risk 

and the explained proportion of genetic risk for asthma increased among patients with earlier 

age of diagnosis supports the notion that asthma patients with earlier onset of the disease 

are enriched for the genetic disease [15]. 
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Figure legends 

 

Figure 1. ORs and its 95% CIs obtained as a result of the sequential addition of cases 

according to the age-at-diagnosis of asthma for replicated SNPs from A) LTA-TNF 

(rs2071590), B) MS4A2 (rs569108), and IL4R (rs1805015) [Continued on page 161]. 

 
A) 

 

B) 
 

 



RESULTADOS 

161 

 

Figure 1. (Continued) 
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Figure 2. P-values of association by chromosome position with A) atopic asthma (IL13-IL4), 

and asthma with age-at-diagnosis of the disease before the cutoff of B) 23 years for LTA-

TNF C) 36 years for MS4A2 and, D) 38 years for IL4R. P-values are expressed in –log10 

scale. The SNP number shown on the plot denotes the result for the most significant SNP for 

each gene and the results for the remaining were color coded to reflect their LD with this 

SNP based on pairwise r2 values from the 1KGP. Estimated recombination rates (from 

1KGP) were also plotted in cyan to reflect the local LD structure [Continued on pages 163 

and 164]. 
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Figure 2. (Continued) 
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Figure 2. (Continued) 
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Figure 3. Association results for ADAM33. A) ORs and its 95% CIs obtained from the 

sequential addition of cases according to the age-at-diagnosis of the disease for the SNP 

rs2787095. B) P-values of association with asthma diagnosed 13 years (in -log10 scale) by 

chromosome position. The SNP number shown on the plot (rs628977) denotes the result for 

the most significant SNP and the results for the remaining were color coded to reflect their 

LD with this SNP based on pairwise r2 values from the 1KGP. Estimated recombination rates 

(from 1KGP) were also plotted in cyan to reflect the local LD structure.  
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Figure 4.  Accumulation of risk alleles (GRS) within asthmatics by age-at-diagnosis of the 

disease (mean±SE) 
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Supplementary material 

 

Table S1. Relevant demographic and clinical features of GOA samples. 

Table S2. Information, completion rates and Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) p-values for 

the tSNPs. 

Table S3. Association summary of genotyped and imputed SNPs with asthma and atopic 

asthma for all candidate genes analyzed. Association summary of SNPs with asthma 

diagnosed before the cutoff demonstrating the largest effects is also shown for IL13-IL4, 

LTA-TNF, CD14, MS4A2, ADRB2, ADAM33, and IL4R. 

Table S4. Coverage of candidate genes on commercial arrays used in asthma GWAS in 

samples of European ancestry. 

Figure S1. Frequency distributions of the accumulated risk alleles for asthma and atopic 

asthma patients, and controls. 

Figure S2. Receiver operating characteristic (ROC) curves derived from the multi-SNP GRS 

scores of associated risk alleles to distinguish asthmatics and atopic asthmatics from 

controls. 
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Figure S1. Frequency distributions of the accumulated risk alleles for asthma and atopic 

asthma patients, and controls. 
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Figure S2. Receiver operating characteristic (ROC) curves derived from the multi-SNP GRS 

scores of associated risk alleles to distinguish asthmatics and atopic asthmatics from 

controls. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

5. DISCUSIÓN 



DISCUSIÓN 

183 

 

5. DISCUSIÓN 

5.1. Estructura genética de la población española 

 En esta tesis doctoral se ha evaluado por primera vez la posible existencia de 

estructura poblacional en España debida a la presencia de un componente genético  

norteafricano desigualmente distribuido entre regiones. Para ello, en primer lugar se 

demostró que unos pocos EuroAIMs, marcadores de ascendencia seleccionados en un 

estudio anterior para detectar estructura poblacional en Europa (Price et al., 2008), también 

resultaron útiles para distinguir entre poblaciones norteafricanas y europeas. Tras esto, los 

EuroAIMs permitieron estimar que la influencia norteafricana es menor en la población 

peninsular que en la población canaria (5% frente a 17%, respectivamente). Además, en la 

población canaria se observó una gran variación entre individuos para esas estimas, 

oscilando desde un 0% hasta un 96% de mezcla norteafricana. Asimismo, se demostró que 

esta distribución desigual de mezcla norteafricana en la población española podría sesgar 

los estudios de asociación de tipo caso-control realizados con individuos sin relación de 

parentesco, y que estos efectos podrían minimizarse usando un conjunto reducido de 

EuroAIMs. 

Este estudio reveló la existencia de un flujo genético bidireccional entre poblaciones 

norteafricanas y peninsulares, algo que ya había sido descrito en estudios previos (Rando et 

al., 1998; Bosch et al., 2001). Sin embargo, mientras que en esta tesis doctoral se estimó un 

5% de influencia norteafricana en la población peninsular, los estudios anteriores 

encontraron un valor de influencia norteafricana en la población peninsular del 8-10%, 

empleando marcadores de herencia uniparental (Flores et al., 2004; Adams et al., 2008; 

Capelli et al., 2009). Nuestros resultados, basados en marcadores autosómicos, mostraron 

que esta mezcla podría variar desde tan sólo un 2,1±4,6% en las poblaciones del este 

peninsular hasta un 9,0±28,8% en las poblaciones del oeste peninsular, si bien estas 

diferencias no llegaron a ser estadísticamente significativas (p=0,156), dado el número 

limitado de muestras correspondientes a cada región. En línea con nuestros resultados, un 

estudio previo realizado con marcadores del cromosoma Y también encontró diferencias 

geográficas en la influencia norteafricana entre poblaciones del este y oeste de la Península 

Ibérica (Adams et al., 2008), mientras que otro estudio detectó igualmente la presencia de 

subestructura poblacional entre distintas poblaciones de la Península (Gayán et al., 2010). 

Sin embargo, serán necesarios más estudios en los que se incluyan mayor número de 

muestras y de marcadores genéticos para confirmar la existencia de tales patrones 

geográficos de mezcla norteafricana diferencial en las poblaciones peninsulares.  
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A pesar de que la conquista española durante el siglo XV se realizó de una manera 

agresiva, y que desde entonces han existido en Canarias numerosos procesos migratorios, 

el elevado porcentaje de mezcla norteafricana encontrado en la población canaria actual 

apoya el hecho de que aún existe una huella genética de la población aborigen. 

Curiosamente, para las muestras procedentes de La Gomera se obtuvo la estima más 

elevada de mezcla norteafricana, aunque sin mostrar diferencias estadísticamente 

significativas con las de otras islas. Sin embargo, dado que nuestro estudio incluyó un 

número reducido de individuos de cada isla, con tan sólo 7 representantes de La Gomera, 

estos resultados deben interpretarse con cautela, si bien solapan con los hallazgos 

proporcionados por estudios realizados con ADN mitocondrial (Rando et al., 1999). 

