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RESUMEN

Introducción. El asma es una enfermedad inflamatoria crónica que afecta a cerca

del 15% de la población Infantil mexicana. Hasta la fecha, se ha reportado que

polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs) en más de 120 genes candidato son

Importantes factores de riesgo para desarrollar la enfermedad y que la presencia y

frecuencia de estos pueden variar entre las poblaciones.

Objetivo: Determinar si SNPs localizados en genes involucrados en la respuesta y

diferenciación de los linfocitos Th17 se asocian con la susceptibilidad para

desarrollar asma en la población pediátrica mexicana.

Material y Métodos. Se incluyó una población de 413 pacientes pediátricos con

asma y 424 donadores obtenidos de un banco de sangre como grupo control. A

partir de DNA genómico y por medio de la técnica de la 5' exonucleasa (TaqMan), se

analizaron 13 SNPs localizados en tres genes candidatos. Para evaluar el poder

estadístico del estudio se utilizó el programa QUANTO, las diferencias estadísticas

en la distribución de los alelos y genotipos se llevó a cabo con el programa EPIINFO;

mientras que el programa FINETTI permitió la evaluación del equilibrio de Hardy-

Weinberg y para la construcción de haplotipos se utilizó el programa HAPLOVIEW.

Resultados. Los 13 SNPs estuvieron en HWE. En el análisis del gen IL17-F óe los

tres SNPs incluidos solamente el rs2397084 mostró diferencias significativas (OR

0.407 , IC 95 % [0.183-0.906], p=0.023 ). El análisis de estratificación por género

sugiere que esta variante es un factor de riesgo en población femenina (OR 0.215,

IC 95 % [0.048-0.963], p= 0.027). Así mismo los datos derivados del estudio del gen

F0XP3, mostraron que el SNP rs2232367 mostró diferencias estadísticamente

significativas en población femenina (OR 5.351, 10 95% [1.102-25.990], p=0.035).

No se identificaron SNPs asociados a asma en el gen ETS1. Conclusión. Nuestros



datos sugieren que el SNP rs2397084 T/C localizado en el gen /L77-F es una

variante que confiere protección para asma en la población pediátricqa mexicana,

mientras que el SNP rs2232367 C/T localizado en el gen F0XP3 es una variante

que confiere riesgo en la población femenina analizada.



I. INTRODUCCION

í. 1 ANTECEDENTES GENERALES DEL TEMA

1.1.1 Prevalencia

El asma 6s una anfarmadad complaja con una axprasividad muy variabla qua

afacta a niños y adultos. Esta antidad astá prasanta an todos los paisas. Los

astudios intarnacionalas raciantas sobra la pravalancia dal asma, particularmanta al

ECRHS (Encuasta da Salud Raspiratoria da la Comunidad Europaa) y al Estudio

intarnacional de Asma y Alergia an la infancia (ISAAC, 2007), han mostrado una

distribución variabla da asta antidad en al mundo (Vargas BM, 2009). Por ejemplo,

los paisas con menor pravalancia da asta enfermedad an niños son: Albania,

Austria, Bélgica, Estonia, Alemania, India, Irán y Polonia (1.4-4.2 %) y los da mayor

pravalancia son: Australia, Costa Rica y Nueva Zelanda (26.5-27.1 %). La

pravalancia dal asma an México varia dal 6.8-20%, dependiendo da la región

geográfica. En al año 2004, an la Ciudad da México, al Instituto Nacional da

Pediatría estimó una pravalancia da la enfermedad da alrededor dal 15% (Vargas

BM, 2009;, Huerta y Penagos J, 2004).

1.1.2 Definición

El asma es un desorden inflamatorio crónico da las vias respiratorias, an cuya

fisiopatologia exista una gran diversidad da células y componentes celulares

implicados. La inflamación crónica astá asociada con hiparraactividad bronquial qua

conduce a episodios recurrentes da broncoaspasmo, sibilancias, disnea,

acortamiento da la respiración y tos, particularmanta por la mañana o la noche

(Hanna J, 2008). Estos eventos están ganaralmanta asociados con obstrucción dal



flujo de aire dentro de los pulmones que revierte espontáneamente o con tratamiento

(Jiménez MS, 2009).

1.1.3 Diagnóstico ciínico

Aunque el asma es una de las enfermedades crónicas más comunes de la

Infancia, no existe un marcador Inmunológlco, biológico o fisiológico lo

suficientemente sensible y específico para establecer su diagnóstico, por lo que éste

constituye un reto para los pediatras. Los síntomas en el asma pueden ser

Intermitentes y se puede confundir con los otras patologías (le. bronquitis,

tuberculosis o fibrosis quística) (Bateman ED, 2008); por lo que su diagnóstico

diferencial es esencial para proporcionar un adecuado manejo médico.

Los datos que sustentan el diagnóstico clínico de asma son: el Inicio temprano

de los síntomas, historia de múltiples episodios de sibllanclas, antecedentes de

algún familiar con atopla y respuesta clínica a los broncodllatadores o asteroides.

Los síntomas se pueden desencadenar por la presencia de un alérgeno, el ejercicio,

risa o llanto, medicamentos como la aspirina, etc (Huerta y Penagos, 2004).

