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Abreviaturas
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ABREVIATURAS
HRB Hiperrespuesta bronquial
VA Vias Aéreas
PEF Flujo espiratorio maximo
FEF Flujo alcanzado de la capacidad vital
FEV1 Volumen espiratorio forzado al primer segundo
VA Via aérea
IgE Inmunoglobulina especifica de clase E
CPAs Células presentadoras de antigeno
IL Interleucina
Th Linfocito T colaborador
TNFa Factor de necrosis tumoral alfa
IFN-y Interferon gamma
ICAM 1 Molécula 1 de adhesion celular
VCAM 1 Proteina 1 de adhesién vascular
ThO Linfocito T no activado
LB Linfocito B
FcERI Receptor de IgE de alta afinidad
Tregs Linfocitos T reguladores
RV Rinovirus VSR Virus sincicial respiratorio
PIV Virus parainfluenza
SNP Polimorfismo de un solo nucleétido
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TLRs
PAMP
CDps
CARD4
CARD15
GSTM1
GSTP1
GSTT1
ADRB2

CFTR

SPINK5
FLG
DEF1
IL4RA
IFNGR1
STAT6
GATA3
TBX21
CNVs
NF-kB
MyD88

IRF7

Abreviaturas

Receptores tipo Toll

Patrones moleculares asociados a patogenos
Células dentriticas plasmacitoides

Dominio 4 de reclutamiento de caspasa
Dominio 15 de reclutamiento de caspasa
Glutation S-transferasa 1

Glutation S-transferasa P 1

Glutation S-transferasa 6 1

Receptor 2 beta adrenérgico

Regulador de la conductancia transmembranal de la fibrosis
quistica

Inhibidor de serin peptidasa tipo kazai 5
Filagrina

Defensina alfa 1

Receptor alfa de interleucina 4

Receptor 1 de interferon gamma

Transductor de sefial y activador de transcripcion 6
Proteina 3 de union a GATA

Proteina 21 de caja TATA

Variaciones en el numero de copias

Factor nuclear kf3

Proteina 88 primaria de diferenciacion mieloide

Factor 7 de respuesta a interferén

Pagina | ii



Abreviaturas

IRAK4 Cinasa 4 asociada al receptor de IL-1
TRAF6 Factor 6 asociado al receptor de TNF
TRAF3 Factor 3 asociado al receptor de TNF
IRAK1 Cinasa 1 asociada al receptor de IL-1
IKKa Inhibidor de cinasa NF-k[3

RE Reticulo endoplasmico

TBP Proteina de unién a caja TATA
NEMO Modulador esencial de NF-kf3
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Resumen

RESUMEN

El receptor TLR7 ha sido fuertemente involucrado en la etiologia del asma, multiples
estudios han reportado que en pacientes asmaticos la actividad de este receptor se
encuentra reducida y también se ha documentado que la estimulacion de éste
receptor, disminuye los sintomas de asma alérgica., Por otro lado varios estudios,
sugieren que en este mecanismo parecen estar involucradas polimorfismos
genéticos; como variaciones en en numero de copias presentes en este gen.
OBJETIVO: Determinar si variaciones en el nimero de copias (CNVs) del gen TLR7
participan en la etiologia del asma. METODOLOGIA: Se realiz6 un estudio de
asociacion de casos y controles en el cual se incluyeron nifios con diagndstico clinico
de asma y como grupo control, adultos sin antecedentes de asma o alergia. Los
pacientes fueron reclutados de 4 Instituciones hospitalarias de tercer nivel de la
Ciudad de México y los controles fueron obtenidos del banco de DNA genomico del
Instituto Nacional de Medicina Gendmica. Tanto los cascs como los controles fueron
mestizos-mexicanos. La determinacion de las CNVs se realiz6 mediante PCR en
tiempo real usando el método AACt. Para comparar la distribucion relativa del
numero de copias entre casos y controles, se empleo la prueba no paramétrica de U
Mann-Whitney. Los riesgos relativos (ORs) se estimaron con un 95% de intervalo de
confianza (IC) usando un modelo de regresion logistica. RESULTADOS: En el
estudio se incluyeron 314 pacientes con diagnéstico clinico y funcional de asma de 5

a 16 afnos con promedio de edad de 10.8 afios + 2.9 y 314 individuos sanos. Ciento

ochenta pacientes y 180 controles fueron del género masculino (57.3%), mientras
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Resumen

que ciento treinta y cuatro (43.7%) fueron mujeres. En la poblacion analizada 186
(59.2%) pacientes y 181 (57.6%) controles tenian s6lo una copia de este gen,
mientras que 127 (40.4%) pacientes y 132 (42%) controles eran portadores de dos
copias, interesantemente del total de la muestra analizada solo un individuo fue
portador de tres copias del gen 1 (0.3%). El analisis comparativo en la distribucion
de las CNVs, no mostr6 diferencias estadisticamente significativas entre casos vy
controles (p= 0.8265), sin embargo, al estratificar por género femeninoc se observo
mayor frecuencia en casos con respecto a los controles de mujeres portadoras de
una copia (5.22% vs 0.74%, respectivamente) aunque el valor de p unicamente
mostrd tendencia a la significancia (p=0.064) con un OR = 7.33 (IC 95% 0.890-
60.45). CONCLUSIONES: Los resultados sugieren que un bajo numero de copias
del gen TLR7 en el género femenino pero no asi en el masculino podria ser un factor
de riesgo para desarrollar asma y se requiere del andlisis de una poblacion mayor

para confirmar estos hallazgos.

e S N S S T i,
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Introduccion

I. INTRODUCCION

1. ANTECEDENTES GENERALES

El asma es una enfermedad crénica del sistema respiratorio, cuya alta
prevalencia a nivel mundial, elevadas cifras de morbilidad y mortalidad e importantes
costos de atencion la convierten en un problema global de salud (Masoli y cols.,
2004). En México, mediante un estudio realizado en 2007, se estimo6 un costo directo

anual por atencion a nivel nacional de entre 32 a 35 millones de dolares (Gallardo

Martinez y cols., 2007).

La prevalencia del asma ha aumentado rapidamente durante las ultimas
décadas hasta alcanzar proporciones epidémicas, actualmente se estima 300
millones de enfermos en todo el mundo y se prevee un incremento dramatico en el

numero de casos en los proximos 20 afios (Murdoch y cols., 2010).

La prevalencia del asma es variable entre las distintas poblaciones,
reportandose frecuencias desde el 1.4 a 4.2% en paises como Albania, Austria,
Bélgica, Estonia, Alemania, India, Georgia, Latvia, Polonia e Iran hasta un 27.1% en

los paises de Australia, Costa Rica y Nueva Zelanda (Fig. 1) (ISAAC, 1998).

R A A T N RO S
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Figura 1. Mapa de la prevalencia mundial de asma clinico. Variacién mundial de la
prevalencia de sintomas asmaticos, datos publicados del estudio ISAAC.
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e

En Mexico, de acuerdo a Vargas Becerra (2009), esta entidad tiene una
incidencia de 2.78 por 1,000 habitantes y afecta entre el 5 y 10% de la poblacién
general, siendo mayor en los nifios. Segun el Instituto Nacional de Pediatria de
México, el asma se presenta en el 15% de la poblacion infantil mexicana, de hecho,

diferentes reportes indican que el asma esta dentro de las primeras tres causas de

atencion en urgencias pediatricas (Lara Pérez, 2001).

1.1 Definicion

El asma es una enfermedad inflamatoria cronica de las vias respiratorias,
caracterizada principalmente por una hiperrespuesta bronquial (HRB), secrecion
excesiva de moco y remodelacion de las vias aéreas, procesos que conducen a una

limitacion del flujo de aire en las vias aéreas de los pacientes (GINA, 2008).

Pagina 3



Introduccion

1.2 Diagnostico

El diagnostico de asma resulta de la combinacion de tres elementos: una
historia clinica concordante (antecedentes familiares y personales), la exploracion
fisica y la evaluacion de la funcion pulmonar (espirometria) (Bercedo Sanz y cols.,
2007).

En la historia clinica, la presencia de episodios recurrentes de broncoespasmo,
tos, sibilancias, dificultad para respirar y opresion toracica, son indicativas de la
presencia de la enfermedad (GINA, 2008). Sin embargo el estandar de oro es la
prueba de funcion pulmonar evaluada mediante espirometria, la reversibilidad de la
obstruccion de las vias aéreas (VA) en un 12% después del tratamiento con
broncodilatadores confirma el diagnéstico de la enfermedad (Ortega Martell y

Fernandez vega, 2009).

Las diferentes pruebas de funcion respiratoria: Flujo espiratorio maximo (PEF),
Flujo alcanzado de la capacidad vital (FEF) y volimen espiratorio forzado al primer
segundo (FEV1), permiten evaluar la gravedad del asma y la respuesta al
tratamiento (Ortega Martell y Fernandez vega, 2009). Sin embargo, el diagnostico en
lactantes y preescolares es fundamentalmente clinico, dado que en menores de 5
anos no es posible la realizacion de pruebas de funcién pulmonar (Tabla 1) (GINA,

2008).
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Tabla 1. Criterios GINA para establecer el diagnéstico y la gravedad del asma.

Clasificacion Sintomas Sintomas FEV1 Tratamiento
diurnos nocturnos :
<1 vez por <2vecesal| >8% |nonecesario 6
semana mes corticoesteroides y
Intermitente B2 agonistas a
No interfiere con las actividades demanda.
cotidianas.
> vez a la >2vecesal| =80% |Dosisbajasde
semana pero <1 mes corticoesteroides
vez al dia inhalados y
Persistente mantenimiento
Leve En ocasiones interfiere con las teofilina o
actividades normales. modificadores de
leucotrienos.
| Diarios >1 vez a la| 60-80% | Dosis medias de
T - semana corticoesteroides
Persistente inhalados, mas
Moderada Interfiere seriamente con las dosis medianas de
o actividades normales B2 agonistas de
accion prolongada
o leucotrienos.
Continuos Frecuentes <60% | Altas dosis de

Persistente .
Severa

Actividad fisica limitada y
exacerbaciones que ponen en
peligro la vida

corticoesteroides
combinados con
sustancias
relacionadas a
teofilina, B2
agonistas de
accion prolongada
o modificadora de
leucotrienos.

FEV1 (Volumen espiratorio forzado al primer segundo)

S T e 0 P e S S R S SR
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Introduccion

Por otra parte, el asma puede o no estar asociada a atopia o alergia,de hecho,
de los casos pediatricos cerca de un 60% desarrollan asma alérgica. La atopia se
define como la presencia de niveles elevados de IgE total o especifica en suero de
pacientes asmaticos, ademas se caracteriza por una respuesta exagerada tipo Th2

(Moncayo y cols., 2010; Pearce y cols., 1999; Fan, 2006).