Un hallazgo interesante de esta tesis es el no haber detectado contribución genética 

subsahariana en la población canaria actual. Tal como se mostró en el apartado de 

resultados, esta ascendencia se pudo distinguir de manera adecuada de las poblaciones 

norteafricana y peninsular con los marcadores autosómicos empleados. Además, el hecho 

de no haber detectado influencia subsahariana en la población canaria no puede explicarse 

por la utilización de muestras de individuos nigerianos de etnia yoruba como única población 

de referencia, puesto que se comprobó los EuroAIMs son capaces de distinguir otras 

poblaciones subsaharianas disponibles en el HGDP (bantú, aka, mandinga, mbuti y san) 

(resultados no mostrados). Por tanto, confirmada la capacidad resolutiva de los marcadores 

autosómicos empleados, el resultado obtenido contrasta con las evidencias previas acerca 

de la existencia de influencia subsahariana en la población canaria, sugerida por la bien 

documentada introducción de población subsahariana en Canarias como resultado del 

tráfico de esclavos posterior a la conquista (Flores et al., 2001), y confirmada por los datos 

proporcionados por el estudio del ADN mitocondrial (Rando et al., 1999) y de la porción no 

recombinante del cromosoma Y (Flores et al., 2003). Sin embargo, estos resultados pueden 

explicarse por el distinto modo de herencia de estos marcadores, y por la compleja historia 

de la población canaria, de manera que los distintos marcadores proporcionan puntos de 

vista complementarios (Flores et al., 2001; Fregel et al., 2009). En definitiva, encontramos 

pocas evidencias que apoyen la existencia de una contribución subsahariana en la 

población canaria distinta de la que provendría del sustrato genético de los aborígenes 

canarios. En este sentido, varios estudios genéticos han demostrado la existencia de un 

sustrato subsahariano en restos arqueológicos de aborígenes canarios y en las poblaciones 

actuales del Sahara occidental (Fregel et al., 2009; Rando et al., 1998; Bosch et al., 2001). 
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5.2. Implicaciones de la estructura genética de la población española en los 

estudios de asociación de casos-control 

En vista de las estimas dispares de mezcla norteafricana encontradas entre 

poblaciones peninsulares y canarias, anticipamos que existiría mayor probabilidad de 

obtener falsos positivos en los estudios de asociación realizados con muestras de individuos 

españoles sin relación familiar, simplemente debido a las diferencias poblacionales (Marchini 

et al., 2004). Esta premisa se confirmó al demostrar que el número de asociaciones que se 

detectaron como falsos positivos al comparar muestras de canarios con individuos 

peninsulares resultó ser más del doble de lo esperado por azar cuando no se realizó ningún 

ajuste de estratificación poblacional. Sin embargo, en esta tesis doctoral demostramos que 

en los estudios de la población española que incluyan muestras de individuos canarios, los 

efectos debidos a la estratificación poblacional podrían corregirse de manera eficiente 

usando PCA. En contraste, los ajustes basados en STRUCTURE no resultaron adecuados. 

La distinta eficiencia en la corrección de la estratificación poblacional proporcionada 

por el programa STRUCTURE y por el PCA no es sorprendente. Como se comentó 

anteriormente, el PCA presenta un mayor poder discriminatorio para detectar diferencias 

entre poblaciones estrechamente relacionadas (Heath et al., 2008; Li & Yu, 2008). De 

hecho, algunos estudios en los que se han comparado las estimas de ascendencia 

obtenidas con STRUCTURE frente a los resultados obtenidos con otros algoritmos, han 

mostrado que el STRUCTURE presenta sesgos en la estimación de los extremos de la 

distribución (Tsai et al., 2005; Alexander et al., 2009). Del mismo modo, en nuestro estudio 

observamos una buena correlación lineal entre el PC1 y las estimas de ascendencia 

norteafricanas obtenidas mediante el programa STRUCTURE, salvo en los extremos de la 

distribución, tendiendo a infra-estimar los valores en el rango bajo de ascendencia y a 

sobreestimarlos en el rango alto (resultados no mostrados). Lo expuesto anteriormente, así 

como el interés de utilizar un modelo libre de asunciones poblacionales subyacentes, nos 

llevó a escoger al PCA para los ajustes de estratificación poblacional y para estudiar la 

relación entre ascendencia y asma. 

Es importante destacar que los resultados obtenidos no implican que las influencias 

norteafricanas que detectamos sean la única fuente de estructura poblacional en España. 

Aún así, nuestros resultados sí que señalan la importancia de controlar el efecto de las 

diferencias de ascendencia norteafricana en la comparación de individuos peninsulares y 

canarios dentro de un mismo estudio de asociación. Aunque la aproximación empleada 

puede verse como un simple ejercicio en el que se asume el peor escenario, nuestros 

resultados sugieren que al menos cuando los SNPs analizados en relación con la 

enfermedad presenten grandes diferencias en frecuencia alélica entre peninsulares y 
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norteafricanos, los estudios de asociación sufrirán un exceso de falsos positivos. Más aún, 

dado los tamaños muestrales requeridos para detectar la asociación de variantes genéticas 

con efectos leves en enfermedad (Chanock et al., 2007), los sesgos estadísticos 

introducidos por la estratificación poblacional podrían incluso ser más pronunciados en los 

estudios reales (Pritchard & Rosenberg, 1999). Además, esta situación en la que todos los 

individuos enfermos proceden de una misma región, como por ejemplo Canarias, y los 

controles se muestreen en el resto del país será con el tiempo cada vez más habitual. Esto 

se debe a la existencia del Banco Nacional de ADN (www.bancoadn.org) o las fuentes de 

datos genómicos como la base de datos dbGaP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gap), cuyo 

propósito es precisamente proporcionar muestras de individuos sanos para facilitar y 

abaratar los estudios de asociación. Precisamente, este fue el caso del estudio de 

asociación realizado en esta tesis, en el que los individuos enfermos fueron recogidos en su 

mayoría en Canarias (64%), mientras que los controles procedieron principalmente de 

bancos de sangre de centros peninsulares (71%). Sin embargo, incluso aquellos estudios 

que sólo incluyan muestras de casos y controles de la población canaria estarían expuestos 

a los sesgos originados por la estratificación poblacional, dadas las grandes diferencias de 

ascendencia estimadas entre los individuos de esta población. 

