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Resumen

El sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) es la forma mas grave de falla respiratoria.
Teoricamente, cualquier noxa pulmonar aguda puede resultar en un SDRA, pero solo un pequeio
porcentaje de individuos desarrolla la enfermedad. Sobre este fundamento, factores genéticos
han sido implicados en el riesgo de desarrollar SDRA. Basado en la fisiopatologia de esta enfer-
medad, multiples genes candidatos han sido evaluados como potenciales modificadores, tanto
en pacientes como en modelos animales de SDRA.

Datos experimentales y estudios clinicos recientes sugieren que variantes de genes implicados
en procesos clave de dano tisular, celular y molecular pulmonar pueden influir en la predisposi-
cion y el prondstico del SDRA. Sin embargo, la patogénesis del SDRA pediatrico es complejay, en
consecuencia, es posible anticipar que muchos genes pueden contribuir a ella. Variantes gené-
ticas, tales como polimorfismos de nucleotido simple y variantes del nimero de copias, estan
probablemente asociadas con la predisposicion al SDRA en nifios con lesion pulmonar primaria.
El estudio de asociacion del genoma completo (GWAS, del inglés Genome-Wide Association
Study) puede examinar estas variantes sin sesgos y ayudar a identificar nuevos genes fundamen-
tales y vias patogénicas clave para futuros analisis. Esta aproximacion también puede tener
implicancias clinicas diagnosticas y terapéuticas, como predecir el riesgo del paciente o de-
sarrollar un enfoque terapéutico personalizado para este grave sindrome.
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Abstract

Acute respiratory distress syndrome (ARDS) is the most severe form of respiratory failure. Theo-
retically, any acute lung condition can lead to ARDS, but only a small percentage of individuals
actually develop the disease. On this basis, genetic factors have been implicated in the risk of
developing ARDS. Based on the pathophysiology of this disease, many candidate genes have
been evaluated as potential modifiers in patient, as well as in animal models, of ARDS.

Recent experimental data and clinical studies suggest that variations of genes involved in key
processes of tissue, cellular and molecular lung damage may influence susceptibility and prog-
nosis of ARDS. However, the pathogenesis of pediatric ARDS is complex, and therefore, it can
be expected that many genes might contribute. Genetic variations such as single nucleotide
polymorphisms and copy-number variations are likely associated with susceptibility to ARDS in
children with primary lung injury. Genome-wide association (GWA) studies can objectively
examine these variations, and help identify important new genes and pathogenetic pathways
for future analysis. This approach might also have diagnostic and therapeutic implications,
such as predicting patient risk or developing a personalized therapeutic approach to this seri-
ous syndrome.

© 2015 Sociedad Chilena de Pediatria. Published by Elsevier Espafa, S.L.U. This is an open-access
article distributed under the terms of the Creative Commons CC BY-NC ND Licence (http://creative-

commons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Sindrome de distrés respiratorio agudo,
un problema relevante

El sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) es una for-
ma devastadora de insuficiencia respiratoria, que se carac-
teriza por una intensa inflamacion y el aumento de la
permeabilidad vascular pulmonar en respuesta a una noxa
aguda, tal como neumonia, sepsis, trauma o aspiracion’?2.
Desde una perspectiva clinica, se caracteriza por sintomas
respiratorios agudos, opacidades bilaterales en imagenes de
torax e hipoxemia, en ausencia de insuficiencia cardiaca o
sobrecarga de fluidos (definicion de Berlin de SDRA)'. Fisio-
patologicamente, el SDRA se caracteriza por la presencia de
noxa epitelial y endotelial, acumulacion anormal de fluido
extravascular pulmonar, hemorragia alveolar y alteracion de
la homeostasis del surfactante®. Durante la Gltima década
se ha visto un progreso sin precedentes en la comprension
del SDRA, pero su tratamiento es exclusivamente de soporte
(ventilacion mecanica y soporte hemodinamico). El SDRA
consume una fraccion significativa de los recursos dedicados
a la medicina de alta complejidad, con una incidencia ajus-
tada por edad de 86,2/100 000 personas-afo. Aproximada-
mente 190 600 casos de SDRA se diagnostican cada ano solo
en los Estados Unidos, asociados a 74 500 muertes (mayores
que aquellas causadas por enfermedad pulmonar obstructi-
va crénica o VIH) y 3,6 millones de dias de hospitalizacion®.
El SDRA es la principal causa de insuficiencia respiratoria
aguda en ninos; representa el 66-79% de los casos, con una
mortalidad cercana al 40% y una frecuente morbilidad a lar-
go plazo en los supervivientes*®. De este modo, las interven-
ciones destinadas a prevenir o tratar el SDRA pueden tener
un impacto significativo en cuidados intensivos y salud pu-
blica.