Por otro lado la medición de la función pulmonar por espirometría y

particularmente la reversibilidad de los síntomas confirman el diagnóstico. La

evaluación de la función pulmonar también permite valorar la gravedad de la

enfermedad. De hecho la espirometría es el método más confiable para el

diagnóstico del asma, en pacientes mayores de 5 años de edad. En ella se mide el

volumen espiratorio forzado en 1 segundo (FEV1), la capacidad vital forzada (FVC)

y el flujo espiratorio forzado (PEF). El diagnóstico de asma generalmente se

establece cuando la reversibilidad de los síntomas de forma espontánea o después



de un tratamiento con broncodilatadores es mayor o igual al 12 % (Bateman ED,

2008; Huerta J, 2004).

1.1.4 Clasificación

A lo largo de muchos años se ha intentado clasificar al asma con base en los

factores inductores (infecciones, alérgenos, sustancias ocupacionales, etc.) y con

base en la gravedad de la enfermedad.

Etiológicamente, el asma se clasifica en extrínseca e intrínseca. El asma

extrínseca, también denominada atópica, es más frecuente en los niños, donde se

presenta aproximadamente en el 60% de los casos y se caracteriza por una

exagerada respuesta de células T colaboradoras tipo 2 (Th2) y la consecuente

presencia de niveles elevados de Inmunoglobulina E (IgE) en suero. El asma

intrínseca o no atópica es un síndrome más amplio y no está asociado a la presencia

de antígenos; este tipo de asma suele comenzar en la vida adulta y en muchos

casos se asocia con pólipos nasales, sinusitis maxilar, ingesta de aspirina, otros anti

inflamatorios no esteroideos y ejercicio. El asma intrínseca puede presentarse con

un curso crónico que requiere de esteroides orales para su control (Bateman ED,

2008; Jiménez MS, 2009).

En cuanto a la clasificación por gravedad, la Iniciativa Global para el Asma

(GINA, por sus siglas en inglés), ha subdividido al asma con base en la frecuencia

de los síntomas, el grado de limitación del flujo de aire y la respuesta al tratamiento

farmacológico en: intermitente, persistente leve, persistente moderada y persistente

grave (Tabla 1). La clasificación del asma por gravedad es útil cuando las decisiones

de tratamiento sobre la evaluación inicial de un paciente, deben ser tomadas

(Bateman ED, 2008).



Tabla 1. Clasificación del asma por gravedad

Frecuencia

de

síntomas

diurnos

Frecuencia

de

síntomas

nocturnos

Predichos

del FEV1
Variabilidad
del PEF

Tratamiento

intermitente

<2 por
semana

< 2 por mes > 80 % < 20 % No necesario

Persistente

leve

> 2 por
semana

2 a 4 por
mes

> 80 % 20 a 30 % Dosis bajas de
corticosteroides

y mantenimiento
con teofilina o

modificadores

de leucotrienos

Persistente

moderada

Diario > 5 por mes > 60 % a <

80%

> 30 % Dosis medias de

corticosteroides

más dosis

medianas de p2
de acción

prolonqada

Persistente

grave

Continuos Frecuentes <60% >30% Altas dosis de

giucocorticoides
combinados con

sustancias

relacionadas a

teofilina

FEV: volumen espiratorio forzado en 1 segund0
PEF: flujo espiratorio forzado



1.1.5 Proceso fisiopatológico del asma del asma

La ©videncia que indica que la inflamación es un componente del asma fue

inicialmente observada en autopsias de pacientes con asma fatal. Las vías aéreas

mostraron infiltración por neutrófilos, degranulación de células cebadas,

engrosamiento de la membrana basal, pérdida de la integridad epitelial y oclusión de

la luz bronquial con presencia de moco. En el asma la inflamación de la mucosa

bronquial es un fenómeno complejo en el que participan diferentes células de la

respuesta inflamatoria, como eosinófilos, linfocitos T, mastocitos, neutrófilos y

macrófagos; así como, células epiteliales, fibroblastos y células productoras de

moco; además de mediadores como las citocinas y las quimiocinas (Vargas MH,

2009).

La secuencia fisiopatológica del asma puede iniciarse por la activación de los

mastocitos que son sensibilizadas después de la interacción entre la IgE y el

receptor de alta afinidad para IgE de los mastocitos FceR1-B, presente en la

superficie de estas células con el alérgeno que fue inhalado previamente, de tal

forma que ante a este estímulo los mastocitos liberan diversos mediadores

broncoconstrictores incluyendo a los cisteinil-leucotrienos y la prostaglandina D2. En

otra secuencia de eventos dentro del mismo proceso, los alérgenos son procesados

por las células dendríticas las cuales están condicionadas por las células epiteliales

y por los mastocitos para liberar citocinas, que se unen al receptor 4 de quimiocinas

(CCR4) para atraer a las células Th2. Estas células son capaces de dirigir la

respuesta inflamatoria en las alergias a través de la liberación de IL-4 e IL-13 las

cuales estimulan a los linfocitos B para la síntesis de IgE, IL5 e IL9; que están

involucradas en la inflamación eosinofílica y la proliferación de mastocitos. Por otro

lado, se cree que la hipertrofia y la hiperreactividad de las células musculares lisas



son causadas por mediadores y citocinas derivadas de ieucocitos; asi mismo ios

mastocitos, ios basófiios y ios eosinófiios sintetizan mediadores que causan ia

constricción dei músculo liso de las vías respiratorias (Fig. 1) {Barnes JP, 2008).