La IgE total es un marcador muy poco especifico y poco sensible, puesto que
muchas enfermedades pueden cursar con IgE elevada: parasitosis, virosis,
enfermedades autoinmunes etc (Bercedo Sanz y cols., 2007). La identificacion de
IgE especifica permite reconocer la sensibilizacién frente a un alérgeno determinado,
lo que unido a la historia clinica sugestiva orienta al diagnéstico de asma alérgica

(Bercedo Sanz y cols., 2007).

Estos datos son necesarios, principalmente para disehar las medidas
terapéuticas adecuadas como el evitar la exposicion a los factores desencadenantes
de las exacerbaciones de los sintomas. Si el paciente no mejora evitando la
exposicion al alérgeno, estas pruebas le ayudaran al médico especialista en alergia
para considerar otras acciones como el uso de inmunoterapia (Ortega Martell y

Fernandez vega, 2009).

A diferencia del asma atopica que suele iniciar en la ninez, el asma no atopica
comienza en la vida adulta, en muchos casos se asocia con irritantes quimicos,
sinusitis maxilar, drogas, ejercicio, infecciones, frio y estrés, usualmente no hay una

historia familiar ni evidencia de hiperrespuesta mediada por IgE, ademas presenta un
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Introduccion

curso cronico, con pronostico desfavorable y requiere de esteroides orales para su
control (Pereira y cols., 2007; Jiménez-Morales, 2009; Kraneveld y cols., 2002;

Weinmayr y cols; 2007).

1.3 Fisiopatologia

En los ultimos afnos, numerosos estudios han demostrado el papel central de la
inflamacion, como determinante de la obstruccién del flujo aéreo en el asma. La
inflamacion de las VA, encontrada virtualmente en todos los individuos afectados, es
ahora vista como el factor mas directamente relacionado con la gravedad de la

enfermedad (Stone Aguilar y cols., 2005).

En el asma alérgica, los alérgenos inhalados inducen la activacion de las células
presentadoras de antigeno (CPAs). En la respuesta alérgica temprana, a pocos
minutos de contacto con el alérgeno, los mastocitos sensibilizados liberan histamina,
leucotrienos vy citocinas, tanto preformados como sintetizados recientemente, los
cuales promueven el aumento de la permeabilidad vascular, la contraccion del
musculo liso y la produccion de moco. Las quimiocinas liberadas por los mastocitos y
otros tipos celulares, dirigen el reclutamiento de células inflamatorias que contribuyen
a la respuesta alérgica tardia, caracterizada por afluencia de eosinofilos y células
Th2. Los eosinofilos ademas de liberar una gran cantidad de histamina y
leucotrienos, también secretan proteinas basicas e interleucinas (IL) -3, -5 y -13, de
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T R B e S R

esta forma estos mecanismos permiten perpetuar la respuesta alérgica inflamatoria

Th2 (Holgate y Polosa, 2008).

Aunque la inflamacion mediada por citocinas Th2 es fundamental en la
patogénesis del asma, ésta no es suficiente para que la enfermedad se manifieste.
En las VA remodeladas, las citocinas, los mediadores celulares y las moléculas de la
matriz generan un microambiente optimo para mantener la respuesta inflamatoria
cronica y en la forma mas grave de la enfermedad se crea un ambiente para el

desarrollo de un perfil de citocinas Th1 (Jiménez-Morales, 2009).

El perfil Th1 involucra la paticipacion de neutrofilos y linfocitos Th1, asi como
también de citocinas pleiotropicas tales como IL-1, TNFa {factor de necrosis tumoral
alfa) e IFN-y (interferén gama). Estas citocinas, inducen la activacion de las celulas
endoteliales, aumentando la expresion de moléculas de adhesion como ICAM1
(molécula de adhesion intercelular 1) y VCAM1 (molécula de adhesion celular
vascular 1) que favorece la salida de leucocitos del espacio intravascular a la
mucosa de las vias aéreas y potencia el proceso inflamatorio (Jiménez-Morales,
2009; Holgate y Polosa, 2008). Mas aun, la IL-4 derivada de células Th2, aumentan
la expresion de VCAM1 y por lo tanto el proceso inflamatorio (Figura 2) (Holgate y

Polosa, 2008).

T S B e A B T B O T S e T A M Y
e  ——————-—————
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Figura 2. Fisiopatologia del asma. El asma se produce a partir de una
desrregulacion del sistema inmunolégico, en el cual intervienen varios tipos de
células y elementos celulares principalmente tipo Th2. CPA: célula presentadora de
antigeno; IFNy: interferon gamma; IL: interleucina; Th: linfocito T colaborador; ThO:
linfocito T no activado; LB: Linfocito B; Treg: Linfocito T regulador; IgE:
Inmunoglobulina E; FCERI: Receptor de IgE de alta afinidad. Tomado de Holgate y
Polosa, (2009).




Introduccion

En los ultimos afios han surgido otros subconjuntos de células T CD4" con
importantes implicaciones en la regulacion de la respuesta inmune e inflamatoria: las
células T reguladoras (Tregs) y las Th17 efectoras. Las células Treg suprimen
potencialmente la respuesta inmune, actuando como antiinflamatorios. Las
principales subclases de Treg son CD25 (hi), Foxp3 (+) y Treg productoras de IL-10,
las cuales se encuentran disminuidas en numero o funcién en los pacientes
asmaticos (Martinez Aguilar, 2009). Las células Th17, con funciéon proinflamatoria,
secretan IL-17A e IL-17F y parecen estar especificamente relacionadas con los
eventos de inflamacion neutrofilica que se producen durante las exacerbaciones de
la enfermedad y en la remodelacion tisular (Holgate y Polosa, 2008). El efecto de la
IL-17 sobre el epitelio respiratorio, es la produccion de quimiocinas que favorecen un
infiltrado de neutrofilos a las VA y cuya actividad enzimatica correlaciona con el grado

de hiperreactividad bronquial en los pacientes asmaticos (Martinez Aguilar, 2009).

Por lo tanto, esta claro que una pérdida en la homeostasis de la respuesta
inmune conduce al desarrollo de entidades alérgicas o autoinmunes. La
programacion del sistema inmune se inicia tempranamente en la vida del individuo, la
ausencia relativa de una exposicion a alérgenos o un contacto microbiano,
particularmente al inicio de la vida, puede facilitar el desarrollo de las enfermedades
alérgicas (Beisswenger y Bals, 2008). De hecho, se ha planteado que el incremento
en las ultimas décadas de la prevalencia de entidades alérgicas, es parcialmente
atribuible a una reducida exposicion a patégenos ambientales en edades tempranas,

al uso elevado de antibioticos y a las mejoras en los servicios de salud (Beisswenger
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y Bals, 2008; Boyce y cols., 2008).

Estos eventos, pueden resultar en una disminucién de la estimulacion de las
células de la respuesta inmune innata (Th1) y en la reduccion de la produccion de IL-
12, la citocina polarizante de respuesta Th1 mas importante, por lo tanto en estas
condiciones, la respuesta inmune se desplaza hacia una excesiva respuesta de tipo

Th2 o alérgica (Kaisho y Akira, 2006; Romagnani, 2004).

Algunas evidencias que apoyan estas aseveraciones, son los estudios en
poblaciones de niflos que crecen en ambientes pobres o en granjas, donde las
prevalencias de entidades alérgicas son mas bajas comparadas con las prevalencias

observadas en paises occidentalizados (Vercelli, 2008).
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1.4 Etiopatogenia del asma

El asma es una enfermedad multifactorial, causada por la interaccion de
multiples variantes genéticas y diversos factores ambientales en una dinamica
compleja que determina el tipo, gravedad, prondstico y respuesta al tratamiento de
esta patologia (Zhang y cols., 2008). Se ha propuesto, que como en todas las
entidades multifactoriales, en el desarrollo del asma, la interaccion de los factores
genéticos y ambientales es inversamente proporcional. Es decir, individuos con una
alta susceptibilidad genética requieren de pocos factores ambientales para que la
enfermedad se manifieste, mientras que en casos con baja susceptibilidad se

necesitan de mas inductores | ambientales para padecerla (Jiménez-Morales, 2009).

1.4.1 Factores Intrinsecos

El género, la edad y el origen de la poblacién pueden contribuir al riesgo de
padecer asma. Antes de la pubertad, su incidencia es mas alta en nifios que en nifas
y después de esta etapa el patrdn se invierte y la prevalencia de la enfermedad en la
adultez puede ser de hasta 50% mas alto en mujeres que en hombres, lo que sugiere
que las hormonas sexuales desempefian un papel muy importante en el desarrollo y
progresion del asma (Vrieze y cols., 2003; Jeon y cols., 2009). Se ha documentado
de estudios realizados en ratones, que las hormonas femeninas regulan
negativamente la produccion de células T reguladoras (Treg), las cuales a su vez

I T T W S S S R S G SRt
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participan en la regulacion de la respuesta tipo Th2 (Melgert y cols., 2005; Tam y
cols., 2011). Se ha observado que hormonas como el estradiol inducen la expresion
tanto de citocinas proinflamatorias (IL-18 'y TNF-a) como de citocinas
antiinflamatorias (IL-10). La progesterona aumenta la expresion de IL-10, IL-18 vy
TNF-a en pulmones. La existencia de este efecto biologico del estradiol y la
progesterona puede ser critico en la respuesta del hospedero ante los alérgenos

ambientales (Haggerty y cols., 2003; De Oliveira y cols., 2007).

Por otra parte, también se sabe que la susceptibilidad al asma puede variar en
funcion de los grupos raciales, en este contexto la poblacién afroamericana tiene una
de las tasas de incidencia mas altas (105.5 por cada 1000) que se han reportado, de
hecho ésta alcanza 35% mas que la poblacién caucésica (78.2 por cada 1000)

(American Lung Association, 2008; Shalowitz y cols., 2007).

