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Polimorfismos en el gen FRMD4A se asocian a )
riesgo de enfermedad pulmonar obstructiva
cronica en poblacion latinoamericana

Polymorphisms in the FRMD4A Gene Are Associated With Chronic
Obstructive Pulmonary Disease Susceptibility in a Latin American
Population

Al Director:

El estudio PLATINO estimé que el 16,9% de la poblacion de San-
tiago de Chile con edad igual o superior a 40 afios padece EPOC',
y resultados preliminares de nuestro estudio MaulEPOC mostraron
que el 90% de los pacientes con EPOC de la region chilena del Maule
eran fumadores o exfumadores2. Una de las causas del alto impacto
de la EPOC en Chile podria ser la elevada prevalencia de tabaquismo
en la poblacién?.

Mas alla del déficit de alfa-1-antitripsina, se han descrito mal-
tiples variantes genéticas asociadas a la enfermedad, incluyendo
CHRNA3/5%, regién también asociada con la adiccién a la nicotina.
Asi, otros genes relacionados con el habito tabaquico podrian tener
también un papel relevante en la patogénesis de la EPOC’. En este
sentido se han descrito algunos polimorfismos de nucleétido Ginico
(SNP) pertenecientes al gen FRMD4A significativamente asociados
con dependencia a la nicotina en asiaticos®. Algunos de estos SNP
fueron replicados también en poblaciones caucasicas y afroame-
ricanas. Sin embargo, hasta la fecha no existe ningtn estudio que
haya analizado el gen FRMD4A en sujetos con y sin EPOC de origen
latinoamericano. En consecuencia, el objetivo del presente trabajo
fue analizar la contribucién de SNP localizados en el gen FRMD4A
en la susceptibilidad a EPOC en poblacién chilena.

Se reclutaron un total de 568 sujetos (322 con EPOC y 246
controles sanos) en el Hospital Regional de Talca entre 2016 y
2018. Todos firmaron un consentimiento informado aprobado por
el Comité de Etica del Servicio de Salud del Maule. El diagnéstico
de EPOC se confirmé de acuerdo a los criterios de la GOLD” y los
pacientes EPOC clinicamente estables y los controles sanos se some-
tieron a pruebas funcionales. También se les tomé una muestra de
sangre para los andlisis moleculares y contestaron un cuestionario
estandarizado? sobre antecedentes sociales y demograficos, trata-
miento actual, comorbilidades, indice CAT, grado de disnea segtin
la escala modificada del Medical Research Council, nimero de exa-
cerbaciones en los tGltimos 2 afios y en cuantas de ellas se requirié
hospitalizaciéon. Ademas, se registraron antecedentes de exposicién
a factores de riesgo de EPOC conocidos, como el historial tabaquico
(indice paquetes-afio) y exposicién intradomiciliaria a humo de
biomasa. Esta investigacion cumple con las pautas para estudios en
humanosy sellevé a cabo éticamente de acuerdo con la Declaracién
de la Asociacién Médica Mundial de Helsinki.

https://doi.org/10.1016/j.arbres.2022.01.016

Del total de la cohorte, 214 pacientes con EPOC y 193 contro-
les sanos fueron genotipificados. Se escogieron 60 SNP marcadores
de haplotipo (ht-SNP) basados en patrones de desequilibrio de
ligamiento (LD) ubicados dentro del gen FRMDA4A, utilizando el
conjunto de datos HapMap®. Los SNP marcadores de haplotipo
se seleccionaron con la herramienta Tagger de Haploview?, de
acuerdo al siguiente criterio: frecuencia del alelo menor>0,01 y
r2>0,8 y basandonos en las poblaciones HapMap (CEU = poblacién
de referencia europea y MEX=poblacién de referencia nativa
mexicana). Se genotipificé mediante la plataforma OpenArray®™
TagMan (Applied Biosystems Inc., California, EE. UU.).