Mast cell
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Figura 1. Células e intermediarios Involucrados en la fisiopatología del asma.
El asma se caracteriza por tener una respuesta de tipo Th2 y la respuesta alérgica
inicia cuando un alérgeno activa a las células presentadoras de antigenos los
cuales activan a los linfocitos ThO hacia la expresión de citocinas de respuesta Th2
como IL4 e IL-13. Los linfocitos Th2 a su vez secretan citocinas que activan
neutrófilos y eosinófiios que Inducen un proceso inflamatorio, producción de IgE,
vasodllataclón, producción de moco y broncocontsricción. (Tomado de Barnes ,J
2008)
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Las células T CD4 cooperadoras (ThO) son reguladores esenciales de las

respuestas inmunes adaptativas y de las enfermedades inflamatorias. Después de

su activación por las células presentadoras de antígenos (APCs), las células T CD4'"

se pueden diferenciar en células T efectoras, gue se consideran especializadas en

términos de las citocinas que secretan. Estas células han sido tradicionalmente

clasificadas en Th1 y Th2, basado en su perfil de expresión de citocinas y en su

función regulatoria en los procesos inmunes. Específicamente, las células Th1

producen IFN-y para regular la inmunidad celular, mientras que las células Th2

producen IL4, 5 y 13 para mediar la inmunidad humoral y las respuestas alérgicas

(Dong C, 2006).

Acorde con lo anterior, se ha observado que una mayoría de pacientes con

asma tiene antecedentes de alergia y atopia y se sabe que las bases inmunológicas

de la sensibilización atópica y la enfermedad alérgica se dan como resultado de una

respuesta inapropiada de las células Th2. Sin embargo, los avances recientes en la

inmunología del asma han evidenciado la participación de otros mecanismos que

puedan conducir al desarrollo de la enfermedad, coexistiendo con la inflamación de

tipo Th2. Con relación a lo anterior, recientemente se caracterizó un nuevo linaje de

células T 004'*^, en las cuales se demostró que expresaban principalmente al factor

de transcripción RORy-t, producían Interleucina 17 (IL-17) y otras citocinas pro-

inflamatorias como IL-21 y 22, que por lo tanto se designaron células Th17 {fig.2)

(Romagnani S, 2008, Afzali B y cois, 2007).



_MÉÍ^

Iqp
Stat4/T-bet

Naíve CD4+

IL-6.1L-21,IL-1, IL-23
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IL-21

IL-22

TNF
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Figura 2. Diferenciación de los precursores inactivos T CD4+. Una vez que las células T
CD4+ a través de su receptor (TCR) son activadas y por la señalización correspondiente de
interleucinas, se pueden diferenciar hacia 4 linajes celulares llamados células T
colaboradoras {Th). Las células T CD4+ cultivadas con TGFp-1 pueden diferenciarse hacia
células T reguladoras Foxp3+ con efectos supresores. En presencia de IL-6, las células T
CD4+ pueden diferenciarse en células Th17 productoras de 11-17; la IL-1 puede sinergizar
con IL-6 y 23 para Inducir la diferenciación y proliferación de las células Th17 {Tomado de
Chen Z. 2008).
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Los estudios in vitro han aportado evidencias de la participación de las células

Th17 en la patogénesis del asma; algunos de ellos han demostrado que la IL-17

ejerce una función proinflamatoria a través de la inducción de IL-6, del Factor

estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) y de prostaglandina E2 (PGE2);

además de que puede mediar la quimiotaxis de monocitos y neutrófilos hacia los

sitios de inflamación a través de IL-8. También se sabe que IL-17F en acción

sinérgica con otras citocinas pro-inflamatorias como el factor de necrosis tumoral-

alfa (TNF-alfa) e interferon-gamma (INF-gamma), pueden promover la progresión y

amplificación de la inflamación local (Awasthi A y cois, 2009).

1.1.6 Etiopa togénesis en el asma

Los factores que influyen en el riesgo para desarrollar asma pueden ser

divididos en aquellos que la causan y en aquellos que inducen las exacerbaciones.

Los primeros incluyen a los factores propios del individuo (factores genéticos y los

intrínsecos al individuo) y los segundos son los factores ambientales {Bateman ED,

2008; Martínez AN, 2009). La participación de células Th2, Th1 y Th17 en el asma,

muestra sólo una de las aristas de la complejidad en la etiopatogénesis de esta

entidad, ya que el desarrollo del asma es dependiente de la interacción de todos

estos factores.
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1.1.6.A Factores genéticos

El asma es una enfermedad compleja, causada por la Interacción de múltiples

genes (factores genéticos) con el medio ambiente (factores ambientales). Existe la

hipótesis de que la participación de estos es inversamente proporcional; es decir,

cuando el número de elementos genéticos de riesgo es elevado, se requiere de

menos inductores ambientales y entonces la entidad puede presentarse a más

temprana edad y la gravedad puede ser mayor; mientras que, en individuos con

poca susceptibilidad genética se requiere de una exposición mayor a los inductores

ambientales, la enfermedad se presenta más tardíamente y la gravedad es menor

{Jiménez MS, 2009).

Actualmente existen más de 120 genes reportados y asociados con asma y

fenotipos relacionados como la alergia y la hipersensibilidad bronquial (Palmer LJ y

cois, 2001; Pinto LA y cois, 2008).

1.1.6.B Factores intrínsecos

Los factores intrínsecos del individuo que influyen en la susceptibilidad a

desarrollar asma son la edad, el género y la raza. De hecho, en las dos primeras

décadas de vida, el asma es más frecuente en hombres que en mujeres (2:1) y la

tasa de mortalidad por asma en población adulta es mayor en el género femenino.