Cabe destacar que al haber usado marcadores genéticos que muestran grandes 

diferencias alélicas entre poblaciones (Price et al., 2008), las diferencias genéticas entre 

peninsulares y norteafricanos no representan la media del genoma al completo, por lo que 

podrían estar sesgadas. Además, nuestro estudio presenta las mismas limitaciones que 

cualquier estudio genético en el que se estimen proporciones de ascendencia en una 

población, ya que éstas dependen en gran medida de las poblaciones que se consideren 

como parentales o poblaciones de referencia. En este sentido, en esta tesis doctoral se 

emplearon muestras de distintas localidades de Marruecos para cuantificar la mezcla 

norteafricana en la Península y como referencia para las poblaciones aborígenes canarias, 

lo cual es razonable dadas las evidencias procedentes de registros históricos (Chejne, 1974; 

Flores et al., 2001) y los estudios genéticos previos (Rando et al., 1999; Flores et al., 2001; 

Flores et al., 2003; Maca-Meyer et al. 2004; Alonso et al., 2005; Adams et al., 2008; Fregel 

et al., 2009). Sin embargo, el uso de esta muestra como representativa del norte de África 

no es más que una simplificación de las influencias africanas heterogéneas que han 

afectado a las poblaciones españolas a lo largo de su historia. Posiblemente, una mayor 

caracterización genética de las poblaciones norteafricanas y la utilización de un mayor 

número de marcadores genéticos permitan identificar en un futuro otras influencias 

genéticas en la población española, tal y como ha sido mostrado recientemente para las 

poblaciones afroamericanas (Tishkoff et al., 2009). 
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5.3. Análisis de la relación entre la ascendencia norteafricana y el riesgo de 

asma en Canarias 

Los resultados del primer artículo de esta tesis nos han permitido validar una 

herramienta con la que estimar adecuadamente la contribución genética norteafricana en la 

población canaria. Con ello, se exploró por primera vez la posible relación entre la 

ascendencia genética norteafricana y el riesgo a padecer asma y atopia en la población 

canaria, en busca de una explicación a la mayor prevalencia de fenotipos asmáticos en las 

Islas en comparación con la media española (The Spanish Group of the European Asthma 

Study, 1995; Juliá-Serdá et al., 2005; Sánchez-Lerma et al., 2009).  

Dado que en el capítulo anterior habíamos demostrado que la reducción de 

marcadores de ascendencia hasta 69 EuroAIMs producía resultados equiparables al análisis 

del conjunto completo de los 93 marcadores, y teniendo en cuenta que disponíamos de un 

total de 83 marcadores que habían superado los controles de calidad de genotipado, estos 

últimos se consideraron adecuados para su utilización en la evaluación de la influencia 

genética norteafricana en la población canaria. En primer lugar, un PCA con estos 83 

EuroAIMs permitió evaluar la asociación entre la ascendencia genética con el riesgo a 

padecer asma y distintos fenotipos atópicos, no encontrándose relación alguna al ajustar por 

variables clínicas, esto es al incluir en los modelos de asociación aquellas variables que 

diferían entre los grupos comparados. Del mismo modo, ninguno de los 83 EuroAIMs mostró 

individualmente asociación con asma tras realizar ajustes por las múltiples comparaciones 

realizadas.  

El único trabajo previo en el que se había realizado una aproximación al estudio de la 

relación entre la ascendencia y el asma en la población canaria, se basó en la comparación 

entre individuos que declararon dos generaciones de ancestros nacidos en Canarias y los 

que declararon tener ancestros de otros lugares (Juliá-Serdá et al., 2005). Los autores 

tampoco encontraron relación alguna entre tener ancestros canarios y el riesgo a sufrir 

asma. 

Basado en la estima de la media de mezcla genética norteafricana en la población 

canaria (17±25%) y en el número de casos y controles analizados, estimamos que nuestro 

estudio tendría un poder estadístico adecuado para detectar efectos de hasta un 21% de 

efecto estandarizado (esto es una diferencia de mezcla norteafricana de un 3,2%; 20,2% en 

casos y 17% en controles). Este valor de efecto sería incluso menor que el observado en 

poblaciones afroamericanas y afro-caribeñas, en las que se han encontrado diferencias del 

5-6% en ascendencia africana entre asmáticos y controles (Vergara et al., 2009; Flores et 

al., 2011). Por tanto, llegado a este punto, no es posible afirmar que no exista relación entre 
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la ascendencia genética y el riesgo al asma o fenotipos atópicos en la población canaria. 

Tan sólo se podría concluir que, de existir tal relación, sus efectos serían moderados o leves 

y menores que los descritos en las poblaciones afroamericanas y afro-caribeñas, lo que se 

traduciría en pequeñas diferencias de mezcla norteafricana (<3,2%). No obstante, serán 

necesarios nuevos estudios con tamaños muestrales mayores y un mayor número de 

marcadores genéticos para explorar tal posibilidad.  

5.4. Asociación de genes candidatos con el asma en la población española 

La determinación de las variantes genéticas de susceptibilidad al asma es el primer 

paso necesario para la comprensión de las causas de esta enfermedad y su aplicación 

clínica (Hamburg & Collins, 2010). Uno de los desafíos de la medicina personalizada es 

identificar adecuadamente a los individuos antes de que desarrollen los síntomas de 

enfermedad, lo que permitiría el establecimiento de medidas preventivas, además de 

cambiar la actitud terapéutica para hacerla más específica y económica (Kraft, 2011). Para 

ello, primero es necesario establecer los genes de susceptibilidad firmemente asociados con 

la enfermedad, siendo la replicación en estudios independientes con un gran número de 

muestras de individuos y una caracterización fenotípica adecuada, la única herramienta 

disponible para evaluar la validez de las asociaciones detectadas en un estudio (Chanock et 

al., 2007; Nicolae & Ober, 2009).  

En este trabajo se han analizado aproximadamente 1.950 muestras de individuos de 

población española para más de 220 polimorfismos, correspondientes a nueve regiones 

génicas candidatas, en asociación con la susceptibilidad al asma y al asma atópico. Entre 

los genes candidatos estudiados, se encontró asociación de los genes IL13-IL4, LTA-TNF, 

IRAK3, MS4A2, IL4R y ADAM33 con el desarrollo de fenotipos asmáticos, tanto de variantes 

asociadas en estudios previos, como de polimorfismos hasta ahora no citados en trabajos 

anteriores. Por el contrario, otras asociaciones previamente descritas para los genes ADRB2 

y CD14 no fueron validadas en nuestro estudio.  

Por otra parte, nuestros resultados han puesto de manifiesto el efecto de la edad de 

comienzo de la enfermedad en la asociación de algunos de los genes, mostrando mayores 

efectos al incluir en los análisis sólo aquellos asmáticos con una edad de diagnóstico menor 

que un umbral estimado. Más aún, la acumulación de variantes de riesgo mostró una fuerte 

asociación con el desarrollo de asma y asma atópico y una relación inversa con la edad de 

comienzo de la enfermedad. 

La mayoría de estudios de asociación de asma se han centrado en poblaciones con 

ascendencia europea, principalmente del norte, pese a que se ha sugerido la importancia de 

realizarlos en todas las poblaciones mundiales para así descubrir los loci genéticos que 
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contribuyen en la variabilidad fenotípica (Pulit et al., 2010). Asimismo, la realización de 

estudios en poblaciones con mezcla de ascendencia africana reciente se ha señalado como 

un factor que probablemente mejoraría el descubrimiento de nuevas variantes de riesgo, ya 

que ello permite refinar la señal de asociación o incluso descubrir las variantes causales 

(Manolio et al., 2009). Por ello, la presencia de mezcla genética norteafricana en la 

población española, confirmada en esta tesis, justifica el interés que tiene la realización de 

estudios de asociación en esta población. 