Estas diferencias interraciales también se ven reflejadas en la tasa de
mortalidad, ya que en la poblacion afroamericana ésta es es mayor (2.9 por cada
100,000) que la de la poblacion caucasica (0.9 por cada 100,000) (Centers for

Disease Control and Prevention, 2009; Haselkorn y cols., 2008).
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1.4.2 Factores ambientales

Existen diversos factores ambientales que de un modo u otro se han
relacionado con la etiopatogenia del asma, en ocasiones suponiendo su participacion
en el desarrollo de la enfermedad o como factores precipitantes de las crisis
asmaticas. Dentro de ellos se incluyen alérgenos ambientales como pelos de
animales, acaros, cucarachas, hongos, polen, alérgenos ocupacionales o irritantes
(Tabla 2). Otros inductores de las exacerbaciones del asma lo constituyen agentes
quimicos como el humo del tabaco, la contaminacién, los medicamentos, el estrés y
las infecciones virales, estas ultimas constituyen la principal causa de exacerbacion

del asma (Martinez Aguilar, 2009; Ait-Khaled y cols., 2008).

Tabla 2. Factores ambientales relacionados con la etiopatogenia del asma.

Alérgenos Agentes Otros factores
ambientales quimicos
+ Alérgenos *  Humo de tabaco » Ejercicio
animales

+  Acaros + Rinitis/sinusitis
» Cucarachas + Contaminacion « Infecciones viricas
* Hongos « Sensibilidad a aspirina y
« Polenes otros AINES

AINES: antiinflamatorios no esteroideos

A S O A D S s R ORI S
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Dentro de los principales virus asociados a asma se encuentran el virus de la
influenza, rinovirus (RV) y el virus sincicial respiratorio (VSR). Las sibilancias
asociadas con infecciones de RV, son el factor de riesgo predictor mas importantes
en el desarrollo de asma en individuos con antecedentes familiares de asma o atopia

(Jackson y cols., 2008).

Para contener las posibles amenazas del medio ambiente, los pulmones
cuentan con complejos mecanismos de defensa, tanto fisicos como inmunolégicos
.La anatomia de las fosas nasales y el patron de ramificacion de las vias respiratorias
impiden la penetracion de particulas infecciosas relativamente grandes y pesadas,
mientras que las estrechas uniones intercelulares garantizan la integridad estructural
del epitelio pulmonar, ademas existe una barrera de células caliciformes que
segregan moco y células epiteliales ciliadas que ayudan a expulsar las particulas

atrapadas en una placa viscosa de mucosidad (Lafferty y cols., 2010).

.Las celulas epiteliales ademas de tener un papel estructural, también participan
en la respuesta inmune ya que pueden reconocer microorganismo atraves de
receptores. Estos receptores son conocidos como receptores de reconocimiento de
patogenos (PRR, por sus siglas en inglés) y estan clasificados en 3 familias:
receptores tipo RIG-I (RLRs), receptores tipo NOD (NLRs) y los receptores tipo toll

(TLRs) (Kawai y Akira, 2010).
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La familia RLR se compone de tres miembros: RIG, Mda5 y LGP2, que se
encuentran localizados en el citoplasma, reconocen ARN viral e inducen la respuesta
del huésped atraves del adaptador IPS-1. La familia de NLR esta compuesta por mas
de 20 miembros y reconocen particulas PAMP y no PAMP, ademas también
responden ante estrés celular. La proteina citoplasmatica NALP3, miembro de esta
familia, desencadena la activacion de la caspasa inflamatoria tipo 1 y la produccion
de IL-18 madura, recientemente esta proteina ha sido implicada en el desarrollo de
fibrosis pulmonar inducida por asbesto. Aunque ambos tipos de receptores podrian
estar jugando un papel en la induccién de la inflamacion pulmonar sus rol aun no ha

sido bien establecido (Lafferty y cols., 2010).

Los TLRs, tienen un papel fundamental en la respuesta inmune innata y
adaptativa, su participacion en la inflamacion pulmonar ha sido documentada, sin

embargo los mecanismos moleculares aun no se entienden por completo (Kawai y

Akira, 2010).

o S S R O R U M G
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1.4.3 Factores genéticos

Hasta la fecha se tiene bien establecido, que el asma es de indole hereditario,
varios estudios familiares han aportado evidencia de un patron de agregacion familiar
importante en esta enfermedad. Sin embargo, la genética del asma es compleja por

su naturaleza poligénica y patron de herencia no definido (Pinto y cols., 2008).

Los principales estudios que proponen al asma como una enfermedad genética
son los realizados en familias y en gemelos. Estos estudios han revelado que en
aquellas familias donde hay un caso de asma, el riesgo de los familiares de primer
grado a padecer la enfermedad es de hasta cinco veces mas que la poblacion
general y que la concordancia en gemelos monocigotos es casi seis veces mayor
que la observada en gemelos dicigotos (70% vs 12% respectivamente). Asi, la
fraccion atribuible a factores genéticos que explican la enfermedad (heredabilidad) se

estima de 36 — 79% (Manian, 1997).

La identificacion de estos factores genéticos involucrados en la etiopatogenia
del asma se ha logrado principalmente mediante dos abordajes, estudios de

ligamiento y estudios de asociacion (Ober y Hoffjan, 2006).

Los estudios de ligamiento evaluan la cosegregacion de un marcador con la
enfermedad, mientras que los estudios de caso-control determinan la coocurrencia
de un marcador con la patologia. Los estudios de ligamiento presentan muchas

limitaciones en el analisis genético de las entidades complejas, la principal es que
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requieren de estructuras familiares muy grandes y solo permite identificar a genes
que tienen un efecto importante en la etiologia de la enfermedad. Por su parte, los
estudios de caso control son muy utiles en la identificacion de los factores genéticos
asociados a una enfermedad compleja, ya que tienen la ventaja de ser menos
costosos, es mas facil la obtencion de muestras de individuos no relacionados vy
ademas permiten detectar genes con un efecto pequefo en la enfermedad (Vercelli,
2008; Ober y Hoffjan, 2006). Con los estudios de ligamiento se ha determinado que
en casi todos los cromosomas hay loci de susceptibilidad a asma, atopia y sus
fenotipos relacionados, como niveles elevados de IgE, sibilancias e hiperreactividad
bronquial (Figura 3), sin embargo, el cromosoma 5 es donde se han identificado el
mayor numero de genes ligados a asma y los que mas consistentemente han sido

replicados en varias poblaciones (Schwartz, 2009).
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Figura 3. Mapa cromosomico de ligamiento para asma. Los loci de rasgos
cuantitativos se muestran como barras a la derecha de sus respectivos cromosomas.

Los genes especificos asociados a asma se encuentran localizados a la derecha de

cada cromosoma. Tomado de Schwartz (2009).
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Los estudios de asociacion, se han basado principalmente en el analisis de
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) y han permitido la identificacion de mas
de 200 genes candidato para asma, sin embargo, muchos de ellos no han sido
replicados sistematicamente en varias poblaciones, sugiriendo la posibilidad de que

existen variantes de riesgo propias de cada poblacién (Wu y cols., 2010).

Mediante los estudios de ligamiento de genoma completo, genes candidatos y
estudios de asociacion de genoma completo realizados en asma y fenotipos
asociados se ha logrado determinar un amplio numero de genes implicados en la
susceptibilidad y la patogénesis de esta enfermedad (March y cols., 2011). Estos
genes pueden ubicarse en diferentes grupos: i)genes que codifican para moléculas
de la barrera epitelial: como el gen de la filagrina (FLG) el cual se ha asociado
fuertemente con dermatitis atopica, eczema, y asma (Marenholz y cols., 2006; Morar
y cols., 2007; Palmer y cols., 2007); el gen de la defensina-betal (DEF1), las
quimiocinas CCL-5, -11, -24, y -26 involucradas en reclutamiento celular, asi como
variaciones en el gen SPINK5 también se han asociado a asma ( Zhang y cols.,
2003; Genuneit y cols., 2009; Kabesch y cols., 2004; Liu y cols., 2009); ii)genes que
participan en la diferenciacion Th1-Th2: GATA3, TBX21, I1L4, IL4RA, STAT6 e IL12B
han sido implicados en asma y alergia.(Genuneit y cols., 2009; Haller y cols., 2009;
Howard y cols., 2002; Kabesch y cols., 2006; Pykalainen y cols., 2005; Randolph y
cols., 2004; Suttner y cols., 2009). iii) genes involucrados en la inflamacion alérgica y
estrés oxidante a nivel de tejido: el gen de la desintegrina y metaloproteasa ADAM33,

la cadena alpha-1 de colageno tipo 29 (COL29A1), leucctrieno C4 sintasa (LTC4S),

.. ]

Pagina 20



Introduccion

glutation S-transferasa (GSTP1,GSTM1), araquidonato 5-lipoxigenasa (ALOX-5); y
sintetasa de oxido nitrico 1 (NOS7), ademas del gen del receptor beta-2 adrenérgico
(ADRB2) implicado en la modulacién de la respuesta a broncodilatadores inhalados
(Hawkins y cols., 2008). iv) genes de receptores y moléculas implicadas en el
reconocimiento de patdogenos y alérgenos: dentro de éstos se incluyen los receptores
de reconocimiento de patrones y receptores extracelulares como CD14, TLR2, TLR4,
TLR6 y TLR10; receptores intracelulares como NOD1/CARD4, TLR3, TLR7, TLR9
(Eder y cols., 2006; Eder y cols., 2004; Kabesch y cols., 2004; Kormann y cols.,
2008; Smit y cols., 2009) y también se han reportado variaciones en los genes HLA
clase Il asociadas con asma y con respuesta IgE especifica de alérgeno. (Li y cols.,
2010).

Recientemente, genes involucrados en el reconocimiento a patégenos han sido
un punto de atencion en la investigacion de asma y enfermedades alérgicas, debido
a sus posibles implicaciones terapéuticas, de hecho diversos autores han sugerido
un importante rol de los receptores tipo Toll (TLRs) en la fisiologia de esta
enfermedad, lo que ha conducido a proponerlos como potenciales blancos para la
intervencion farmacolégica en la prevenciéon y tratamiento de las enfermedades

atopicas (Herrera y cols., 2010).