Por otro lado, los estudios poblacionales acerca de la prevalencia del asma han

documentado que ésta es más frecuente en hispanos comparada con la que se

describe en las poblaciones negra y caucásica, aunque la gravedad de la

enfermedad es mayor en la población negra (Vargas MH, 2009; Jiménez MS,

2009;).
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1.1.6.C Factores ambientales

Entre los factores ambientales desencadenantes de las manifestaciones

clínicas se incluyen : a) la exposición a agentes domésticos (plumas de animales,

ácaros, pelo de gato, caspa de animales, moho, etc); b) químicos (tabaco, ozono,

dióxido de nitrógeno, azufre, colorantes artificiales, detergentes, etc); c) virales

(virus sincitial respiratorio, coronavirus, virus de la influenza y rinovirus); así como, el

ejercicio y el estrés emocional {Bateman ED y cois, 2008; Martínez AN, 2009;

Jiménez MS, 2009).

1.2 ANTECEDENTES PARTICULARES DEL PROYECTO

1.2.1 Genética del Asma

La participación de los genes en el desarrollo del asma está bien

fundamentada; se ha reconocido que la susceptibilidad para padecer esta

enfermedad es de naturaleza hereditaria, con un patrón de herencia complejo.

La evidencia de la contribución genética para asma y sus fenotipos asociados se ha

obtenido de los estudios en familias y en gemelos. Muchos estudios en familias han

mostrado evidencia de un patrón de agregación familiar sustancial en el asma. Los

estudios basados en familias estiman que la agregación familiar de esta enfermedad

varía entre el 36-79% y que el riesgo en familiares de primer grado a padecer esta

entidad es de 4-5 veces mayor que en la población general (Neffen H y cois, 2005;

Pinto L, 2008).

Por otro lado, un diseño clásico para estudiar el impacto de la genética en las

enfermedades complejas y para distinguir el efecto entre las influencias genéticas

en comparación con las ambientales, es el basado en estudios en pares de gemelos.

En estos, se comparan las concordancias, entre gemelos monocigóticos y gemelos
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dicígótícos. Estos, además, permiten obtener el cálculo de la heredabilidad del asma

(h^), que se define como la proporción de la variación fenotípica que es atribuidle a la

variación genética de la enfermedad en una población dada. Tal es el caso de un

estudio realizado en Australia que incluyó 3,808 pares de gemelos y las

concordancias para el asma fueron mayores en gemelos monocigotos (MC)

comparados con los dicigotos (DC) (0.48 MC vs 0.09 DO en masculinos y 0.33 MC

vs 0.12 DC en femeninos), documentando que una proporción significativa de la

varianza de la patogénesis del asma es debida a factores genéticos, la cual tiene

una heredabilidad de 0.60 (Pinto A y Stein L, 2008).

En otro estudio publicado en 1997 en población sueca que incluyó a 1,480

pares de gemelos con un rango de edad entre 7-9 años, se reportó una

concordancia en gemelos MC de 0.79 en hombres y 0.64 en mujeres; mientras que

en gemelos DC ésta fue de 0.25 y un 0.27, respectivamente. La contribución de los

factores genéticos para la variación del asma en este estudio fue de alrededor del

0.76 para masculinos y 0.64 para femeninos {Pinto A, 2008).

1.2.2 Estrategias para identificación de genes involucrados en asma

La identificación de los genes que influyen en el asma y sus fenotipos

asociados se ha llevado a cabo por medio de estudios de ligamiento y de asociación.

El análisis de ligamiento y los estudios de asociación son métodos analíticos

utilizados para detectar tanto regiones genéticas específicas, como genes que están

involucrados en el desarrollo de la enfermedad {Zhang J y cois, 2008).
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I.2.2.A Estudios de ligamiento genético

Se habla de ligamiento cuando los alelos de dos loci en el mismo cromosoma

son transmitidos juntos en la siguiente generación debido a su estrecha proximidad.
Estos estudios se realizan en individuos relacionados, ya sea en hermanos (sib pair

anaiisis) o en pedigries extensos. Los estudios de ligamiento permiten determinar si

un marcador genético y el gen que predispone a la enfermedad se encuentran

físicamente ligados, mediante ei análisis de la co-segregación del marcador con la

enfermedad entre los miembros de una familia (Baca y Orozco, 2004).

A diferencia de las enfermedades monogénicas o mendelianas, la aplicación

de los análisis de ligamiento en el estudio de las enfermedades complejas como el

asma; han tenido poco éxito, debido a la dificultad de encontrar pedigries extensos,

y también a que su etiopatogenia está determinada por la heterogeneidad genética,

las interacciones medioambiente-genotipo y los efectos de múltiples loci.

I.2.2.B Estudios de asociación genética

A diferencia de los estudios de ligamiento, donde se analiza la co-

segregación de un marcador con la enfermedad entre los miembros de una familia,

los estudios de asociación comparan las frecuencias de este marcador entre casos

no relacionados y controles e investigan su ocurrencia simultánea con la enfermedad

a nivel de la población. Una significativa asociación del marcador con la entidad

sugiere un gen candidato en su etiología. Entre las ventajas de los estudios de

asociación se encuentran su poder para detectar genes de susceptibilidad aún

cuando estos genes tienen una contribución menor en la enfermedad. En los
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esátidios de asociación existen dos principales tipos de diseño: i) de casos y

cQiitFOles y ii) basados en familias (tríos: padres y pacientes) {Baca y Orozco, 2004)

i) Casos y controles

Estos estudios comparan las frecuencias de una variante alélica o

polimorfismo especifico entre un grupo de pacientes y una población de controles

sanos. La predominancia o disminución del alelo en alguna de las poblaciones de

estudio, sugiere que esta variante se encuentra asociada a la enfermedad como

factor de susceptibilidad, de protección o como modificador de ía gravedad (Fig. 3).