Predisposicion genética a SDRA

A pesar de la ocurrencia frecuente de lesiones capaces de
causar un SDRA, solo una minoria de los pacientes lo desa-
rrolla™. La comprension actual del SDRA es aun incompleta,
ya que en su predisposicidn y pronéstico estan implicados
factores genéticos. Por ejemplo, una fuerte asociacion en el
riesgo de desarrollar infecciones graves, principal desenca-
denante de SDRA, ha sido descrita entre nifos adoptados y
sus padres biologicos''. Del mismo modo, la predisposicion a
SDRA es notablemente distinta entre grupos étnicos de una
misma poblacion, hecho que no puede explicarse completa-
mente por factores socioeconémicos'. Ademas, estudios en
cepas de roedores consanguineos han encontrado diferen-
cias en la predisposicion y la gravedad del SDRA, identifican-
do multiples loci involucrados, y han demostrado la
naturaleza multigénica de esta condicion®1>,

Marcadores genéticos versus proteicos
para estudiar el SDRA

Durante los ultimos 20 afos, multiples estudios han reporta-
do el rol de mediadores proteicos en el curso del SDRA,
como citoquinas y factores de crecimiento'. Estos biomar-
cadores han mostrado predecir el desarrollo y la gravedad
del SDRA, contribuyendo fuertemente en el entendimiento de
la patogénesis de esta enfermedad'’-?’. Sin embargo, han
presentado algunas limitaciones que afectan a la reproduci-
bilidad de los hallazgos. La concentracion de marcadores
proteicos varia seglin la noxa precipitante y el curso tempo-
ral de la enfermedad. Algunos de ellos deben ser medidos
idealmente por lavado broncoalveolar, procedimiento inva-
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sivo y vulnerable a problemas técnicos, no siempre seguro y
apropiado para un paciente criticamente enfermo. En con-
traparte, el ADN puede ser extraido facilmente y en forma
segura desde una muestra sanguinea, el genotipo permane-
ce constante durante toda la vida del sujeto y podria ser
utilizado para predecir la predisposicion a esta enfermedad.

Polimorfismos genéticos para estudiar
enfermedades complejas

La epidemiologia genética es una disciplina que estudia el
rol de factores genéticos y su interaccion con el ambiente,
en la predisposicion y los resultados de enfermedades en
una poblacion?. Tras completar el International HapMap
Project y el 1000 Genomes Project, esfuerzos internaciona-
les para catalogar similitudes y diferencias entre humanos,
se ha obtenido una cantidad considerable de informacion
sobre la variacion del genoma humano?-33. Dos fuentes de
variacion en el ADN han sido profusamente investigadas
como explicaciones potenciales de las diferencias interindi-
viduales en la predisposicion a enfermar; estos son los poli-
morfismos de nucleétido simple (SNP, single nucleotide
polymorphism) y las variantes en el nUmero de copias
(CNV, copy number variation) (fig. 1).

Los SNP ocurren con una frecuencia de 1/300 a 1/1000 nu-
cledtidos, y los mas comunes son bialélicos. El HapMap Pro-
ject y el 1000 Genomes Project han catalogado sobre
3 millones de SNP3234, Algunos estan localizados en regiones
regulatorias, aunque la mayoria parecen ser SNP silentes

(no modifican la codificacion de un aminoacido). El mapeo
de desequilibrio de ligamiento de los SNP ha mostrado la
existencia de bloques de haplotipos en el genoma humano.
El término haplotipo se refiere a una combinacion particu-
lar de SNP que estan vinculados entre si. La mayor parte de
la estructura de haplotipos en una region cromosomica par-
ticular puede ser capturada por la genotipificacion de un
numero pequeno de SNP que sirven como marcadores de
otros SNP cercanos. En efecto, si un polimorfismo incremen-
ta el riesgo de una enfermedad, el analisis de haplotipo
puede discernir cual de los SNP cercanos o combinaciones
de SNP causan esta enfermedad3-.