Aunque en las ultimas décadas la mayoria de las investigaciones de variantes
genéticas asociadas a enfermedades complejas se han centrado en el estudio de
SNPs, los resultados obtenidos mediante estos, no ha sido del todo reproducibles,

esto en parte, es explicado por la heterogeneidad genética entre las poblacionesy
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por la interaccion entre el genotipo y los factores ambientales. Sin embargo, en los
ultimos anos se ha identificado una nueva fuente de variacion genética asociada a la
etiologia de las entidades complejas; las variaciones en el numero de copias
(CNVs), éstas se definen como cambios estructurales en el ADN que consisten en
deleciones o duplicaciones de segmentos de DNA de mas de 1Kb (Pankratz y cols.,
2011), y dado que representan una fuente importante de la variabilidad genética total
en humanos su aplicabilidad en los estudios de asociacion ha ido en aumento
(Redon y cols., 2006; Beckmann y cols., 2007). De hecho, investigaciones recientes
han relacionado a las CNVs con enfermedades complejas como alzheimer, autismo,
enfermedad de Crohn, susceptibilidad a VIH, parkinson, psoriasis, artritis reumatoide
y lupus eritematoso sistémico (Zhang y cols., 2009). Sin embargo la participacion de
las CNVs en la etiologia del asma han sido muy poco estudiadas, a la fecha
unicamente se han evaluado en los genes GSTM1 y GSTT1, moléculas involucradas
en la interaccién del individuo con su medio ambiente, en los cuales, se observo que
una disminucion en el numero de copias, se asocian con la susceptibilidad a padecer
la enfermedad (Brash-Andersen y cols., 2004), hallazgos como éste, sugieren que

estos polimorfismos pueden contribuir de manera importante a la fisiopatologia del

asma.
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2. ANTECEDENTES PARTICULARES

2.1 Familia de receptores Toll like

La familia de los TLRs es un importante grupo de receptores a través de los
cuales la respuesta inmune innata reconoce microorganismos invasores, por lo que
son moléculas claves para la eliminaciéon de patogenos asi como para el
reclutamiento de fagocitos a los sitios de infeccién (Parkers y cols., 2007). Los TLRs
son proteinas transmembranales que contienen repetidos ricos en leucinas (LRRs)
encargados de sensar patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs, por
sus siglas en inglés) y dominios homologos a los receptdres Toll/interleucina 1 ((TIR)
que senalizan a través de adaptadores rio abajo en la via de sefalizacion de los

TLRs (Takeuchi y Akira, 2007; McCartney y Colonna, 2009).

En el raton se han identificado 13 miembros y en humano se conocen hasta
ahora 11 miembros de esta familia (TLR1 — TLR11) los cuales detectan un amplio
rango de microorganismos, bacterias, hongos, protozoarios y virus (Parkers y cols.,

2007; Goldman, 2007; Sabroe y cols., 2003).

Los TLR estan divididos en dos subgrupos de acuerdo a su localizacion celular
y al reconocimiento de PAMPs. Un grupo estd compuesto por los TLR1, TLR2,
TLR4, TLR5, TLR6 y TLR11, que se expresan en la superficie celular y reconocen

componentes de las membranas microbianas como proteinas, lipidos y lipoproteinas.

e ]
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S e SRRV AR
El otro grupo lo forman los TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9, los cuales se expresan
exclusivamente en vesiculas intracelulares, endosomas, lisosomas y endolisosomas,
y participan en el reconocimiento de acidos nucleicos bacterianos, virales y del
hospedero (Figura 4) (Mogensen, 2009; Kawai y Akira, 2010). TLR3 reconoce RNA
de doble cadena, el cual constituye el genoma de virus de RNA de doble cadena y es
también un intermediario durante la replicacion de virus de cadena sencilla
(Alexopoulou y cols., 2001). TLR7 y TLR8 reconocen RNA de cadena sencilla asi
como también componentes de imidazolequinilona la cual es conocida por sus
propiedades antivirales (Diebold y cols., 2004; Heil y cols., 2004). Por su parte, TLR9

reconoce DNA no metilado (CpG), lo cual es comln encontrar en los genomas de

virus de DNA (Beutler y cols., 2006).
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Figura 4. Ligandos PAMPs reconocidos por los TLRs. Los TLRs reconocen diferentes
tipos de PAMPs, presentes en virus, bacterias, hongos y protozoarios.GP; glicoproteinas,
LP; lipoproteinas, PG; peptidoglicanos, LTA; acido lipoteiccico, GPI; glicopoteinas de
anclaje. Tomado y modificado de Mogensen,(2009).
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El resultado de la estimulacion de estos receptores, es la liberacion de varias
citocinas proinflamatorias; IL-1, IL-6, IL-10 e IL-12, asi como TNF, IFN-a e IFN-y
(Figura 5) (O'Neill y cols., 2009). De esta forma, los TLRs permiten la activacion de
la respuesta inmune innata y la induccion de senales que llevan a la activacion de la

respuesta inmune adaptativa (Kaisho y Akira, 2006).

Una senalizacion persistente en la via de los TLRs o una expresion disminuida
de éstos, son fendmenos que podrian estar involucrados en la patogénesis de
entidades inflamatorias, alérgicas o autoinmunes (O'Neill y cols., 2009; Amoudruz y

cols., 2009).
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Figura 5. Via de sefalizacion TLR. La via de sefializacion se origina através del dominio
TIR citoplasmatico de un TLR especifico. El adaptador de dominio TIR, MyD88, se asocia
con el dominio citoplasmatico de los TLRs, enseguida se recluta IRAK el cual activa TRAF6,
llevando a la activacion del complejo IkB cinasa (IKK) formado por IKKa, IKKB y
NEMO/IKKy. El complejo IKK fosforila a IkB generando la translocacion de NF-kB hacia el
nucleo donde induce la expresion de citocinas inflamatorias. TIRAP, un segundo adaptador
de de dominio TIR, esta involucrado en la via de sefializacion dependiente de MyD88 a
través de TLR2 y TLR4. En las vias de sefalizacion mediadas por TLR3 y TLR4, la
activacion de IRF-3 y la induccion de IFN-B se llevan a cabo en una manera independiente
de MyD88. Un tercer adaptador TIR, TRIF, es esencial para la via independiente de MyD88.
Los complejos IKKs y TBK1 median la activacion IRF-3 rio abajo de TRIF. TRAM, un cuarto
adaptador TIR es especifico para la via dependiente de TRIF independiente de MyD88
mediada por TLR4. Tomado y modificado de Takeda y Akira (2005).
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En este contexto, existe evidencia de que los TLRs son capaces de reconocer
ligandos propios, un claro ejemplo es que la inflamacion puede ser inducida en
ausencia de patogenos mediante moléculas liberadas por células apoptéticas o por

sustancias quimicas que provocan dafo a tejido (Marsahak-Rothstein, 2006).

TLR2 responde a proteinas de choque térmico, TLR4 a fragmentos de matriz
extracelular, fibrin6geno y B-defensina y TLR3 a RNAm, el resultado de una
desregulacion en estos procesos puede ser inflamacion cronica o aguda asi como la
asociacion con algunas enfermedades inflamatorias o autoinmunes como psoriasis,
ateroesclerosis y LES, entre muchas otras que han sido ligadas a sobreexpresion de
IFN-a inducido via los TLRs (Rifkin y cols., 2005; Denny y cols., 2007; Lande y cols.,
2007).

De la misma manera defectos en esta via se han relacionado con
enfermedades de tipo alérgica y esto se cree es debido a una débil estimulacion de
los TLRs que trae como consecuencia un desbalance en la diferenciacion celular
Th1-Th2 favoreciéndose la respuesta tipo Th2 generando un aumento en la

respuesta de tipo alérgica (Bauera y cols., 2007).
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2.1.1 Receptores tipo Toll like y asma

Las evidencias que sefalan a los TLRs como moléculas importantes en la
patogénesis del asma provienen tanto de estudios de asociacion como de estudios
en modelos animales. Los estudios de asociacion genética en TLRs y asma se han
enfocado principalmente al analisis de SNPs en los genes de TLR1 a TLR10 siendo

TLR2 y TLR4 los mas estudiados (Tabla 3) (Beisswenger y Bals, 2008; Lafferty y

cols., 2010).

En este sentido uno de los estudios mas completos de asociacion de TLRs y
asma fue realizado por Kormann y cols. (2008) en poblacion Alemana, en el cual se
incluyeron 21 SNPs localizados en 10 miembros de esta familia (TLR1-TLR10) y los

unicos genes que no documentaron asociacion fueron TLR3, TLR5, TLR7 y TLR8.

Aunado a este estudio existen otros que han evaluado la participacion de los
TLRs en asma como el realizado por Bjgrnvold y cols. (2009), en el cual se demostré
que el alelo T del SNP rs3804100 del gen TLR2 en poblacion Noruega confiere
riesgo para asma. Asi también en un estudio hecho por Bottcher y cols., (2004), se
encontrd que el polimorfismo Asp299Gly del gen TLR4 se asociaba con un riesgo 4
veces mayora padecer la enfermedad en poblacion sueca. En otro estudio realizado
por Tantisira y cols., (2004) en poblacion Afroamericana se reportd que el alelo
menor del SNP Ser249Pro del gen TLR6 disminuye el riesgo para padecer asma.
En México en un estudio de GWA se evaluaron polimorfismos de TLR1, TLR2, TLR4,

TLR6, TLR8, TLR9 y TLR10, sin embargo unicamente resultaron asociados los
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polimorfismos rs5743810 de TLR6y rs7663239 de TLR10 (Wu y cols., 2010).

Por otra parte, Chun y cols. (2010) reportaron diferencias significativas en la
expresion de TLR1, TLR2, TLR6, TLR9 y sus genes blancos entre células

mononucleares de pacientes asmaticos y controles sanos.

En modelos murinos de asma se ha demostrado que la administracion de un
agonista de TLR2 induce el establecimiento de inflamacion alérgica en las vias
aéreas de estos ratones (Chisholm y cols., 2004; Redecke y cols., 2004), mientras
que los ratones deficientes en TLR4 muestran una respuesta asmatica exacerbada
cuando se exponen a aerosoles de ovoalbumina con dosis bajas de lipolisacaridos
(Hollingsworth y cols., 2006). Se ha demostrado también que la activacion de TLR9
en ratones, promueve el desarrollo de la respuesta Th1 y que su estimulacién con

agonistas, modula la inflamacion de las vias aéreas y disminuye la remodelacion

(Jain y cols., 2002).