5.4.1. Replicación de la asociación de IRAK3 con el asma 

En esta tesis se realizó el primer estudio de replicación independiente de la 

asociación de variantes génicas de IRAK3 con el asma, encontrándose los mismos SNPs y 

alelos de riesgo y el mismo haplotipo protector que en el estudio que permitió su clonaje 

posicional en poblaciones italianas (Balaci et al., 2007). Los resultados obtenidos ampliaron 

las evidencias anteriores al encontrar dos señales de asociación independientes dentro del 

gen y al extender la región asociada por medio de haplotipos. En este último caso, se 

demostró incluso que es posible detectar la asociación de IRAK3 considerando el conjunto 

total de asmáticos, sin distinguir entre atópicos y no atópicos o casos con comienzo 

temprano.  

Es interesante destacar que, como parte de esta tesis, IRAK3 también se asoció por 

primera vez con la susceptibilidad al ALI producido como consecuencia de la sepsis. De 

confirmarse en estudios independientes, este gen se sumaría a la lista de genes que 

participan en la interacción con patógenos con efectos pleiotrópicos en la susceptibilidad al 

asma y a la sepsis o sus complicaciones, como lo son CD14 (Gu et al., 2008; Little et al., 

2009) y NOD2 (Weidinger et al., 2005; Henckaerts et al., 2009). Estos resultados apoyan la 

hipótesis de la existencia de factores de riesgo genéticos compartidos entre distintas 

enfermedades complejas y refuerza la importancia de la hipótesis de higiene en el desarrollo 

del asma (Strachan, 1989).  

La realización de un meta-análisis de los estudios de tipo caso-control que han 

analizado la asociación de variantes de IRAK3 con el asma, demostró la presencia de 

efectos consistentes sólo entre las muestras de ascendencia europea, coincidente con lo 

observado en estudios previos (Rogers et al., 2009; Wu et al., 2010), pero no al incluir 

muestras japonesas en el análisis (Nakashima et al., 2006). Por tanto, futuros estudios 

deberán analizar la importancia de IRAK3 en la susceptibilidad al asma en otras poblaciones 

no europeas. 
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5.4.2. Replicación de la asociación de genes candidatos de susceptibilidad al asma 

más robustamente replicados 

En el análisis de asociación de los 8 genes más robustamente replicados en la 

bibliografía, se encontró asociación de 37 SNPs a nivel de significación nominal, 18 de los 

cuales constituyeron replicaciones de estudios anteriores con distintos fenotipos de asma 

(Ober & Hoffjan, 2006; Daley et al., 2009).  

Este no es el primer estudio que intenta validar la asociación de genes candidatos 

previamente asociados empleando un mayor número de muestras y cubriendo de manera 

adecuada el gen de interés. El estudio de Ferreira et al. (2009)  se centró en validar la 

asociación de 8 genes candidatos situados en regiones cromosómicas que habían mostrado 

ligamiento al asma y considerando el gen como unidad de replicación (Neale & Sham, 

2004), lo que les permitió encontrar asociación entre polimorfismos del gen MS4A2 y niveles 

séricos de IgE. Por su parte, Michel et al. (2010) analizaron 6 de los genes estudiados en 

esta tesis y sus resultados fueron congruentes con los nuestros: IL13, IL4R, TNF y ADAM33 

replicaron las asociaciones descritas en estudios anteriores mientras que CD14 e IL4 no lo 

hicieron. Otra estrategia de estudio de la replicación de los genes asociados con el asma ha 

sido el empleo de datos de GWAS para la evaluación específica de genes candidatos (Daley 

et al., 2009; Rogers et al., 2009; Wu et al., 2010; Galanter et al., 2011). En algunos casos, 

como veremos más adelante, sus resultados solapan con los obtenidos en la presente tesis.  

En el gen IL4R, las asociaciones más significativas se centraron en SNPs localizados 

entre los exones 10 al 12, codificantes de los dominios intracelulares del receptor (Kruse et 

al., 1999a). Además, muchos de estos SNPs se correspondieron con cambios de 

aminoácido que podrían afectar a la unión de moléculas efectoras de la vía de señalización 

de este receptor y a su fosforilación (Hershey et al., 1997). En concreto, dos de los cambios 

de aminoácido asociados con asma en esta tesis (Ser478Pro [rs1805015] y Gln551Arg 

[rs1801275]) han mostrado tener relación con la fosforilación de las moléculas que se unen 

al dominio intracelular de la IL4R en ensayos in vivo cuando los alelos señalados como 

protectores en esta tesis doctoral están presentes (Kruse et al., 1999b). En individuos 

portadores de los dos alelos protectores, prolina y arginina, se ha comprobado que se 

produce mayor fosforilación de las moléculas de señalización IRS-1 e IRS-2, debidos a 

cambios en la carga del receptor y en su conformación, conduciendo a una menor unión de 

sus sustratos que se encargan de continuar con la vía de señalización del receptor corriente 

abajo (Hershey et al., 1997). Esta menor señalización conduciría finalmente a una menor 

activación de las células B, desencadenado una menor producción de IgE (Kruse et al., 

1999b). Precisamente, un GWAS reciente con niveles de IgE ha mostrado que los alelos 

protectores de este estudio se asocian con una menor concentración sérica de IgE, con una 
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significación cercana a los umbrales genómicos (p≤7x10-6) (Granada et al., 2011). Sin 

embargo, es sorprendente que los alelos que en nuestro estudio resultaron ser protectores 

hayan mostrado el mismo efecto sólo en unos pocos estudios (Genuneit et al., 2009; Rogers 

et al., 2009). Por el contrario, estos alelos protectores han revelado efectos totalmente 

contrarios en otros estudios (Michel et al., 2010), incluso en un meta-análisis del 

polimorfismo Gln551Arg que reunió datos de 13 estudios independientes (Loza & Chang, 

2007). Precisamente, en ese meta-análisis, un estudio realizado en la población española 

fue descartado por mostrar efectos protectores como los mostrados en la presente tesis 

(Isidoro-García et al., 2005a; Loza & Chang, 2007). Es más, al analizar conjuntamente los 

resultados de asma atópico de dicho estudio y el nuestro, los efectos de este SNP resultaron 

consistentes, dado que mejoraron la significación obtenida en cada estudio por separado. 

Este no es el primer gen para el cual se encuentra asociación de un mismo polimorfismo 

pero con efectos contrarios de los alelos asociados en diferentes poblaciones (Ober & 

Hoffjan, 2006; Vercelli, 2008). Este fenómeno, denominado flip-flop, se ha observado incluso 

en algunos GWAS, en los que determinados polimorfismos resultaron ser de riesgo o 

protección dependiendo de la población analizada (Sleiman et al., 2010). Por lo tanto, la 

asociación específica encontrada para la IL4R en la población española podría estar 

causada por frecuencias alélicas propias de esta población, distintos patrones de LD, y/o por 

exposiciones ambientales diferentes entre poblaciones. Esta observación refuerza la 

importancia de estudiar distintas poblaciones para obtener un catálogo de genes de 

importancia en cada una de ellas (Ober & Hoffjan, 2006; Manolio et al., 2009), y la 

necesidad de no basar los esfuerzos de replicación únicamente en el estudio de SNPs 

individuales (Neale & Sham, 2004). 