Las CNV son otro tipo de variante del genoma de identifi-
cacion mas reciente, que han sido definidas como un seg-
mento de ADN > 1 kb presentes en un nimero variable de
copias en comparacion con el genoma de referencia’3.
Deleciones, duplicaciones, inserciones, inversiones y trans-
locaciones representan algunos de los procesos resultantes
en CNV. En los anos recientes ha aparecido evidencia acu-
mulativa que las CNV estan presentes en el genoma de indi-
viduos sanos, estimandose que equivaldria al 15-18% del
genoma y siendo mas comunes que los SNP y, por ende, una
rica fuente de diferencias interindividuales en el riesgo ge-
nético de enfermar?’-4,

Estas dos variantes genéticas pueden alterar la expresion
génica, determinando diferentes fenotipos. Existe evidencia
fehaciente de que estas variantes genéticas tienen una im-
plicacion en la predisposicion y el pronostico de muchas en-
fermedades, pero su impacto en pacientes criticamente
enfermos es aln un topico emergente.

Haplotipos

Variante Variante
genética 1 genética 2
(SNP) (CVN)
Baja Baja
susceptibilidad susceptibilidad susceptibilidad
a enfermar a enfermar a enfermar

susceptibilidad
a enfermar

Ambiente

Figura 1

Variantes genéticas comunes y la predisposicion a enfermedades complejas.
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Aproximacion de gen candidato en SDRA

La aproximacion de gen candidato implica una seleccion
a priori de genes y polimorfismos que pudieran estar rela-
cionados con la patogénesis de la enfermedad. A pesar de
sus limitaciones, ha sido la aproximacion genética de elec-
cion en SDRA. Se enfoca en genes especificos, seleccionados
considerando mecanismos celulares y moleculares de la le-
sion pulmonar, como daio epitelial y endotelial, inflamacion
tisular, estrés oxidativo y coagulopatia®#.

La aproximacion de gen candidato ha contribuido a diluci-
dar las bases genéticas del SDRA e identificar potenciales
nuevos blancos terapéuticos. Por ejemplo, nuestro grupo en-
contro asociacion entre polimorfismo insercion/delecion de
la enzima convertidora de angiotensina (ECA) e hipoxemia
grave en nifos con SDRA. Los pacientes portadores del alelo
D tuvieron mayores niveles plasmaticos de angiotensina I,
confirmando que este es un polimorfismo funcional, y evi-
denciandose ademas una fuerte interaccion gen-ambiente®.

Hasta ahora, veintinueve polimorfismos genéticos han sido
asociados con la predisposicion y/o la mortalidad por SDRA.
Las variantes genéticas pueden conferir proteccion o riesgo,
con odds ratio (OR) entre 0,27 y 9,95, al evaluarlos indivi-
dualmente®. Estos estudios analizaron un nimero limitado
de genes, pero las complejas interacciones gen-gen y gen-
ambiente hacen necesario realizar estudios que exploren un
amplio nimero de variantes en pacientes con SDRA.

Ademas, es importante considerar que solo tres estudios
fueron realizados en pacientes pediatricos, existiendo dife-
rencias fisioldgicas y etiopatogénicas relevantes respecto a
poblacion adulta (tabla 1)®*#, por lo que seria inapropiado
asumir que los mismos genes identificados en adultos estén
involucrados en la predisposicion a desarrollar SDRA pedia-
trico.

Estudio de asociacion del genoma

completo (GWAS): una herramienta
poderosa para identificar variantes genéticas
asociadas a SDRA

La hipotesis de variante comUn/enfermedad comun estable-
ce que desdrdenes comunes son influenciados por variantes
genéticas que también son comunes en la poblacion. Se su-
pone que si la variante genética comun incide en una enfer-
medad, la penetrancia o el tamano del efecto de ella debe
ser pequeia, porque una variante deletérea de alta pene-
trancia no puede tener una frecuencia alta en la poblacion.
Dada la alta mortalidad del SDRA, podemos suponer la aso-
ciacion de multiples variantes comunes de baja penetran-
cia. La limitacion en la aproximacion de gen candidato, la
cual detecta solo genes con gran penetrancia, puede ser
resuelto con el estudio de asociacion del genoma completo
(GWAS, del inglés Genome-Wide Association Study) (fig. 2).
Vasta evidencia ha demostrado que variantes genéticas co-
munes con escaso efecto fisiologico pueden modificar la
predisposicion a enfermedades multigénicas®-,

Actualmente, el GWAS mide y analiza mas de 1,8 millones
de variaciones de la secuencia de ADN a través de todo el
genoma humano (mas de 900 000 SNP y 945 000 CNV), para
identificar factores de riesgo genético para enfermedades
comunes en la poblacion®. Por tamizaje simultaneo, el
GWAS tiene la habilidad de detectar asociacion de enferme-
dades con genes previamente insospechados.