Sin embargo, aunque estos estudios han proporcionado gran cantidad de datos,

pueden presentar falsas asociaciones como resultado de estratificación de la

población o porque el alelo asociado esté en desequilibrio de ligamiento (LD) con el

alelo que directamente afecta la expresión del fenotipo. Por lo anterior, los estudios

de casos y controles, deben ser validados con estudios basados en familias o

gustados con el uso de marcadores de ancestría (Vercelli D, 2008; Baca y Orozco,

ii) Estudios de asociación basados en familias (tríos: padres y

pacientes)

El diseño de estudio basado en familias (tríos: padres y pacientes) en los

cuáes se utiliza la prueba de desequilibrio de transmisión (TDT), determina la

frecuencia con la que los padres heterocigotos transmiten un marcador específico a

sus hijos afectados. Asumiendo que cada marcador tiene la misma probabilidad de

transmitirse a la siguiente generación (50%), cuando la transmisión de uno de ellos

se observa con una frecuencia mayor a la esperada en el grupo de los casos, se

sugiere que éste, puede estar asociado con el riesgo a padecer la enfermedad, y

16
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viceversa, cuando esto ocurre en los controles, entonces se sugiere una asociación
del alelo con protección (Fig. 4). Sin embargo, una limitante de esta estrategia es
tsnsr ©I núm©ro d© tríos sijfiripnto mía ui.ente que permita obtener un poder estadístico

adecuado (mayor que 80 %) (Baca y Orozco, 2004).

a) Caso-control

Secuenclación del DNA

de varios individuos

!l!l

;ri

¡CI
»RI

Población normal Población afectada

•  • 1

Figura 3. Primero, se genotipifica a la población bajo estudio. Posteriormente se comparan las
frecuencias de un marcador entre casos no relacionados y controles. La asociación se puede
entender como la confirmación estadística que define la coocurrencia de alelos y fenotipos en la
población general. Una significativa asociación del marcador con la enfermedad sugiere un gen
candidato en la etiología de la misma.
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b) Desequilibrio de transmisión

FAMILIA

Padres

Pacientes

GG GA GA GA

AldoG

Aldo A

Minero de Aldos Transmtidos

5

1

Figura 4. La prueba de TDT compara la frecuencia con la cual los padres
heterocigotos transmiten un alelo especifico de un marcador bialélico o su forma
alterna al hijo afectado. Si el marcador alélico se encuentra en desequilibrio de
ligamiento con el locus de la enfermedad o este tiene efecto directo en la misma, se
observa una desviación significativa de la frecuencia de transmisión esperada para
cualquiera de los 2 alelos (50%).
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1.2.3 Genes involucrados en Asma y fenotipos relacionados

Actualmente se han identificado más de 120 genes candidato para asma y
sus fenotipos asociados como la hipersensibilidad bronquial y la atopia.
Dependiendo de su función estos genes se han podido agrupar en 4 grupos
principales. 1) genes de la inmunidad innata e inmunoreguiación (CD14, TLR2, TLR4

y TGF-beta), 2) genes de las funciones efectoras y de diferenciación de las céiuias

Th2 (GATA3, F0XP3. IL-17. IL4, IL13, FCER1B, etc), 3) genes asociados a la

biología de los epitelios y la inmunidad de las mucosas (CCL5, CCL11, CCL24,

SPINK5 y FLG, etc), y 4) genes relacionados con la función pulmonar, vías aéreas,

remodelación de tejido y gravedad de la enfermedad (ADAM33, DDP1, MMPs, etc)

(Vercelli D, 2008).

Estos genes candidato presentan variaciones o polimorfismos, principalmente

de un solo nucleótido (SNPs), que pueden modificar la expresión de los genes o la

actividad de la proteína y consecuentemente, influir en el desarrollo de la

enfermedad. Por lo tanto, estos polimorfismos pueden representar

riesgo/protección, modificar la gravedad de la enfermedad o modificar la respuesta al

tratamiento. Los polimorfismos de riesgo confieren una predisposición genética para

desarrollar asma, a diferencia de los de protección los cuales protegen o limitan el

desarrollo de la enfermedad (estos no han sido reportados en asma). La mayoría de

los polimorfismos de susceptibilidad se encuentran en genes que codifican para

proteínas involucradas en procesos inflamatorios; en la síntesis de IgE y en la

respuesta inmune (Tabla 2). Entre los más importantes están las citocinas y sus

receptores (Jiménez MS, 2009).
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Tabla 2. Ejemplo de Genes asnriaH/%<!
replicados en más de 5 estudios IndepeTc^ente: "

vanante
FunciónGSTM1 +/ nuil DGtoxificación de estrés oxidativo ambientalArg510X. 2282del4 Integridad de la barrera epitelial

1g31-q32 1082A/G,-571C/A InmunoregulaciónCTLA4
Inmunoregulación e inhibición de la respuesta

linfocitos T

318^, 49 A/G

CD14 -1721G/A. -260C/T Inmunidad innata respuesta microbiana
-589C/T. +33C/T Diferenciación de Th2 e inducción de