En la región génica IL13-IL4, los SNPs asociados pertenecieron al gen IL13, 

precisamente el único de los genes candidatos analizados que ha mostrado significación 

genómica en un GWAS de asma (Moffatt et al., 2010). Concretamente, los 3 SNPs que 

replicamos en este estudio (rs1881457, rs1800925, rs1295686) se correspondieron con tres 

de los SNPs más significativos de un GWAS de IgE (Granada et al., 2011). Además, el SNP 

rs1295686 se asoció también en un estudio a gran escala de genes candidatos y un GWAS 

de asma (Daley et al., 2009; Moffatt et al., 2010). 

Por su parte, el único polimorfismo del gen MS4A2 asociado en esta tesis doctoral, el 

SNP rs569108, replicó resultados de estudios previos (Shirakawa et al., 1996; Green et al., 

1998; Cui et al., 2003; Kim et al., 2007; Wang et al., 2009). Sin embargo, los estudios 

anteriores no habían analizado todas las variantes comunes de este gen con las que 

dilucidar si existían otras variantes asociadas con asma. En la presente tesis doctoral se 

mostró que este SNP no presentó LD con ningún otro analizado, por lo que este SNP podría 
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ser causal de la asociación observada en el gen MS4A2. Este SNP predice la presencia de 

un cambio de aminoácido no sinónimo Glu237Gly en una región génica altamente 

conservada (Kim et al., 2007) y representaría un cambio de un aminoácido cargado 

negativamente (glutámico) por otro aminoácido polar no cargado (glicina). Este cambio de 

carga supondría la alteración de la hidrofobicidad en el extremo C-terminal del receptor 

FCER1B en una posición adyacente a un motivo de activación del inmunoreceptor por 

tirosina (ITAM). El dominio ITAM permite la unión de tirosinas quinasas para producir 

fosforilaciones, que a su vez provocan la activación celular, transmitiéndose una señal 

intracelular de calcio esencial para la liberación de vesículas con mediadores inflamatorios 

(Cookson et al., 1989; Scharenberg & Kinet, 1994; Lin et al., 1996). Estos mediadores son 

responsables, en última instancia, de la hiper-respuesta de la vía aérea (Kim et al., 2007). 

Por tanto, el cambio de aminoácido podría alterar esta unión y en consecuencia el nivel de 

señalización del FCER1B (Cookson et al., 1989). Se ha demostrado que la liberación de 

histamina por parte de basófilos de pacientes asmáticos estimulados con IgE resultó ser 

mayor en aquellos individuos portadores del alelo Glu237, que en los que presentan el alelo 

Gly237 (Kim et al., 2002), que resultó protector en esta tesis doctoral. Otros estudios han 

mostrado asociación de otros polimorfismos de este gen (Genuneit et al., 2009; Galanter et 

al., 2011), e incluso al comparar dos poblaciones distintas dentro del mismo estudio 

(Galanter et al., 2011). Estos resultados podrían estar motivados porque en las poblaciones 

analizadas en esos estudios los SNPs asociados presenten LD con el SNP rs569108, o que 

este SNP no sea realmente el causal de la asociación encontrada. 

En cuanto a la región génica LTA-TNF, dos de los SNPs asociados, 

correspondientes a la región promotora del TNF (-863 C/A [rs1800630] y -1031 C/T 

[rs1799964]), han mostrado modular los niveles de expresión de IgE y TNF en suero 

(Sharma et al., 2006). De ellos, el SNP -863 C/A mostró mediante ensayos de movilidad 

electroforética una unión específica al factor de transcripción NF-κB (Sharma et al., 2006). 

Además, un haplotipo formado por la combinación de dos SNPs, rs2239704 (LTA+80) y 

rs746868 (LTA+368), que previamente había mostrado efectos funcionales en la producción 

de LTA (Knight et al., 2004), mostró asociación significativa con asma (p=0,007). 

Concretamente, el haplotipo AC resultó ser menos frecuente en asmáticos (38,4%) que en 

controles (42,0%), OR=0,86; 95% CI=0,74-1,00 p=0,039. Precisamente, este haplotipo 

protector mostró en estudios anteriores una menor accesibilidad a la RNA polimerasa II, una 

menor abundancia del ARN transcrito para la LTA y, en definitiva, una menor producción de 

la proteína LTA (Knight et al., 2004; Knight et al., 2003). 
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5.4.3. Efecto de la edad de comienzo del asma 

Se ha apuntado que la heterogeneidad fenotípica del asma en cuanto a la edad de 

comienzo, presencia de atopia, función pulmonar y respuesta a tratamiento no deberían 

ignorarse en los estudios de asociación genéticos (Meyers, 2010). Entre estos factores, se 

conoce que la edad de comienzo determina distintas características de la enfermedad 

(Gelfand, 2008), y ya había sido sugerida como causante de la falta de replicación de 

asociaciones genéticas importantes en la enfermedad (Lasky-Su et al., 2008). Por ello, en 

este estudio se re-evaluaron las asociaciones en función de la edad de diagnóstico, 

obteniéndose un umbral de edad de comienzo que maximizase los efectos encontrados. El 

re-análisis de la asociación considerando aquellos asmáticos con una edad de comienzo 

anterior al umbral determinado, mejoró la replicación de ciertos genes, tal y como había sido 

observado en trabajos previos para otros genes (Bouzigon et al., 2008; Halapi et al., 2010; 

Castro-Giner et al., 2010), lo cual refuerza la idea de la complejidad de las asociaciones con 

el asma. En concreto, la asociación de los genes IL4R, LTA-TNF, MS4A2 e IRAK3, mejoró 

principalmente en cuanto a los efectos. Sin embargo, el cambio más drástico se observó en 

el caso de ADAM33, para el cual aumentó considerablemente el número de SNPs 

replicados. Precisamente este gen ha mostrado una enorme heterogeneidad en los SNPs 

asociados en distintas poblaciones (Ober & Hoffjan, 2006; Vercelli, 2008). Por tanto, el 

efecto de la consideración de la edad de comienzo en los estudios podría explicar, al menos 

en parte, los problemas de replicación observados para éstos y otros genes. 