Recientemente, uno de los receptores que ha sido de gran interés en esta
enfermedad es TLRY7. Este receptor es particularmente importante ya que se encarga
del reconocimiento de virus, principales factores ambientales asociados al desarrollo

de crisis asmaticas (Chang, 2010).
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Tabla 3. Estudios de asociacion de SNPs en los genes TLRs

SNP POBLACION AUTOR
rs5743594 Alemana (NA)
rs5743595 Alemana Kormann y cols., 2008.
 rs4833095 Alemana
rs4696480 Alemana (NA) Kormann y cols., 2008.
Australiana y Germana Eder y cols., 2004.
rs1898830 Alemana (NA) Kormann y cols., 2008.
rs3804099 Alemana Kormann y cols., 2008.
rs5743708 Danesa (NA) Smit y cols., 2007.
+2408 G/A Tunecina Lachheb y cols., 2008.
rs3804100 Noruega Bjernvold y cols., 2009.
rs3775291 Alemana (NA) Kormann y cols., 2008.
rs2737190 Alemana Kormann y cols., 2008.
rs10759932 Alemana (NA) Kormann y cols., 2008.
rs4986791 Alemana (NA) Kormann y cols., 2008.
rs4986790 Caucasica Yang y cols., 2004.
Turca Sackesen y cols., 2005.
Asp299Gly Sueca Bottcher y cols., 2004.
+1196 C/T Tunecina Lachheb y cols., 2008.
+896 A/G Tunecina Lachheb y cols., 2008.
rs5744168 Alemana (NA)
rs2072493 Alemana (NA) Kormann y cols., 2008.
rs5744174 Alemana (NA)
TLR6 rs5743789 Alemana Kormann y cols., 2008.
rs5743810 Alemana Kormann y cols., 2008.
Afroamericana Tantisira y cols., 2004.
Alemana Hoffjan y cols., 2005.
Mexicana Hu y cols., 2010.
TLR7 rs179008 Alemana (M) Kormann y cols., 2008.
Danesa Moller-Larsen y cols. ,2008.
Australiana (NA) McLean y cols., 2009.
rs5935436 China (M) Zhang y cols., 2009.
rs5743781 Danesa (NA) Moller-Larsen y cols., 2008.
TLR8 rs3761624 Alemana Kormann y cols., 2008.
rs2407992 Danesa Moller-Larsen y cols., 2008.
-746 AIG Australiana (NA) McLean y cols., 2009.
TLR9 rs187084 Alemana Kormann y cols., 2008.
rs5743836 Alemana (NA) Kormann y cols., 2008.
-1237T/C Costa rica (NA) Lange y cols., 2011.
Europeos americanos Lazarus y cols., 2003.
-1486 T/C Tunecina Lachheb y cols., 2008.
LIRS +1031 G/T Europeos americanos Lazarus y cols., 2004.
+2322 AIG Europeos americanos Lazarus y cols., 2004.
rs11096956 Europeos americanos Lazarus y cols., 2004.
rs4274855 Europeos americanos Lazarus y cols., 2004.
rs4129009 Alemana Kormann y cols., 2008.
rs7663239 Mexicana Hu Hao. et al, 2010.

| NA: no asociado, M: asociado en poblacién masculina.
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2.2 Receptor Toll like 7 (TLR7)

El receptor TLR7 se localiza en la superficie de los endosomas y reconoce RNA
de cadena sencilla procedente de virus. TLR7 consta de un dominio intraendosomal
rico en repetidos de leucina (N-terminal), que le confiere la especificidad para su
ligando, un dominio transmembranal y un dominio citosélico denominado TIR (C-
terminal), el cual es similar al dominio intracelular del receptor de Interleucina-1
(Kawai y Akira, 2010; Chang, 2010). El gen TLR7 se encuentra localizado en el
cromosoma Xp22.3 y codifica para una proteina de 1049 aa de 120.92 kDa. Este gen
se expresa en diversos organos incluyendo pulmon, placenta, bazo, ganglios
linfaticos y amigdalas, asi como en diferentes tipos celulares (macrofagos,
neutrofilos, linfocitos B), principalmente en células dendriticas plasmacitoides (CDps)
(genecards.org).

La activacion de TLR7 induce un aumento en la expresion de los interferones
IFN-a y B, asi como de las citocinas proinflamatorias IL-6 e IL-12. La ruta de
senalizacion de TLR7 incluye la activacién de los facteres de transcripcion IRF7
(factor 7 de respuesta a IFN) y NF-kB. Ambas vias son dependientes de la proteina
adaptadora MyD88 (proteina 88 primaria de diferenciacioén mieloide), a la cual se une
IRF7 formando un complejo multiproteico de sefalizacion con las proteinas IRAK4,
TRAF6, TRAF3, IRAK1 e IKKa, lo que termina en la fosforilacién de IRF7. Este
mecanismo permite la translocacién de IRF7 al nucleo y la transcripcion de sus
genes blanco (IFN, IL-6 e IL-12) (Kawai y Akira, 2010; Crozat y Beutler, 2004). A su
vez la transcripcion de INF induce la expresion de genes que inhiben la replicacion

viral (Figura 6) (Crozat y Beutler, 2004; Yamamoto y Takeda, 2010).
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/:Iirus de RNA

Figura 6. Via de sefializacién mediada por TLR7. La via de TLR7 es inducida mediante
RNA viral de cadena sencilla y se lleva a cabo de una manera dependiente de MyD88 para
regular la respuesta inflamatoria activando a NF-kB y AP-1. MyD88 forma un complejo de
sefalizacion con IRAK1 e IRAK4. En respuesta a la estimulacion mediante el ligando, IRAK1
fosforila a IRF7, perimitiendo que se dimerize y sea trnaslocado al nicleo, adicional a éste

paso también se requiere de la ubiquitinacion de IRF7 para su activacion mediante TRAFBS.
IRF7 junto con NF-kB y AP-1 regulan la expresion de Interferén tipo I, incluyendo IFNa e
IFNB y citocinas proinflamatorias como IL-6 e IL-12. Tomado y modificado de Benedict y
Ware (2005).
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2.2.1 Papel del gen TLRY7 en la etiopatogenia del asma

Algunos de los estudios que sugieren que TLR7 esta directamente involucrado
en la patogénesis del asma, incluyen los realizados en modelos murinos. Moisan y
cols. (2006) demostraron que ratones tratados con un ligando sintético de TLR7 (S-
28463) previene el desarrollo del fenotipo asmatico, resultando en la reduccion de la
infiltracion de leucocitos en pulmén, principalmente eosindfilos, ademas de una
disminucion en los niveles de IgE y citocinas tipo Th2 como IL-4, 5, 6 y 13 . En otro
estudio realizado en ratones TLR7-/- con fenotipo asmatico inducido con
ovoalbumina, se determin6 que la respuesta alérgica no podia ser suprimida al
administrar ligandos de TLR7 (R-848), sin embargo en los ratones silvestres se
observo al igual que en el estudio anterior, una supresion de la respuesta Th2

dependiente de INFy (Xirakia y cols., 2010).

A pesar de las evidencias experimentales de la participacion de TLR7 en asma,
los estudios de asociacion entre SNPs de este gen y asma son escasos, de hecho
solamente se han evaluado 3 SNPs (rs5743781, rs5935436, rs179008) de este gen

(Mgller-Larsen y cols., 2008; Zhang y cols., 2009; McLean y cols., 2009).

El rs5743781 (C/T) fue analizado en poblacion Danesa, sin embargo no se
documentd asociacion con la enfermedad (Mgller-Larsen y cols., 2008). Por su
parte, el rs5935436 (C/T) se encontro asociado con proteccion (OR= 0.126, 95% CI;

0.016-0.995) con el género masculino en poblacion China {Zhang y cols., 2009).
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El rs179008 (A/T) se ha analizado en tres poblaciones: Australiana (McLean y
cols., 2009), Alemana (Kormann y cols., 2008) y Danesa (Mgller-Larsen y cols.,
2008) . En las dos primeras no se reportd asociacion con asma, sin embargo en la
poblacion Danesa se documentd asociaciéon con el género masculino. En esta
poblacion también se reportd la asociacién entre asma y un haplotipo conformado
por los alelos ancestrales (TG) del rs179008 de TLR7 y el rs2407992 del gen TLRS,
el cual se encuentra aledafio a TLR7 (Mgller-Larsen y cols., 2008). ElI SNP
rs179008 es un SNP no sinénimo que cambia una GIn por una Leu en la posicion 11,
dado que éste aminoacido se encuentra localizado en el péptido sefnal, se ha
sugerido que esta variante puede estar afectando la translocacion de TLR7 desde el
reticulo endoplasmatico (RE) hacia el endosoma (Mgller-Larsen y cols., 2008; Barton
y Kagan, 2009). Por otra parte, es probable que otras variantes moleculares que a
la fecha no han sido analizadas, estén contribuyendo en la patogénesis del asma ya
que los resultados de asociacion entre SNPs en TLR7 y asma no han sido

consistentes y reproducibles.

De manera interesante, Roponen y cols., (2010), reportaron una actividad
reducida de la via TLR7 en células mononucleares de sangre periférica de
adolecentes asmaticos comparado con lo que se observé en sujetos sanos. Se ha
demostrado que polimorfimos moleculares localizados en regiones reguladoras del
gen, en regiones codificantes o CNVs pueden afectar los niveles de expresion de las

proteina o su actividad. En este sentido, en un estudio realizado en nuestro grupo de

...
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investigacion, en nifios mexicanos con lupus eritematoso sistémico se demostrd una
correlacion directa entre el numero del copias del gen TLR7 y su expresion, asi como
también con la expresion de su gen blanco (IFN-«) (Garcia Ortiz y cols., 2010).
Considerando lo anterior, es posible que este tipo de polimorfismos en el gen TLR7

tengan un papel importante en la etiologia de entidades alérgicas como el asma.

e ]
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Il. JUSTIFICACION

El asma es una de las enfermedades cronicas mas comunes en el mundo,
actualmente se estima que aproximadamente 300 millones de personas la padecen.
En la dltima década, la prevalencia del asma en México ha ido en aumento y es una
de las primeras causas de atencion como urgencia pediatrica, lo que aunado a los

altos costos de su atencién, la convierten en un importante problema de salud

publica.

Multiples evidencias, sugieren que SNPs en genes que codifican para componentes
de la respuesta inmune innata, dentro de los cuales se encuentran los miembros de
la familia TLR contribuyen a la susceptibilidad a asma, sin embargo la contribucion de
las CNVs se desconoce. Asi, determinar el papel que tienen estas variantes
genéticas en el riesgo a padecer asma, no soélo incrementara el entendimiento de los
mecanismos patogénicos de la enfermedad, sino que ademas puede contribuir a la

identificacion de nuevos agentes terapéuticos en el tratamiento de la misma.
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ll. HIPOTESIS

El bajo numero de copias en el gen TLR7 es un factor genético de riesgo en el

desarrollo del asma.

IV. OBJETIVOS
1. OBJETIVO GENERAL

Determinar si variaciones en el nimero de copias en el gen TLR?7 participan en la

etiologia del asma.

2. Objetivos especificos:
O Determinar el numero de copias del gen TLR7 en una poblacion mexicana.

Q Evaluar la relacion entre género y CNVs en el riesgo a padecer la

enfermedad.