SPNK5 -589C/T, +33C/T Inhibidor epitelial de serina
ADRB2 5g31-q32 Arg16Glv. Gln27Glu Relaiación del músculo liso
HAVCR1 5q33.2 5383 5397del Regulación de respuesta de linfocitos T, receptor

HAV
LTC4S 5q35 -444A/C Biosíntesis de cisteinil leucotrieno/inflamación
LTA 6p21.3 Ncol Ontrón 1) Inflamación

TNF-alfa 6p21 •308 G/A. -238 G/A Inflamación
HLA-

DRB1
6p21 alelos múltiples de

SNP
Presentación de antígenos

HLA-

DQB1
6p21 alelos Múltiples de

SNP
Presentación de antígenos

HLA-

DPB1
6p21 alelos Múltiples de

SNP
Presentación de antígenos

GPRA 7p14.3 haplotipos Regulación de crecimiento celular y mecanismos
neurales

FCERÍB 11q13 lle181Leu,
Glv237Glu

Receptor de IgE de alta afinidad

CC16 11q12.3 38 A/G Proteína antiinflamatoria dervada de epitelio

GSTP1 11q13 lle105Val Detoxificación de estrés oxidativo y ambiental

IL18 11q22.2 -656T/G, -137G/C Inducción de INFa y TNF

STAT6 12q13 2964G/A, (GT)n
exón 1

Señalización de IL4 e IL13

N0S1 12q24.2 3391OT. 5266C/T Síntesis de óxido nítrico y comunicación celular

CMA1 14q11.2 BstX1.-1903G/A Serin-proteasa quimotríptica de mastocitos

IL4R 16p12.1-
p12.2

HeSOVal, GluISSArg Cadena-g de los receptores de IL4 e IL13

CCL11

ACE

TGFB1

17q21.1-
q21.2

Ala23Thr, -1328G/A Quimoatrayente de neutrófilos derivado de
epitelios

17q23.3 In/del Inactivación de mediadores inflamatorios

19q13.1 -509C/T Inmunoregulación de la proliferación celular

ADAM33 20p13 SNPs múltiples Interacciones cél-cél y cél-MEC
FLG: filagrina. ACE. Enzima 1 convertidora de angiotensinógeno. HAVCRIr recerptor celular 1 del virus de
hepatitis C, GPRA- receptor acoplado a proteína G de susceptibilidad a asma (Jiménez M 2009,Vercelli, Nature
2009)
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I.2.3.A Los genes de las Citocinas

Las citocinas, son proteínas que actúan como mediadores de señales y están

vinculadas en la inducción y control de una multitud de funciones celulares en los

sistemas inmune y hematopoyético, entre las que se incluyen, su participación en las

reacciones inflamatorias dependientes de IgE. Los genes que codifican para las

citocinas, fueron los primeros factores genéticos de riesgo identificados en asma

Las citocinas juegan un papel muy importante en el desarrollo del asma, se

sabe que el asma se caracteriza por una respuesta inmune de tipo Th2

principalmente, dentro de la cual está documentado que, las interleucinas 4 y 13,

son las principales citocinas que dirijen este tipo de respuesta.

El papel de estas interleucinas en la patogénesis del asma ha sido bien

dilucidado. En cuanto a IL4 se sabe que es una citocina clave en el desarrollo de la

atopia y que es fundamental en la activación de los linfocitos B para la producción de

IgE, la diferenciación de los linfocitos ThO a Th2, así como la quimiotaxis y la

adherencia de eosinófilos. Los estudios de asociación han contribuido y han

ampliado el conocimiento sobre la función de esta interleucina. El gen IL-4 se

localiza en la región cromosómica 5q32.1-1.32 y a la fecha se han descrito algunos

polimorfismos en su región promotora asociados a niveles elevados de IgE y a asma

en algunas poblaciones (Vercelli D, 2008). Aunque los resultados son cotroversiales,

la variantes -590C/T es el polimorfismo que ha mostrado un mayor nivel de

asociación con niveles elevados de IgE en las poblaciones caucásica y japonesa

{Walley y Cookson, 1996; Chiang y cois., 2007). Por otro lado, se sabe que la IL-13

tiene una participación como mediador de la inflamación alérgica.

Experimentalmente se ha observado que induce varios de los síntomas asociados a
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3SITId, y3 ̂ U8, prOmUGV© Is hlDSrrPflptix/IHori i»-.^a niperreactividad inducida por alérgenos, daño de células
epiteliales, hiperproducción de moco v eo^inofiiio de moco y eosinofiha. Por su parte, en el gen de IL13

que se localiza en el cromosoma 5q31 se tian descrito 46 SNPs, de los cuales los
polimorfismos Gln1 lOArg (rs20541) y 2044G/A han mostrado asociación con asma y
eosinofilia, mientras que el SNP C-1112T(rs1800925) contribuye con
hiperreactividad bronquial (HRB) y asma. (Helzmann y cois 2000, He y cois, 2003).

i) El gen de la Interleucina 17- F {IL-UF)

El gen que codifica para IL17F pertenece a una familia de 6 genes de IL17:

(IL17A-IL17F) que se nombraron de acuerdo al orden en que se encontraron.

Estructuralmente el gen IL17F tiene una longitud de 7,742 pb, contiene 3 exones,

codifica para una proteína de 153 aminoácidos y comparte un 40% de homología

con la IL17-A (Kawaguchi M, 2006).