La variable sexo se expres6 en nimero de sujetos y las dife-
rencias entre grupos de estudio se determinaron con la prueba
Chi-cuadrado. Las variables continuas fueron expresadas con la
media y la desviacién estandar. Para estas dltimas se realizé un
andlisis de la varianza ANOVA, tomando como significativo un p
valor <0,05. Estos andlisis se llevaron a cabo con el paquete esta-
distico R (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).
Las frecuencias alélicas entre pacientes EPOC y controles sanos se
compararon mediante la prueba de Chi-cuadrado, y las razones de
momios (odds ratio) con intervalos de confianza del 95% se calcula-
ron usando el programa PLINK'?,

Se observaron diferencias significativas en las proporciones de
sexos entre los sujetos control y los pacientes EPOC (p <0,05), aun-
que la edad fue similar en ambos grupos (p>0,05; tabla 1). Los
pacientes EPOC mostraron valores reducidos de VEF;, VEF;/CVF,
DLco y saturacién de oxigeno, asi como un menor desempefio en la
prueba de caminata (p <0,05; tabla 1). Ademas, los pacientes EPOC
presentaron mayores exposiciones acumuladas al tabaco y al humo
de biomasa (p<0,05; tabla 1).

Los SNP seleccionados cumplieron con una frecuencia de alelo
menor >0,01, genotipificado exitoso en al menos el 90% de las
muestras y equilibrio panmictico, p > 0,005, por lo que todos fueron
incluidos en el estudio de asociacién. Para la comparacién de las fre-
cuencias de los diferentes marcadores SNP analizados, la correccién
de Bonferroni se realizé6 multiplicando el valor de p por el nimero
de SNP analizados en el estudio (n=60) para obtener el valor de p
corregido (p Bonferroni). Los valores de p inferiores a 0,05 se con-
sideraron significativos. Siete marcadores mostraron tendencia a
asociarse con la susceptibilidad a padecer EPOC (p <0,05), siendo 2
de ellos (rs10906545 y rs1218353) los que presentaron mayor aso-
ciacién (p Bonferroni < 0,05) (tabla 2 [todos los sujetos]). Cuando se
analizaron Gnicamente los individuos fumadores, tanto controles
como EPOC, rs10906545 y rs1534627 se asociaron significativa-
mente con la susceptibilidad a EPOC (tabla 2 [solo en fumadores]).
Dado que la intensidad del habito tabaquico medida en paque-
tes/afo fue significativamente mayor en pacientes EPOC fumadores
que en controles fumadores (36,77 + 16,22 versus 14,25 + 9,63, res-
pectivamente, p<0,05), la asociacién podria estar mas ligada a la
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Tabla 1
Datos clinicos y epidemiolégicos
Controles EPOC
n=193 n=214
Sexo, H/M, N (%) 60 (31)/133 (69) 121 (57)/93 (43)*
Edad, afios 68,66 £ 3,25 70,97 £4,69
Historial tabdquico, paquetes/afio 7,75+3,25 30,47 £ 14,82
Hdbito tabdquico, n (%)

Fumadores 31(16) 29 (13)

Exfumadores 63 (33) 136 (64)

Nunca fumadores 99 (51) 49 (23)
Exposicion a biomasa, horas/afio 96,87 +32,57 225,62 4+ 54,28"
Escolarizacion, afios completados 14,33 +2,57 7,21 +£3,98*
IMC, kg/m? 29,45 +£5,02 26,96 +£5,02"
Exacerbaciones en el afio anterior —_— 1,37+1,50
VEF;, % del predicho 108,84 + 18,40 61,47 £24,56"
VEF;/CVF, % 83,00 +£6,27 58,25+10,48"
DLco, % del predicho 87,43 4+24,48 72,33 +25,13*
Saturacion de oxigeno, ¥ 96,14 +2,34 92,36 +4,76*
C6M, metros 462,95 187,82 351,50+ 155,61
mMRC - 2,28+1,39
CAT - 14,94+ 8,46
BODE - 3,18+2,74

Datos mostrados como media + desviacion estandar, excepto cuando se indique lo contrario.
BODE: Body-mass, airflow obstruction, dyspnea and exercise; CAT: Test de calidad de vida (COPD Assessment Test); C6M: test de caminata en 6 minutos; CVF: capacidad vital
forzada; DLCO: capacidad de difusién del monéxido de carbono; IMC: indice de masa corporal; mMRC: escala de disnea modificada del Medical Research Council;VEF;:

volumen espiratorio forzado en el primer segundo.
" Indica una diferencia significativa respecto a los controles (p <0,05).