Dado que la edad de comienzo no se registró en nuestro estudio para un gran 

número de asmáticos, pero sí la de diagnóstico, la variable empleada en los análisis de 

adición secuencial fue esta última. Por ello, es probable que los efectos se relacionen con 

puntos de corte de la edad de diagnóstico del asma que se traduzcan en edades más 

tempranas en términos de comienzo, sin poder obtener una estima precisa de la misma. No 

obstante, es sorprendente que en muchos casos la edad que maximizó los efectos se 

encuentre en el rango de los 20 a los 45 años, lo cual coincide con la edad de máxima 

expresión de la enfermedad (Barbee & Murphy, 1998). Con independencia del 

establecimiento de un valor exacto de edad de comienzo, nuestros resultados sugieren el 

interés de tener en cuenta este efecto en el diseño y análisis de futuros estudios de 

asociación. 
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5.4.4. Cobertura de la variación de los genes candidatos en las plataformas de 

genotipado en los GWAS de poblaciones europeas 

Dado que los genes asociados en nuestro estudio no han sido asociados en los 

GWAS de asma, salvo por el caso de IL13 (Moffatt et al., 2010), en esta tesis doctoral nos 

planteamos si la cobertura de las variantes de los genes analizados estaría adecuadamente 

representada en las plataformas de genotipado empleadas en dichos estudios, 

centrándonos en las poblaciones europeas. En adelante, la cobertura se referirá a las 

variantes comunes del gen (MAF≥5%), entendida como aquellas que pudiesen ser 

analizadas en asociación con la enfermedad por haber sido directamente genotipadas o por 

la posibilidad de imputarlas. Un estudio previo ya había señalado la existencia de una mala 

cobertura para algunos de los SNPs asociados en genes de importancia en el asma, como 

ADAM33, IL4 y CD14 (Michel et al., 2010), en el array de genotipado empleado en el primer 

GWAS de asma (Moffatt et al., 2007). Sin embargo, ningún estudio anterior había realizado 

una evaluación sistemática de la cobertura de todos los arrays empleados en los GWAS de 

asma en poblaciones europeas (Moffatt et al., 2007; Hancock et al., 2009; Himes et al., 

2009; Mathias et al., 2010; Sleiman et al., 2010; Li et al., 2010a; Moffatt et al., 2010; Ferreira 

et al., 2011b; Ferreira et al., 2011a; Torgerson et al., 2011; Hirota et al., 2011). 

Nuestra evaluación señaló que para los genes analizados en el presente trabajo, las 

plataformas de genotipado empleadas en los GWAS de asma proporcionarían una cobertura 

que podría parecer adecuada sobre datos del HapMap, en los cuales se basó el diseño de la 

mayoría de arrays. Sin embargo, al examinar su cobertura teórica sobre datos del 1KGP, 

ésta resultó más limitada. Aún asumiendo de manera optimista un CR del 100%, la 

cobertura teórica resultó sub-óptima para todos los genes asociados en este estudio, salvo 

para el gen IL4R, siendo totalmente inadecuada para el gen ADAM33 (<30%). Para casi 

todos los loci asociados en este estudio, el único array que teóricamente proporcionaría una 

cobertura teórica mayor (Illumina HumanHap 1M-Duo), sólo se ha empleado en una parte de 

las muestras de un GWAS (Torgerson et al., 2011). Precisamente al no emplear el mismo 

array para el genotipado de todas las muestras, en dicho estudio el análisis de asociación se 

ciñó a las variantes solapantes entre los distintos arrays utilizados, tras imputar las 2,5 

variantes millones del genoma presentes en los datos de la fase II del HapMap (Torgerson 

et al., 2011). En el caso de IRAK3, pese a que dicho array mostró una cobertura teórica del 

71%, tras pasar los controles de calidad del genotipado y de la imputación, el solape de los 

datos de los dos arrays sólo permitió la evaluación de la asociación de dos variantes de 

IRAK3, y ninguna de ellas fue el SNP rs1370128, que mostró una significación cercana al 

umbral genómico en nuestro estudio (Dra. Carole Ober, University of Chicago, comunicación 

personal). Esto supone que el único GWAS de asma que ha empleado el array con la 
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cobertura teórica más adecuada, mostró una cobertura sobre las variantes comunes de 

IRAK3 de tan sólo un 4,2%. Consecuentemente, es de esperar que para algunos de los 

genes asociados en este estudio la cobertura alcanzada sea también inferior a la estimada.  

Dado que los GWAS podrían estar perdiendo poder de detección de genes con gran 

importancia, dada su cobertura limitada para algunas regiones génicas y los estrictos 

umbrales de significación establecidos en este tipo de estudios, nuestros resultados 

confirman la importancia que siguen desempeñando los estudios de asociación en genes 

candidatos, en los que se examine exhaustivamente la variación de los genes analizados.  

5.4.5. Fortalezas y limitaciones del estudio de asociación 

Esta tesis representa el mayor estudio de asociación entre variantes comunes en 

genes candidatos y el asma llevado a cabo en la población española, al realizarse en una 

muestra siete veces mayor que las que se han empleado como media en esta población y 

analizar un gran número de variantes genéticas. Es más, incluso si lo comparamos con los 

estudios que han examinado los mismos genes candidatos a nivel mundial, el número de 

muestras analizado ha sido mayor que el utilizado en el 97% de los mismos, siendo casi 

cinco veces mayor que el tamaño medio empleado en ellos. Asimismo, el número total de 

variantes génicas examinadas en los previos estudios no ha superado los 100 SNPs 

considerándolos todos en conjunto (Daley et al., 2009; Ober & Hoffjan, 2006). Aún así, el 

poder estadístico alcanzado en la presente tesis fue óptimo para la detección de ORs 

situados en el límite superior de la estimación de los efectos esperados para la asociación 

de variantes comunes en enfermedades complejas (Hindorff et al., 2009), por lo que  

variantes de riesgo con efectos menores podrían haber pasado desapercibidas. 

En nuestro estudio se descartó la existencia de errores sistemáticos durante el 

genotipado, mediante varios tipos de controles de calidad, así como los posibles efectos de 

confusión debidos a la presencia de estratificación poblacional. 

Para el análisis de asociación se realizó una evaluación exhaustiva de la asociación 

de variantes génicas de los genes candidatos cubriendo casi por completo la variación 

común presente en estos genes, al analizar tSNPs seleccionados en base a datos de re-

secuenciación y no del HapMap, en contraposición con la mayoría de estudios en los que 

sólo se han analizado polimorfismos situados en regiones promotoras, polimorfismos que 

predicen cambios de aminoácidos, etc (Ober & Hoffjan, 2006; Daley et al., 2009). La 

selección de tSNPs permitió también la realización de imputación de variantes no 

genotipadas, en cuyo proceso se minimizó la posibilidad de cometer errores. Para ello, en el 

artículo de asociación de IRAK3 con ALI pudimos determinar qué variantes podrían ser 

imputadas de manera fiable, al haber empleado datos de re-secuenciación de la población 
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española para la comprobación de la exactitud de la imputación de las frecuencias alélicas. 