En este gen se han descrito cerca de 120 SNPs; sin embargo, los estudios de

asociación han mostrado que sólo el rs763780 está involucrado en la etiología del

asma. Este SNP conduce al cambio de una histidina por una arginina en el

aminoácido 161 (H161R) de la proteína. Kawaguchi y cois. (2005) probaron el efecto

funcional de este SNP y encontraron que el genotipo mutante de III7-F no fue capáz

de inducir la vía de señalización que involucra RAF1, MAPK1/2 y MAPK1/3, ni

tampoco de inducir la expresión de citocinas y quimiocinas proinflamatorias como

CSF2, IL-8, CXCL1 y CXCL5 en una línea celular humana de epitelio bronquial.

Un estudio genético que sugirió asociación fue el descrito por Kawaguchi y

cois, en el año 2006, en el cual se incluyó una población japonesa de 432 pacientes

y 435 controles, y se encontró que en estado homocigoto (161R), el polimorfismo

confería protección para asma en la población estudiada. Estos resultados fueron
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controversiales con aquellos rpnnrtaHr^e r^r«w!H  os reportados previamente por Ramsey y cois. (2005)

donde genotipificaron 5 SNPs en este gen en 1.027 pacientes femeninos

norteamencanos y no encontraron asociación entre estos SNPs o sus haplotipos
con asma, inciuyendo ia variante H161R. sin embargo, esto podría ser expiicado por

desequilibrio de iigamiento con la verdadera variante, diferencias en ios factores

ambientales entre poblaciones o por genes modificadores involucrados que puedan

influir en ia asociación. Como sea, estos resuitados podrían ser objeto de replicación

en otras poblaciones; ya que, la evidencia disponible en relación a las funciones de

la IL17-F, y en particular de este polimorfismo, sugieren que este gen es un

importante candidato para los estudios de susceptibilidad en asma.

I.2.3.B Factores de transcripción

Dentro de los mecanismos de inmunoregulación en la función de las células í
I'

Th17, se ha reportado que los factores de transcripción Ets-1 y FoxP3 tienen un
•r)

papel crucial en la regulación de estas células, ya sea a través de la interacción '
:!í

directa entre estos factores con los factores de transcripción propios de los linfocitos j

Th17 o de la disminución de la expresión de otras interleucinas pro-inflamatorias ¡

involucradas en la diferenciación de este linaje celular, como la IL-2 (Chen Z y O'

Shea J, 2007; Miossec P y cois., 2010; Moissan J y cois, 2007).
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¡) El gen del factor de transcripción Ets-I (ETS1)

Las proteínas Ets comprenden una familia de factores de transcripción que

comparten un dominio único de unión a DNA (Dittmer J, 2003). Ets fue identificado

originalmente como un oncogen transformante del virus de la eritroblastosis aviar

E26 y se ha encontrado involucrado en la invasión y metástasis en tumores malignos

del humano. Los factores de transcripción Ets se unen al DNA por medio de una

región carboxilo terminal de 80 aa a una secuencia consenso (GGGAA/T) llamada

EBS, del inglés (ETS Binding Site). Estas regiones están presentes en los

promotores de genes involucrados en la proliferación celular, diferenciación,

desarrollo, hematopoyesis, apoptosis, remodelación de tejidos y angiogénesis (Me

Kinlay, 1998).

Se ha sido reportado que la deficiencia de Ets-1 está asociada con un

incremento en la proliferación de células Th17, en la producción de IL-U in vivo e in

vitro y con la sobreexpresión del RNA mensajero para IL-22 e IL-23 en respuesta a

IL-6 y TGF-beta (Chen Z 2007; Me Kinlay 1998). Por otra parte, Moisan y cois, en el

año 2007 reportaron niveles elevados de IL-17 en células T knock out (KO) para

ETS1, y en tejido pulmonar de modelos murinos KO EtsT, en los cuales además, se

observó sobreproducción de moco en vías aéreas. Nakamura y cois en el año 2004,

demostraron, en ensayos in vitro, que la expresión del factor de transcripción Ets-1

estaba incrementada en la vía aérea de pacientes asmáticos cuando se llevó a cabo

una comparación con los individuos sanos. Estos mismos autores también

demostraron que en fibroblastos derivados de la mucosa de las vías aéreas de estos

pacientes existía relación entre la expresión de Ets-1 y Is expresión de Tenascina y

Metaloproteinasa 9 (MMP9), en un mecanismo dependiente de TNF-alfa.
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Interesantemente, tanto la Tena«?r¡na como MMP9 son enzimas Involucradas en la

remodelacion de las vías aereas de pacientes con asma. Por otro lado, previo a la
realización de esta tesis, en nuestro laboratorio ei grupo de investigación en
enfermedades inmunes dei iNMEGEN reaiizó un estudio ampiio dei genoma
comparando niños asmáticos y controies sanos, donde se encontraron evidencias de

asociación estadísticamente significativas con ios SNPs rs4497423. 1940745 y

12795392. io que sugirió ia participación de ETS1 en asma (comunicación personai).