Multiples metodologias estan disponibles a gran escala, de
alto rendimiento para genotipificar SNP. Estas tecnologias
permiten detectar simultaneamente cientos de miles de
SNP en miles de pacientes y se acoplan a programas compu-
tacionales para el control de calidad y analisis estadistico®.
Dado el aumento de la densidad de los SNP que se ha produ-

Tabla 1 Variantes en genes candidatos asociadas a SDRA pediatrico
Funcion/ Gen (simbolo) Variante Ref. (afo) Poblacion/ Asociacion significativa
VI BRI PR Predisposicion Gravedad/pronostico
Regulacion Enzima DIP 45 (2012) Hispanica No Alelo D: mayores niveles
presion arterial convertidora de (SDRA: 60; de angiotensina-Il
angiotensina | En riesgo: 60) en plasma
(ECA) Alelo |: mayor
hipoxemia
Citoquina Factor de necrosis Haplotipo 47 (2012) Hispanica Alto riesgo de SDRA: Efecto protector
tumoral a (TNF) y (Sepsis: 490; portadores de alelos de TNF-308 GA para
linfotoxina « (LTA) Controles: 610) TNF-863 CAy -863A mortalidad en sepsis
Bajo riesgo de y SDRA
SDRA: portadores
de alelos TNF-308
GAy -308A
Intercambio Proteina B Haplotipo 48 (2011) Afroamericana No rs1130866 y rs3024793,
gaseonso surfactante (SDRA: 26; mayor necesidad de VM
(SFPTB) En riesgo: 395) rs7316 y gravedad de

SDRA

DIP: polimorfismo delecion/insercion (287-pb) en el intron 16 del gen ECA; rs: indicador de identificacion o referencia del polimorfismo
de nucledtido simple (SNP); SDRA: sindrome de distrés respiratorio agudo; VM: ventilacion mecanica.
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Figura 2 La estrategia para la identificacion de variantes genéticas depende de su frecuencia alélica y penetrancia (tamafo del

efecto).

cido en los ensayos durante los ultimos 8 afos, estos chips
también pueden detectar CNV en desequilibrio de ligamien-
to con un SNP¥_ La introduccion de ensayos de SNP y CNV
ha conducido a un gran nimero de estudios no sesgados de
variantes a través de todo el genoma, permitiendo examinar
una potencial asociacion con multiples fenotipos diferentes.
Ademas, el GWAS es cada vez mas accesible, de modo que
se reduce el costo de la genotipificacion de alto rendimien-
to. Basado en el analisis de datos del proyecto HapMap, mas
de un 80% de los SNP que ocurren cominmente en la pobla-
cion pueden ser capturados utilizando un subconjunto de
0,5-1 millén de SNP repartidos por todo el genoma, de una
manera costo-efectiva®.

El GWAS ha mostrado ser una herramienta robusta en la
identificacion de variantes o locus genéticos en casi 40 en-
fermedades complejas, incluyendo asma®-°. El Wellcome
Trust Case Control Study evalué 500 000 SNP en 2000 casos
para siete enfermedades comunes (trastorno bipolar, hiper-
tension, diabetes, etc.) para un total de casi 14 000 casos y

3 000 controles sanos del Reino Unido, equivalente a 8,5 bi-
llones de genotipos®, identificando nuevas variantes asocia-
das con estas enfermedades y reafirmando asociaciones
previamente conocidas®'.

Asimismo, otros estudios han asociado CNV con enferme-
dades. Un ejemplo relevante es el hallazgo de deleciones
recurrentes en pacientes con esquizofrenia®>¢3. Varios de
estos loci o variantes no han sido previamente identificados
por otros métodos, lo que ilustra el valor de esta aproxima-
cion®.

Aunque ha habido mucho interés en el GWAS, este ha sido
utilizado solo una vez en pacientes con SDRA, identificando
a PPFIA1 (protein tyrosine phosphatase alpha 1) como un
nuevo gen candidato funcional, no detectado por la aproxi-
macion de gen candidato®-,

El GWAS es una buena herramienta para mejorar nuestra
comprension de los factores genéticos que afectan a la pre-
disposicion y el pronostico del SDRA, siendo inminente y ne-
cesaria su aplicacion en SDRA pediatrico (fig. 3).

SNP y CNV asociados a SDRA

Figura 3 Uso del GWAS para la identificacion de variantes genéticas asociadas a SDRA pediatrico.
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