Nuestros resultados mostraron que no sólo la capacidad informativa de los tSNPs, medida 

como correlación multilocus MD (Nicolae, 2006), es importante en la imputación, sino que 

más aún lo es la frecuencia alélica de las variantes imputadas (Huang et al., 2009). Al 

menos con nuestros datos, las variantes con MAF≥10% resultaron imputadas con errores 

menores que los cometidos al considerar las variantes con MD≥0,7. Además, aplicando 

ambos umbrales simultáneamente los errores en la imputación de polimorfismos se 

redujeron drásticamente, lo que nos llevo a adoptar este criterio para los estudios de 

asociación del resto de genes. Es interesante destacar que en el caso de la asociación de 

IRAK3 con ALI, la asociación predicha mediante imputación de una variante del promotor del 

gen fue confirmada empíricamente tras su genotipado, revelando una variante funcional que 

no hubiese sido detectada de no ser por el proceso de imputación. 

Como ya se ha comentado anteriormente, pese a que ADRB2 y CD14 han sido 

señalados como genes robustamente asociados con el asma (Ober & Hoffjan, 2006; 

Vercelli, 2008), en el presente estudio su asociación con asma no fue confirmada. Si bien 

este resultado pudo deberse a limitaciones en el tamaño muestral, otros factores también 

podrían haber influido en la falta de replicación de la asociación. En primer lugar, el fenotipo 

analizado podría tener gran importancia, ya que en este estudio no se registraron las 

variables que se han visto relacionadas con la asociación de estos dos genes, como la 

respuesta al tratamiento (Lee et al., 2004; Contopoulos-Ioannidis et al., 2005; Finkelstein et 

al., 2009), y la presencia de asma nocturno (Contopoulos-Ioannidis et al., 2005) en el caso 

de ADRB2, o variables relacionadas con las exposiciones ambientales en el caso de la 

asociación de CD14 (Simpson et al., 2006), que podrían alterar los patrones de metilación 

de este gen (Munthe-Kaas et al., 2010). Otro de los fenotipos que ha mostrado asociación 

con el gen ADRB2 es el asma grave (Contopoulos-Ioannidis et al., 2005). Si bien la 

gravedad de cada paciente se registró en nuestro estudio siguiendo las guías GINA, dado 

que sólo 89 del total de asmáticos de la muestra fueron clasificados como asmáticos graves, 

el poder estadístico proporcionado sería muy limitado (<40%), lo que llevó a no evaluar la 

asociación de polimorfismos con este fenotipo. Sin embargo, una exploración de la 

correlación entre la gravedad según las categorías del GINA y la edad de comienzo indicó 

que estas dos variables se encuentran asociadas significativamente (p=1.84x10-7), de 

manera que una edad más temprana de comienzo se correlacionó con una mayor gravedad 

de la enfermedad.  

En segundo lugar, podría ser que la asociación de los polimorfismos de los genes 

ADRB2 y CD14 con asma esté regida por un modelo genético distinto del modelo 

considerado en este estudio (Zhao & Bracken, 2011). En nuestro trabajo empleamos un 
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modelo aditivo de herencia, que se ha sugerido que subyace a la mayoría de asociaciones 

con enfermedades complejas, y proporciona un mayor poder estadístico para detectar 

asociación, aunque podría no ser tan adecuado si el modelo de herencia es recesivo 

(Balding, 2006). Una tercera alternativa podría ser que estos genes sólo muestren 

asociación en un grupo poblacional concreto, como por ejemplo en individuos asiáticos, 

como se ha propuesto en un meta-análisis (Zhang et al., 2011). Por último, quizá los genes 

ADRB2 y CD14 no tengan una implicación real en la susceptibilidad al asma, como han 

sugerido otros meta-análisis (Contopoulos-Ioannidis et al., 2005; Kedda et al., 2005; 

Nishimura et al., 2006; Li et al., 2010b). 

Otras limitaciones de este estudio de asociación merecen ser mencionadas. En 

primer lugar, dada la presencia de múltiples SNPs asociados en cada gen, que en muchos 

casos mostraron un LD moderado-alto, la variante causal de la asociación encontrada en 

cada gen no pudo ser determinada. Esto podría ser especialmente importante en el caso del 

locus LTA-TNF, localizado en la región 6p21 a una distancia de 1 megabase del locus HLA-

DRB1. Sin embargo, la exploración de este efecto se descartó por medio del genotipado de 

variantes dentro de este segundo locus, observándose la independencia de la asociación 

entre estas dos regiones (resultados no mostrados), como ya había sido encontrado en el 

caso de la asociación de estos dos loci con lepra (Alcais et al., 2007). También podría ocurrir 

que fueran variantes de baja frecuencia las causantes de las asociaciones encontradas, 

quizás por su correlación con las variantes comunes mediante un fenómeno denominado 

“asociaciones sinténicas” (Dickson et al., 2010), para las que este estudio presentó un poder 

estadístico limitado. Alternativamente, la causalidad podría deberse a otro tipo de variación 

más compleja, por ejemplo los CNVs, que podrían subyacer a las asociaciones detectadas 

mediante SNPs por su correlación con ellos (Manolio et al., 2009).  

En este estudio, la selección de controles no se realizó asegurando un 

emparejamiento de cada caso con un control en términos de edad y sexo, cuya  influencia 

en los estudios de asociación es motivo de debate (Zeggini & Morris, 2011). En su lugar, se 

le dio más importancia a que los controles perteneciesen a la población española y que 

presentasen una baja probabilidad de presentar asma o enfermedades relacionadas y que 

tampoco tuviesen antecedentes familiares. Esto condujo a que los casos y controles 

presentasen diferencias significativas para las variables edad y sexo. Sin embargo, es muy 

poco probable que los resultados presentados sean espurios, dado que representan 

replicaciones de asociaciones anteriores. Asimismo, y aunque no se ha especificado en los 

artículos surgidos de esta tesis doctoral, muchos de los análisis fueron repetidos 

estratificando por género y por cuartiles de edad, encontrándose resultados consistentes 

entre los grupos comparados, al mantenerse las frecuencias alélicas constantes entre 
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grupos. Esto es congruente con la observación de que en presencia de HWE los genotipos 

de un determinado locus son independientes de otros factores (Clayton & McKeigue, 2001). 

Por ello, y puesto que el hecho de ajustar por variables innecesarias podría disminuir el 

poder de detección de asociación (Cox & McCullagh, 1982), en este estudio optamos por 

ajustar los resultados sólo por la presencia de estratificación poblacional, que sí se ha 

demostrado ser un factor de confusión en la detección de asociación (Amos, 2007; 

Zondervan & Cardon, 2007). De hecho, esta estrategia es una práctica habitual en los 

GWAS, en los que muchas veces se emplean como controles individuos tomados de la 

población que ya han sido genotipados para otros estudios distintos, sin conocer datos de 

edad o sexo e incluso sin disponer de una caracterización clínica (Li et al., 2010a; Ferreira et 

al., 2011a), y se da más importancia a que cada caso esté genéticamente emparejado con 

un control (Guan et al., 2009). 