.
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V. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

CASOS

U

OBTENCION DE SANGRE PERIFERICA
<

EXTRACCION DE DNA GENOMICO
(Integridad y cuantificacion)

>

GENOTIPIFICACION
(PCRen tiemporeal)

>

VALIDACION DE RESULTADOS
(Densitometria) .

L
y

ANALISIS DE DATOS |
(AACt,Mann Whitney) |

Pagina 38



Metodologia

VI. METODOLOGIA

1. Tipo de estudio

Casos y controles, transversal, observacional, descriptivo y comparativo.

2. Poblacion de estudio

Los casos fueron pacientes provenientes de 4 Instituciones de Salud de tercer nivel
de la Cd. de Mexico. Todos los casos cumplieron con los criterios diagnosticos
establecidos por la Iniciativa Global para el Asma (GINA) y estos fueron evaluados
por un médico alergblogo quien llen6 la hoja de captacion de datos y la carta de
consentimiento informado. Los controles fueron obtenidcs del banco de ADN del

Instituto Nacional de Medicina Genomica.

2.1 Criterios de inclusion y de exclusion

Los pacientes incluidos fueron > 5y < 17 afos con diagnadstico clinico y funcional de
asma (espirometria) y que aceptaron firmar la carta de consentimiento informado
(Anexo 1). Se excluyeron aquellos casos con diagnostico de otra enfermedad
cronica concomitante, como Fibrosis Quistica, Tuberculosis, Fibrosis pulmonar, etc.
Asi también se excluyeron a los participantes que una vez tomada la muestra
decidieron dejar el estudio y aquellos con enfermedades infectocontagiosas, dado

que el laboratorio no contaba con la infraestructura necesaria para el manejo de
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estas entidades.

Las muestras de controles, provinieron de individuos sanos no relacionados >
18 anos sin antecedentes de asma, alergia o entidades autoinmunes. Dado que el
genotipo evaluado no es dependiente de la edad, los controles fueron mayores de
18 anos para disminuir la probabilidad de seleccionar individuos con susceptibilidad

a padecer asma u otra entidad atépica.

Solo se incluyeron pacientes y controles mestizos mexicanos, es decir individuos
nacidos en México que no refirieron antecedentes directos de una ancestria distinta a
la mexicana (al menos tres generaciones antes). En ambos grupos se eliminaron las
muestras de ADN que no contaron con los criterios de calidad técnica (pureza e
integridad). El estudio contd con la aprobacion de los comités de ética de las

Instituciones participantes.

3. Muestras biolégicas y extraccion de ADN genémico

De cada participante se tomaron 5 ml de sangre periférica en un tubo vacutainer
con EDTA como anticoagulante mediante puncion venosa. Se hizo la separacion de
los leucocitos centrifugando los tubos vacutainer a 3000 rpm durante 10 min,
posteriormente se separo la capa de leucocitos y se transfirid a un tubo Falcon de 15
ml, las células fueron lavadas con 10 ml de solucion de lisis de eritrocitos vy

centrifugadas a 3000 rpm por 10 min para obtener el botén de leucocitos, a partir de
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los cuales se realizo la extraccion de ADN genomico con el kit Qiamp DNA Blood
Max (QIAGEN GmbH, D-40724 Hilden, Germany). Se adicionaron 3 ml de solucién
de lisis celular al tubo conteniendo el botén de leucocitos, agito en vortex durante 1
min hasta resuspender por completo las células. Posteriormente se agregd 1 ml de
solucion precipitadora de proteinas, se agitd vigorosamente en el vortex durante 1
min y se centrifugd a 3,000 rpm durante 15 min. El sobrenadante se transfirié a un
tubo Falcon de 15 ml, al cual se le agregd 5 ml de isopropanol, se agito suavemente
por inversion para precipitar el ADN, finalmente se centrifugo a 3500 rpm durante 10

min y se elimino el sobrenadante y el ADN fue resuspendido con 500 ul de buffer TE

(TEKNOVA)

3.1 Cuantificacion y evaluacion de la integridad del ADN

La cuantificacion del ADN se realizd en un espectrofotometro (NanoDrop-ND-
1000 Spectrophotometer) y la lectura de las absorbancias se realizo a una longitud
de onda de 260 nm. Las concentraciones se determinaron automaticamente en ng/ul
de la siguiente manera, tomando en cuenta el valor de DO (densidad optica) a 260
nm y la constante para ADN de 0.05. La pureza de las muestras, se determin6
mediante la relacion DNA/proteina con las absorbancias de 260/280, una relacién = a
1.6 fue tomada como aceptable. Posteriormente se prepararon las muestras de

trabajo a una concentracion final de 10 ng/pL.

La integridad del ADN se verifico mediante electroforesis en geles de agarosa al
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1% tenidos con bromuro de etidio. Los geles se cargaron con 1 ylde ADN vy 3 pl de
bromofenol y se corrieron a 100 volts/30 min en solucion de TBE 1X. Los geles se

observaron en un transiluminador con luz UV.

4. Analisis molecular
4.1 Determinacion de CNVs

La determinacion de CNVs se realizd por PCR en tiempo real, se usaron dos
pares de iniciadores para amplificar a TLR7 (TLR7-1 y TLR7-2) 'y un par de
iniciadores para cada uno de los genes utilizados como controles endogenos; TBP

(proteina de unién a caja TATA) y NEMO (modulador escencial de NFKB).

Los dos pares de iniciadores empleados para la amplificacion del gen TLR7, se
reportaron por Garcia y cols., (2010), los cuales amplifican regiones del exén 3;
TLR7-1(F:5-GGCTAGATGGTTTCCTAAAACTCT-3" y R:5-GGTACACAGTTGCAT
CTGAAATCG-3"). El segundo par, TLR7-2 (F:5-TCAGCCACAACCAACTGACCAC-
3"y R: 5-GCAACATCTTCAGATTGTTGAGGAC-3'), se empled para la validacion de
los resultados en al menos el 50% de la poblacion, los cuales se localizaron a 1.8 Kb

del primer par de iniciadores (Figura 7).
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TLR7
Exon 1 2 3
[ 18Kb
F‘ ‘\ R F ‘F('

Primer Primer
TLR7-1 TLR7-2

Figura 7. Diseno y localizacion de los iniciadores especificos para el gen TLR7 para el
analisis de CNVs. Los pares de primers permitieron amplificar dos segmentos de TLR7,

separados por 1.8 Kb.

La amplificacion de los dos segmentos de TLR7 y los genes enddgenos se
realiz bajo las mismas condiciones de reaccion. Para cada reaccion se agregaron
20ng de ADN, 50pmoles de cada primer, 1U de AmpliTag Gold polimerasa, 0.4ul de
dNTPs a 12mM, 0.6pl de MgCI? a 4mM y 1 ul de SYBR Green PCR master mix

(Applied Biosystem Foster City, CA, USA) en un volumen final de 10pl.

La reaccion de amplificacion se realizd en un termociclador ABI PRISM 7900 HT

(Applied Biosystems) bajo las siguientes condiciones de amplificacion: 95°C por

A S A S T AR R N U T i,
BB B rDDDDDrrrmm™4mm™m™m™mememm™™m™ ™
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10min, seguido de 40 ciclos a 95°C por 15s, 60°C por 15s y 72°C por 30s (Tabla 4).
Todas las muestras se hicieron por triplicado y el calculo del niumero de copias se
realizdé mediante el método de cuantificacién relativa AACt. Un control sano del
género femenino portador de dos copias del gen TLR7 fue utilizado como calibrador

y como referencia para evaluar el cambio relativo de dosis génica.

Tabla 4. Condiciones de amplificacion RT-PCR.

95°C 158
60°C 15s 40
72°C 30s

Se realizaron varias curvas estandar hasta que las eficiencias de amplificacion
tanto para TLR7 como para los genes endogenos fueran similares. Para la
generacion de las curvas estandar se hicieron seis diluciones seriadas de ADN
gendomico del calibrador a partir de 40ng (20ng, 10ng, 5ng, 2.5ng, 1.25ng).Para
obtener resultados exactos y reproducibles, se busco que las reacciones contaran
con un grado de eficiencia cercano al 100% con una pendiente equivalente entre —

3.6 a =3.1, La medida de reproducibilidad (valor de R?) fue establecida en valores
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mayores a 0.98 (valor ideal: R? = 1).

4.2 Validacion de CNVs

La validacion del numero de copias se llevé a cabo mediante PCR
semicuantitativa. Para ello se realiz6 una PCR duplex con TBPy TLR7-1 en 20 casos
y 20 controles, bajo las siguientes condiciones de reaccién: 95°C por 10min, seguido
de 28 ciclos a 95°C por 15s, 60°C por 15s y 72°C por 30s. Los productos de
amplificacion fueron visualizados en geles de agarosa al 3% tefidos con bromuro de

etidio . El analisis densitométrico fue llevado a cabo con el software Kodak Molecular

Imaging V4.0.

4.3 Analisis estadistico
Para comparar la distribucion relativa del numero de copias entre casos vy
controles, se empled la prueba no paramétrica de U Mann-Whitney usando los
valores de numero de copias relativas obtenidas del analisis AACt. Este analisis fue

realizado con el programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad, San Diego, CA).

Los riesgos relativos (ORs) con un intervalo de confianza de 95%, se estimaron
bajo un modelo de regresion logistica, usando los valores absolutos de nimero de

copias y tomando en cuenta al genotipo como variable predictora y al género como
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covariable. Se determinaron categorias de referencia para el analisis: en el caso del
grupo femenino las categorias fueron; < 2 copias, > 2 copias y para el grupo
masculino se cred la categoria de; > 1 copia. En ambos casos, estas categorias

fueron determinadas de acuerdo al maximo y minimo numero de copias observado

en cada grupo.

Por otra parte, se evaluo el indice de correlacion intraclase, para determinar el
nivel de concordancia entre los resultados obtenido por PCR en tiempo real y los
obtenidos por densitometria. El paquete estadistico empleado para ambos analisis

fue SPSS v.16.
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VIl. RESULTADOS

1. Poblacién analizada

Se realizé un estudio de asociacion caso-control pareado por género, en el que
se incluyeron 314 pacientes y 314 controles, de los cuales 180 (57%) fueron del
genero masculino y 134 (43%) de género femenino. Los pacientes presentaron una

edad promedio de 10.8 anos (sd + 2.9) .