Tabla 2

Variantes asociadas significativamente con la susceptibilidad a padecer EPOC en toda la cohorte analizada (todos los sujetos) y solo en fumadores

Todos los sujetos

SNP Posicion Odds ratio IC 95% Valor de p p Bonferroni Al MAF casos MAF controles
rs10906545 13978235 1,97 1,47-2,62 3,97 x 10 2,38 x 10 A 0,54 0,37
rs1218353 14318441 2,41 1,54-3,77 7,82 x 107 4,69 x 1073 G 0,18 0,08

Solo fumadores*
SNP Posicion 0dds ratio IC95% Valor de p p Bonferroni Al MAF casos MAF controles
rs10906545 13978235 2,30 1,59-3,33 8,87 x 1076 5,32 x 10 A 0,55 0,35
rs1534627 13969539 2,11 1,46-3,06 6,77 x 107 4,06 x 1073 T 0,48 0,31

A1: alelo de menor frecuencia; IC 95%: intervalo de confianza al 95% (confidence Interval); MAF: frecuencia del alelo de menor frecuencia (minor allele frequency); SNP:

polimorfismo de nucleédtido Gnico (single nucleotide polymorphism).
" 165 casos y 94 controles.

dependencia de nicotina (y, por tanto, a la dosis acumulada de
tabaco) que a los mecanismos intrinsecos de la enfermedad frente
a sus desencadenantes. Por el contrario, cuando se analizaron Gni-
camente los pacientes y controles sin historial tabaquico no hubo
asociacién (datos no mostrados).

Nuestros resultados muestran por primera vez que los SNP
rs10906545, rs1218353 y rs1343005 se asocian a mayor riesgo de
desarrollar EPOC en poblacién fumadora. A pesar de que el polimor-
fismo rs4424567 del gen FRMD4A habia sido previamente asociado
con dependencia a la nicotina en un estudio presentado por Yoon
et al.5, este no mostré ninguna asociacién en nuestra cohorte, ni
tampoco se ubica préximo a los SNP que si resultaron significativa-
mente asociados ala EPOC. Ademas, el SNPrs1534627 solo se asoci6
con EPOC al considerar a los sujetos fumadores, y la asociacion se
perdié al incluir alos sujetos no fumadores, probablemente a conse-
cuencia de un efecto estadistico en que los individuos no fumadores
contrarrestaron las diferencias observadas en los fumadores.

El gen FRMD4A codifica para una proteina de andamiaje que
activa al factor de ribosilacién del ADP 6 (Arf6)!!, implicado en la
transduccién de sefiales celulares, trafico de membranay organiza-
cién del citoesqueleto'2. La sobreexpresién genética de FRMD4A se
ha asociado a carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello,
asi como a carcinoma de pulmén no microcitico'> !4, Ademas, se ha

reportado la hipermetilacién de FRMD4A en células MCF-7 tratadas
con benzopireno!”, un hidrocarburo aromatico policiclico presente
en muchos contaminantes ambientales, como el humo de biomasa,
y también en el humo del cigarrillo'. En el caso de la EPOC se ha
descrito que existen variaciones en el patrén de metilaciéon del ADN
entre pacientes con EPOC o con una reduccién en la funcién pul-
monar y sujetos control'”'8, En este sentido, un estudio reciente
de Morrow et al. puso de manifiesto la existencia de diferencias
en la metilacién del gen FRMD4A entre sujetos con y sin EPOC!?.
Ademas, también se ha reportado que FRMD4A esta asociado con
dependencia a la nicotina'* y se ha demostrado recientemente que
fumar durante el embarazo provoca cambios en el patréon de meti-
lacién del gen FRMD4A en los recién nacidos, y que dichos cambios
persistian durante muchos afios tras la exposicién prenatal?’.

En conclusién, el presente estudio es el primero en descri-
bir una asociacién entre polimorfismos del gen FRMD4A y riesgo
de desarrollar EPOC. En conjunto, nuestros resultados y los de
estos estudios previos sugieren que variaciones tanto genéticas
como epigenéticas en el gen FRMD4A podrian estar implicadas en
la patogenia de la EPOC. Dado que FRMD4A también se asocia a
dependencia a la nicotina, nuestros resultados subrayan la nece-
sidad de desarrollar nuevas estrategias para el tabaquismo y la
EPOC.
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