5.4.6. Capacidad predictiva de las variantes analizadas y varianza de la enfermedad 

explicada por la acumulación de variantes de riesgo 

Dado que los efectos encontrados en la asociación de variantes genéticas en 

enfermedades complejas han mostrado ser muy leves, la capacidad predictiva de cada uno 

de ellos considerados por separado sería insignificante (Holtzman & Marteau, 2000; Vineis 

et al., 2001). Por ello, se ha propuesto la elaboración de perfiles genéticos de riesgo 

definidos por distintas variantes genéticas asociadas en genes independientes, que han 

mostrado utilidad en estudios de simulación y en enfermedades como la degeneración 

macular (Janssens et al., 2006; Maller et al., 2006).  

En el presente trabajo se mostró que cuanto mayor fuese el número de variantes de 

riesgo acumuladas en cuatro genes de susceptibilidad, mayor sería el riesgo a padecer 

asma y asma atópico y más temprano ocurriría el diagnóstico de la enfermedad. A pesar de 

los sorprendentes niveles de significación obtenidos en estas asociaciones, el poder 

discriminatorio resultó limitado, con AUCs entre 0,56 y 0,61, dependiendo del fenotipo 

considerado. Aunque no aparece comentado en los artículos, al incluir el gen IRAK3 en el 

GRS de asma atópico, el poder discriminatorio alcanzó un valor de AUC de 0,63. Estos 

resultados fueron sorprendentemente altos si se consideran en el contexto de los estudios 

previos que han elaborado puntuaciones de riesgo genético a partir de datos de GWAS de 

asma, en los que el AUC obtenido ha sido de 0,57-0,58 (Moffatt et al., 2010; Ferreira et al., 

2011a), independientemente del número de SNPs considerados. Sin embargo, es de 

esperar que el AUC proporcionado por el GRS de este estudio sea menor en una muestra 

independiente, tal y como se ha observado en estudios anteriores (Eleftherohorinou et al., 

2009). 
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Dado que en todos los casos la clasificación de los individuos mejoró respecto a lo 

esperado por azar, estos datos sugieren que las asociaciones encontradas en este estudio 

representan asociaciones genuinas similares a las reveladas mediante los GWAS. Sin 

embargo, dado que la varianza de la enfermedad explicada por los genes asociados en esta 

tesis no superó un 4,5%, incluso en el mejor modelo que incluyó a IRAK3, muchos factores 

genéticos quedan aún por determinarse. 

Para otras enfermedades sí que se han encontrado modelos acumulativos de 

variantes de riesgo en genes candidatos con un mayor poder discriminatorio, como por 

ejemplo para la diabetes tipo I (AUC=0,78) o la enfermedad de Crohn (AUC=0,77) (Evans et 

al., 2009). No obstante, hay que tener en cuenta que la capacidad discriminativa teórica 

máxima que puede proporcionar un conjunto de variantes genéticas comunes depende de la 

heredabilidad de la enfermedad (Janssens et al., 2006). Así, cuanto mayor sea la 

heredabilidad de una enfermedad, mayor valor predictivo podrán mostrar las variantes 

genéticas (Janssens et al., 2006). De esta manera, una enfermedad con una heredabilidad 

del 50% tendría un máximo teórico de AUC=0,8 (Evans et al., 2009). Algo mayor sería el 

AUC máximo teórico para el asma, con una heredabilidad estimada en un 60% (Duffy et al., 

1990). Esto indica que será necesario tener en cuenta otros factores, como la edad, sexo o 

exposiciones ambientales, para llevar a cabo una predicción adecuada de la presencia de 

enfermedad. En este sentido, un GWAS en el que no sólo se incluyeron variantes genéticas, 

sino que también se consideraron conjuntamente factores clínicos y características 

demográficas, mostró valores predictivos que variaron desde AUC=0,57, al incluir los 10 

SNPs con asociación más significativa, hasta AUC=0,66 al considerar los 160 SNPs más 

significativos (Xu et al., 2011). 

En definitiva, dada la baja heredabilidad explicada hasta el momento por los genes 

asociados con el asma y su baja capacidad discriminativa entre asmáticos y controles, serán 

necesarios más estudios en esta disciplina para disponer de una predicción de la 

enfermedad basada en variantes genéticas (Meyers, 2010). 
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6. CONCLUSIONES 

1. Al menos 23 EuroAIMs, seleccionados por su capacidad para distinguir poblaciones del 

noroeste y sureste de Europa, fueron útiles para diferenciar ascendencia norteafricana y 

europea en individuos españoles. 

2. El porcentaje de mezcla norteafricana estimado en peninsulares fue menor (5%) que el 

observado en canarios (17%), en los que además se observó una gran variación 

interindividual (rango de 0-96%). Estos datos apoyan la existencia de un rastro genético 

de la población aborigen en la población canaria actual. Sin embargo, la mezcla sub-

sahariana fue indetectable en esta población.  

3. Se confirmó que las diferencias genéticas de la población canaria con respecto a la 

peninsular podrían generar falsos positivos en los estudios de asociación caso-control 

que se realicen en la población española. No obstante, este efecto fue corregido 

adecuadamente mediante estimas de ascendencia proporcionadas por el conjunto 

reducido de EuroAIMs propuesto en este trabajo. 

4. No se encontró asociación entre la ascendencia genética y el asma o fenotipos 

relacionados en la población canaria. A falta de estudios que confirmen esta 

observación, los resultados de este trabajo sugieren que de existir una influencia de la 

ascendencia, sus efectos en el riesgo serían leves. 

5. La asociación de IRAK3 mostró efectos pleiotrópicos en el desarrollo de fenotipos 

asmáticos y de la lesión pulmonar aguda derivada de la sepsis, como lo han hecho 

anteriormente otros genes involucrados en la interacción patógeno-hospedador. 

Asimismo, se replicó la asociación del gen IRAK3 con asma atópico en la población 

española, además de ampliarse a otras variantes nunca antes asociadas. 

6. De las 194 variantes comunes estudiadas en los genes de susceptibilidad al asma más 

robustamente asociados, un 24% mostró asociación con alguno de los fenotipos 

asmáticos analizados, y de ellas, el 45% constituyeron replicaciones de estudios 

anteriores. Las variantes asociadas pertenecieron a los genes IL4R, ADAM33, MS4A2, y 

a las regiones LTA-TNF e IL13-IL4. 

7. Se demostró que la edad de diagnóstico del asma es un factor importante a considerar 

en los análisis de asociación. Esto se confirmó particularmente para el gen ADAM33, 

para el que mejoró la capacidad de replicación de resultados previos, y permitió la 

asociación de nuevas variantes genéticas. 

8. La carga genética de predisposición al asma se relacionó con un diagnóstico más 

temprano de la enfermedad. 
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9. Pese a no mostrar valor diagnóstico adecuado, la acumulación de variantes de riesgo 

presentes en los distintos genes replicados mostró una fuerte asociación con fenotipos 

asmáticos, proporcionando hasta 3,5 veces más riesgo en individuos portadores de 6 o 

más alelos de susceptibilidad. 
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