2. Estudio molecular
2.1 Evaluacion de la integridad del ADN

La técnica utilizada para la genotipificacion de las CNVs es una técnica
cuantitativa muy sensible, y se requiri6 que el ADN empleado tuviera buena
integridad para que este factor no afectara los resultados. La integridad de las 628
muestras se consideré adecuada cuando se observo una banda definida con alto
peso molecular, las muestras que presentaron patrones de barrido fueron

descartadas para analisis subsecuentes (Figura 8).
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Figura 8. Analisis de integridad de ADN. Electroforesis en gel de agarosa al
1% tenido con bromuro de etidio. Carril 1: Marcador de pares de bases; carril 2-
11: ADN de pacientes; carril 12-20: ADN de controles. *muestras excluidas del

analisis.
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2.2 Evaluacion de la eficiencia de la reaccion

La determinacion del numero de copias se realizé por RT-PCR y mediante el
metodo AACt. Dicho meétodo fue validado, es decir nos aseguramos que las .
eficiencias de reaccion tanto del gen de interés (TLR7) como las de los controles

endogenos (TBP y Nemo) fueran similares.

Para el gen TBP se obtuvo una pendiente de -3.60, para el caso de NEMO de
-3.56, para TLR7-1 de -3.61 y para TLR7-2 de -3.55, asi también el valor de
correlacion para los 4 casos fue de R? = 0.99. Todos los parametros estuvieron

dentro de los rangos establecidos (Figura 9).

Por otra parte el caracter paralelo de las curvas TBP vs TLR7-1, TLR7-2 y
Nemo vs TLR7-1, TLR7-2 indico eficiencias de amplificacion similares, por lo tanto

empleamos el método AACt para evaluar el numero de copias
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Figura. 9. Gréfica de eficiencias de amplificacién. La curva estandar para

TBP se muestra en rojo, para Nemo en azul, para TLR7-1 en negro y para TLR7-

2 en naranja. Las rectas corregidas para cada una de ellas se muestra en gris.




Resultados

2.3 Validacion de CNVs

4
Los resultados del numero de copias obtenidos por RT-PCR fueron validados por
PCR semicuantitativa. Los productos de amplificacién fueron visualizados en geles
de agarosa al 3% tenidos con bromuro de etidio, se observaron las bandas a 228 pb
para el producto de amplificacién de TLR7 y a 151 pb para TBP (Figura 10).
M C 1 2 3 G
®

Figura 10. Determinacion del numero de copias de TLR7 mediante PCR
semicuantitativa. Electroforesis en geles de agarosa al 3% de los productos de PCR de
TBP y TLR7, Carril 1: Marcador ADN de 50 pb ; Carril 2: Individuo con 1 copia; Carril 3:

Individuo con 2 copias; Carril 4: Individuo con 3 copias; Carril 5: Control negativo .
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Los picos densitométricos se graficaron y se obtuvieron las intensidades de las

bandas tanto de TLR7 como de TBP (Figura 11).

Figura 11. Gréfica de picos densitométricos. El pico de la izquierda
corresponde al analisis densitométrico de TLR7 y el de la derecha a TBP,
los numeros de arriba corresponde al NC estimado y C2 es un control

de 2 copias.

La intensidad de las bandas de TLR7-1 se normalizaron con la intensidad de la
banda de TBP, con base en esto se determin6 el nimero de copias relativo de TLR7

(Figura 12).

. _____
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Figura 12. Estimaciéon del NC mediante densitometria. Representacion grafica
de la intensidad relativa de individuos con diferente NC. Los valores graficados

fueron normalizados con respecto a TBP.
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El calculo del coeficiente de correlacion intraclase entre ambos métodos (PCR en
tiempo real vs PCR semicuantitativa) fue de 0.972 (IC 95% 0.949-0.985; p< 0.0001)
lo que demostré una buena reproducibilidad de resultados ya que valores > 0.71 son

aceptables.

2.4 Analisis de genotipificacion

Del analisis de 896 cromosomas (448 casos y 448 controles), 186 casos
(59.2%) y 181 controles (57.6%) tenian una copia del gen TLR7, 127 casos (40.5%) y
132 controles (42%) dos copias y un solo paciente (0.30%) presento tres copias, al
igual que en los controles. El andlisis de la distribucién del numero de copias relativo

entre casos y controles no mostro diferencias estadisticamente significativas (p=

0.8265).

Al estratificar por género, en la poblacién femeninza se identificdé un paciente
(0.74%) y un control (0.74%) con tres copias, 126 casos (94.02%) y 132 controles
(98.5%) con dos copias y 7 pacientes (5.22%) vs un individuo sano (0.74%) con
una copia (Figura. 13). El analisis de asociacion mostro diferencias estadisticamente

significativas (p= 0.0449).

R S P S R R
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Pagina 54



Resultados

B Casos [] Controles

(179) (180)
944100

$ X
(1)]

o o .
‘0 0
c c
) 0
= 3
0 0
0 0
1
L ™

o (1)

0.74 074 . 058 o 00

1 2 3 1 2 3
Femeninos Masculinos

Figura 13. Frecuencias de los CNVs del gen TLR7 en la poblacion mexicana.
Grafica de frecuencias del numero de copias en la poblacién femenina estratificado
por género. L.as barras gris obscuro representan los casos y las claras los controles.
Sobre el eje de las X se grafican los nUmeros de copias y sobre el eje de las Y las
frecuencias, entre paréntesis se muestran el nimero de individuos con el numero de

copias respectivo.
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Figura 14. Distribucion relativa del numero de copias entre casos y controles. El
no. de copias de TLR7 fue determinado por PCR en tiempo real y normalizados con
TBP. En gris se representan a los pacientes y en negro a los controles A) Analisis de la
distribucion del NC entre casos y controles del género masculino. B) Analisis de la

distribucion del No.de copias relativo entre casos y controles del género femenino.
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El analisis de regresion logistica usando el niumero absoluto de copias de TLR7
en el género masculino mostré que portar >1 copia no confiere riesgo a padecer la
enfermedad (p= 1.0).

De igual manera los resultados derivados del analisis de la poblacion femeninas
en la categoria de > 2 copias no mostro diferencias estadisticamente significativas
(p=0.974). Sin embargo en la categoria de < 2 copias se obtuvo un valor de p con
tendencia a la significancia (p=0.064), ademas el analisis demostro que una
disminucién en el nimero de copias (< 2) confiere un OR de 7.33 (IC 95% 0.890-
60.45), por lo que se puede inferir que las nifias con un numero de copias < 2,

tienen 7 veces mas el riesgo a padecer asma (Tabla 5).

Tabla 5. Analisis de riesgo relativo.

Grupo " No. Casos Controles OR (IC95%) p

ccopias 1 (%) n (%)
Masculinos =~ >1 1(11) 0 (0) 1.0 (0.139-7.17) 1.0
N=180 ,
>2 1 (0.74) 1(0.74) 1.04 (0.65-16.92) = 0.974
Femenmno
N=134

<2 7 (5.22) 1(0.74) 7.33 (0.890-60.45)  0.064
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VIl. DISCUSION

El asma es considerada como un problema de salud publica por su impacto
socio-economico. Esta es una enfermedad de origen multifactorial, cuya complejidad
esta determinada por la gran variedad de tipos, elementos celulares y la multitud de
vias de senalizacién que contribuyen en su desarrollo, entre ellas la ruta de

sefalizacion mediada por los receptores TLRs (O'Neill y cols., 2009; Amoudruz y

cols., 2009).

La ruta TLR juega un papel fundamental, en el reconocimiento de agentes
desencadenantes de exacerbaciones asmaticas, las bacterias, hongos vy
principalmente virus (Beisswenger y Bals, 2008). Los TLRs 1, 2, 4, 5,6, 8, 10 y 11
reconocen lipopolisacaridos derivados de bacterias, mientras que TLR3, TLR7, TLR8

y TLR9 o DNA y RNA de cadena sencilla, en el proceso de defensa del hospedero

(Mogensen, 2009).

Esta ampliamente demostrado que una funcién anormal de estos receptores,
puede conducir al desarrollo de entidades inmunes como el asma. Estudios
recientes, han evidenciado un inadecuado funcionamiento de la inmunidad innata
anti-viral en pacientes asmaticos. Por ejemplo, en cultivos de células epiteliales
bronquiales de pacientes asmaticos y de controles sanos, que son infectadas con
rinovirus, se demostré que las células de los pacientes, comparada con las de

controles sanos, producen niveles mas bajos de IFN-B, una de las principales
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citocinas que conjuntamente con el IFN-¢ son expresadas en respuesta a la
activacion de TLR7, IFN-f e inducen un microambiente antiviral, através de la

estimulacion de la expresion de genes inducibles por INF (Wark y cols., 2005).

De manera interesante, también se ha documentado que en leucocitos
circulantes extraidos de pacientes asmaticos que son cultivados e infectados con
virus sincicial respiratorio, existe una capacidad deficiente para la sintesis de IFN-a

(Gehlhar y cols., 2006).

TLR7 es un candidato interesante para asma, ya que es particularmente
relevante en el reconocimiento de virus, los cuales son los principales factores
ambientales asociados al desarrollo de crisis asmaticas, varios reportes han
documentado que existe un funcionamiento anormal del receptor en la presencia de

asma (Roponen y cols., 2010).

Se propone que polimorfismos en TLR7 podrian estar involucrados, afectando
los niveles de expresion del gen. De hecho en cultivo de células mononucleares de
sangre periférica de pacientes chinos con LES se determiné que el alelo G de riesgo
de la variante rs3853839 ubicado en la 3'UTR del gen TLR7, se asocia a niveles mas
elevados del transcrito al compararlo con el alelo ancestral C (Kawasaki y cols.,
2011). Tomando en cuenta las evidencias, el objetivo de nuestro estudio fue
determinar si variaciones en el nimero de copias en el gen TLR7 participan en la

etiologia del asma.
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En el anélisis de 314 casos y 314 controles, los resultados revelan diferencias
significativas en la distribucion de nimero de copias relativo de TLR7 entre casos y
controles, de manera dependiente del genero(femenino) (p= 0.0449), aunado a estos
datos, el analisis de regresion logistica mostrd6 que en pacientes femeninos tener
menos de dos copias del gen TLR7 puede ser un factor de riesgo para desarrollar
asma (OR= 7.33, IC 95% 0.890-60.45, p= 0.064). Aunque el poder estadistico de
nuestro analisis es bajo y es necesario aumentar la poblacion de analisis para
confirmar estos hallazgos, nuestros resultados sugieren que un bajo numero de
copias en TLR7 se traduciria en la disminucién de la expresién del gen en los

pacientes, contribuyendo con ello al desarrollo de asma.

Se propone que una expresion reducida de TLRY7, favoreceria una respuesta
alérgica como resultado de una constante estimulacion Th2, ya que de manera
normal las principales citocinas caracteristicas de respuesta Th1 (IFN-a, IFN-B e IL-
12) que se producen cuando TLR7 es estimulado, funcionan como reguladores
negativos de la diferenciacion Th2 y de la respuesta alérgica, asi que una
disminucion en la expresion de TLR7, afectaria la concentracion de estas citocinas y
tendria como consecuencia un aumento en la respuesta Th2 . Esta hipdtesis es
concordante con lo observado por Ropopen y cols., (2010), quienes reportaron una
actividad reducida de la via TLR7 en células mononucleares de sangre periférica de

adolecentes asmaticos, comparado con lo observado en sujetos sanos.

Ademas se ha demostrado que en modelos animales de asma que son tratados

con agonistas de TLR7, se presenta una inhibicion eficaz de la reaccion inflamatoria
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en respuesta a un alérgeno (Moisan y cols., 2006; Camateros y cols., 2007).

Cabe destacar que a la fecha, nuestro estudio es el unico que ha evaluado las
variaciones en el numero de copias del gen TLR7 en pacientes asmaticos, sin
embargo la existencia de CNVs en este gen se ha documentado en estudios de
asociacion en pacientes con lupus eritematoso sistéemico (Garcia- ortiz y cols., 2010;
Camateros y cols., 2007). De hecho Garcia-Ortiz y cols. encontraron correlacion
entre el numero de copias de TLR7 y los niveles de expresion del mismo, asi como

con los niveles de expresion de IFN-a.

Asma y LES son enfermedades que se encuentran en polos opuestos en la
respuesta inmune, la primera se caracteriza por un perfil de expresion de citocinas
tipo Th2 y la segunda de tipo Th1. Ademas, se ha propuesto que mucho del
componente genético de ambas enfermedades se comparte, pero que este actua de
forma diferente en ambas enfermedades. En este sentido, la sobreexpresion de
TLR7 como resultado de un mayor numero de copias, estimula la expresion de
citocinas inducibles por el IFN-a y una respuesta autoinmune, mientras que la
disminucion en la expresion de estas citocinas, favorece una respuesta alérgica. Esta
hipotesis explicaria porque para asma el riesgo lo confiere la disminucion en el
numero de copias, mientras que para LES el riesgo esta dado por el aumento en las

CNVs de este gen.

Asi, nuestro estudio aporta evidencia de que la susceptibilidad a desarrollar una

entidad autoinmune o alérgica puede estar influenciado por un efecto de dosis
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génica. Esta hipotesis es apoyada por Berghofer y cols. (2006) en LES, quienes
reportaron que las células de sangre periférica de mujeres sanas producen niveles
mas elevados de IFN-a que las células de hombres sanos cuando son la estimuladas
con agonistas TLR7 (Libert y cols., 2010) y la asociacion del bajo numero de copias
del gen TLR7 y asma en la poblacion femenina documentada en la presente
investigacion. Estos hallazgos resultan interesantes ya que se ha propuesto la
administracion de ligandos de TLR7 como un potencial tratamiento para asma

alérgica.

S
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IX. CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que un bajo numero de copias en el gen TLR7 podria ser un
factor de riesgo para desarrollar asma en poblacion femenina.
El bajo numero de copias de TLR7 y su asociacion con el género femenino

podria aporta evidencias de la participacion de la dosis génica ligada al cromosoma X

en las enfermedades inmunes.
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Anexo

Xl. ANEXO

1. Carta de consentimiento informado

\ instituto Nacional de CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA NINOS CON ASMA
.~ % Medicina Genémica
- § MEXICO

México, D. F. a de de 200___

Por medio de la presente hago constar que mi hijo (a)
, mi conyuge y yo {y en caso necesario mis otros
hijos), estamos de acuerdo en participar en el proyecto de investigacion “Asociacion de Polimorfismos en

Genes Candidato con la Susceptibilidad, Gravedad y Respuesta al Tratamiento en Poblacion Infantil
Mexicana con Asma”

Estamos enterados de que nuestra participacion en el estudio consistira unicamente en donar una
muestra de sangre venosa y responder preguntas relacionadas con la enfermedad de mi hijo(a).

Se no han explicado que la sangre sera tomada de una vena del brazo con todos los requisitos de
seguridad, como el uso de material nuevo y por personal calificado, por o que no representa ningun riego para
nosotros y que la unica molestia que podria presentarse es la aparicion de un pequefio hematoma o moreton
que desaparecera en dias. Asi mismo, nos han comentado que la informacién obtenida del estudio genético y
de los cuestionarios es absolutamente confidencial y que esta informacioén sera manejada unicamente por los
investigadores y sélo sera utilizada para conocer los antecedentes y evolucion de la enfermedad.

Estamos conscientes de que nuestra participacion en el estudio es completamente vcluntaria, que
participar no implica pago o retribuciéon alguna y que si en medio del proceso decidimos no continuar, toda la
informacion recopilada sera eliminada. Hemos leido la informacion descrita y nuestras preguntas acerca del
estudio han sido respondidas satisfactoriamente.

Atentamente
Nombre y firna del padre o tutor (No. Telefénico) Asentimiento del menor
Nombre y firma del testigo Nombre y firma del testigo

He entregado al paciente y al padre o tutor del nifio la informacién precisa y necesaria sobre los
objetivos del proyecto, riesgos, beneficios y derechos que tienen cada uno de los participantes. Declaro que su
decision de participar en el estudio ha sido tomada de manera libre, sin presiones o influencias de ningun tipo, y

soy testigo de que esta carta ha sido firmada por el padre o tutor del niflo arribpa mencionado.

Nombre y firma del Investigador (No. Telefénico)
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2. Hoja de captacion de datos

", Instituto Nacional de ASOCIACION DE  POLIMORFISMOS EN  GENES

<+ Medicina Gendmica  ~ 4 ~ ) RS , e

=) M9 CANDIDATO  CON LA SUSCEPTIBILIDAD,
GRAVEDAD Y RESPUESTA AL TRATAMIENTO EN
POBLACION INFANTIL MEXICANA CON ASMA

1.- Folio [D:D

FICHA DE IDENTIFICACION
Fecha

Institucion

1. Nombre

2. Tipo de asma D

1=Leve intermitente 2= Persistente leve
3= Persistente Moderada 4= Persistente grave

3.- Caso indice (0) Familiar (1) D

4 - Registro

5. Sexo O=masc, 1=Fem D

6.- Edad actual l ‘ l ‘ | f«ﬁos, meses en decimales {ver claves)

7. Fecha de nacimiento___ [El:l:‘

8. Direccion actual

9. Tel.

10 - Lugar de nacimiento del paciente

11 - Origen del padre

Origen étnico. 12.- Padre 13.- Madre

14 - Onigen de la madre
Origen étnico  15.- Padre . 16 .- Madre

18 - Historia familiar

14 .- Otros (especifique)

20 - Edad de inicio de los sintomas

afgs Teses erf geundles

21 - Edad al diagndstico

anos, meses en deamales

T T B 0 s S S A S S S i
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26.
27.

28.

24.

30.

. Enfermedad atdpica

ANTECEDENTES PERSONALES

3. Dermatitis

. Rinitis

5. Asma

Alergia a medicamentos

Alergia a alimentos

Otros

ESTADO ACTUAL

Crisis aguda

Tos

31 Sibilancias

32.

33

34.

Disnea

Opresion toracica

Exacerbacion por:
Polvo

Animales

Humedad

Polen

Infecciones

Cambios climaticos

Estaciones

Ejercicio

35. Otros

36.

- Talla D:Dm

37 - Percentila CDC

38 - Peso Dj kg 39 - Percentila CDC

|

o e O o [ [ [ o

Anexo
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Anexo

EXAMENES DE LABORATORIO Y GABINETE
Indicar el valor obtenido:

40. Niveles de IgE {técnica) [l:lj

42 Prueba cutanea (14 alergenocs)

1 positivo 2 negativo D

Alérgenos tipos

FUNCION PULMONAR

Funcion Puimonar Lts % del predicho
Polgar

44 - FVC (pre brancodilatador)

45- | FVC (post broncedilatador)

46 - FEV1 {pre broncodilatador)

47 - | FEV1 {post broncodilatador)

48 | FEVI/FVC

49 - | FEF25-75% (pre broncodilatador)

50.- | FEF25-75% (post broncodilatador})

EVOLUCION EN EL ULTIMO ANO

51 -Tratamiente y seguimiento D

52 - Desde hace [Ij:] meses

53.- No. de crisis agudas

54_-N” de hospitalizaciones

55.- Manejo servicio de urgencias

56 - Crisis en casa

57.- N° de visitas de seguimienio

0= no, 1= ceniinuo, 2= intermitente

0 5HE

58 Tratamiento en casa
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TRATAMIENTO EN LOS ULTIMOS TRES MESES

59 .- Tratamiento

0 = regular {=irreqular
60.- Medicamento
0=Si I=No
0= tdpico = oral

B2-agonistas accion rapida/sem
B2-agonistas accitn prolongada
Esteroides

Antileucaotrienos

Xantinas

Otros

COMPLICACIONES EN EL ULTIMO ANO

61.- Respiratorias

L]
B

0= no, 1= si, 9= seignora

62 .- Fallecimiento

u

[ ]

63 .- Edad al fallecimiento

64 - Causa de muerte

HISTORIA FAMILIAR DE ASMA O ALERGIA

64 - Consanguinidad de los padres

afios meses en decimales

]

56.- N® de hermanos afectados

£57.- N° de hermanos sanos

688 - N° tios paternos sanos

£59- N° de tios paternos afectados

L]

D D Dosis____
D D Dosis___
D D Dosis y tipo
D D Dosis_
D D Dosis____
D D Dosis_____

Anexo
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70.- N° de tios maternos sanos EI

71.- N° de tios maternos afectados

~

[\

- N® de pnmos hermanos afectados {maternos)

73.- N° de pnmos hermanos afectados {paternos) _

74- Otros familiares afectados

Especifique

ARBOL GENEALOGICO
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Apéndice

XIl. APENDICE

Buffer TBE (10X)

Triz-Base 111.6 gramos
Acido Borico 82.2 gramos
Na; EDTA 9.8 gramos

Aforar a 1 litro con H,0O destilada

Buffer de lisis de glébulos rojos (RBCL)

Cloruro de Amonio granular (NH4CI) 8.3 gramos
Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 0.8 gramos
Sal disédica (Naz EDTA) 0.08 gramos

Disolver en 800 ml de H,O destilada. Filtrar a través de un filtro de 0.2 pm y aforar

hasta 1000ml.
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