íi) El gen del factor de transcripción FoxP3 {FOXP3)

Foxp3 del inglés (forkhead box P3) es un factor de transcripción codificado

por el gen FOXP3 localizado en la región p11.23 del cromosoma X, contiene 12

exones y codifica para una proteína de 13.8 kDa. FoxP3 se expresa en una

subpoblación distinta de células T inmunosupresoras que pueden desarrollarse en el

timo (nTregs) o ser inducidas en la periferia (iTregs). Existen evidencias que

muestran que la proliferación de las células Th17 es regulada indirectamente por la

función de las células T reguladoras (Tregs). Se sabe que la subpoblación de Tregs

es esencial para la preservación de la tolerancia periférica y que a través de la

estimulación del receptor de células T (TCR) y de TGFp-1, las células T CD4+

inactivas (ThO) se pueden transformar en células con efectos supresores (Robinson

DS, 2009).

En las células T CD4+ vírgenes, TGFp-1 induce la expresión de los factores

de transcripción RORy-t en las células Th17 y Foxp3 en las células Treg. A pesar de

la inducción de RORy-t, TGF-beta no es capaz de inducir la diferenciación de las

células Th17 in vitro, a menos que citocinas pro-inflamatorias como IL-6 o /a IL-21

estén presentes (Ivaylo I y cois, 2007).
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ncontrado que solamente la isoforma completa de Foxp3 Interacciona
con RORy-t e Inhibe su funcl6n. lo que sugiere que Foxp3 Inhibe la expresión de /L-

dirigida por RORy-t. Ademés. también se ha descrito que las mutaciones que
eliminan la unión de Foxp3 al DNA. disminuyen su habilidad de Inhibir la expresión
de IL 17, sugiriendo que Foxp3 Inhibe la expresión de los genes blancos de RORy -1
por medio de unión directa al factor de transcripción RORy-t (Ichiyama K y cois,

2008). La disminución de la función Inhibitoria de Foxp3 y la regulación negativa de
SU expresión, contribuyen al surgimiento de células Th17 en un ambiente de

señalización de interleucinas en el que esté disponible la interleucina proinflamatoria

IL-6 (Chen Z, 2004; Robinson DS, 2009; Ivaylo /, 2007).

1.3 ESTADO DEL ARTE

En el año 2007 ocurrió un gran salto en los análisis de asociación de fenotipo

y genotipo, con la publicación del primer estudio amplio de asociación del genoma

GWAS (por sus siglas en inglés). Los estudios de asociación amplia del genoma,

que actualmente están en marcha, han emergido como un nuevo enfoque poderoso

para identificar nuevos genes candidatos en las enfermedades complejas comunes.

Además, estos son de gran utilidad para identificar múltiples variantes genéticas

asociadas con las enfermedades complejas, como el asma y sus fenotipos

asociados (Zhan J, 2008; Pinto LA, 2008).

Los estudios amplios de asociación del genoma se basan en el análisis de un

gran número de SNPs distribuidos a lo largo de todo el genoma, para buscar

aquellas variantes que tengan un significado importante en la enfermedad compleja.

El advenimiento de los GWAS han sido fomentados por algunos avances recientes;
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entre los cuales se incluyen: a) el recurso del Mapa Internacional de Haplotipos
(HapMap). el cual proporciona información de los patrones de variación amplia del
genoma y de desequilibrio de ligamiento en cuatro muestras poblacionales que
facilita de manera importante el diseño y análisis de los estudios de asociación y b)
la disponibilidad de microarreglos de alta densidad que contienen más de un millón

de SNPs que proporcionan una cobertura de la mayoría del genoma tiumano

(Vercelli D, 2008; Zhang J, 2008). En el primer estudio de asociación amplia del

genoma en asma que se realizó en población infantil europea, se analizaron 307,328

SNPs y se reportó una asociación significativa con SNPs localizados en los genes

0RM1-like, 0RMDL3 y GSDMB. Posteriormente, estos resultados fueron replicados

en estudios subsecuentes incluyendo a la población mexicana (Wu H y cois, 2009).

Este abordaje también ha mostrado que la región 9q21.31 es un locus de

susceptibilidad para asma en población pediátrica mexicana. En este análisis donde

se incluyeron 492 tríos se identificó que el SNP rs2378383 localizado río arriba del

enhancer LTE4 es un nuevo locus de susceptibilidad para desarrollar asma en la

población infantil mexicana (Wu H y cois, 2010).

1.4 IMPORTANCIA DE CONTINUAR CON EL ESTUDIO DEL TEMA

Las dificultades inherentes al diagnóstico, así como el impacto económico real

que tiene el tratamiento de los pacientes asmáticos, se deben principalmente a que

el asma puede ser confundida con otras enfermedades respiratorias. Por lo anterior

es urgente encontrar estrategias que permitan establecer el diagnóstico preciso y las

estrategias de tratamiento adecuadas para disminuir no sólo el impacto económico,

sino también el impacto social de esta entidad en nuestro país.

Existen fuertes evidencias que indican que la susceptibilidad a desarrollar asma es

debido a factores genéticos, por lo tanto la identificación de estos factores, sin duda
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6S UnS 6XC©lGntG SltGrriGtiVG nar?) ontor-íz-j-Ner mejor la patogénesis del asma y puede
conducir a mejorar las estrategias de diagnóstico y tratamiento.

Conocer el defecto básico de la enfermedad e identificar los principales
factores genéticos relacionados con su etiopatogenia. contribuirá a su entendimiento
y se podrán sentar las bases para estudios funcionales y farmacológicos que
permitan dilucidar los mecanismos bioquímicos y moleculares del asma. En un

futuro, el conocimiento generado de los estudios genómicos podrán ser aplicados al
diseño de estrategias encaminadas a mejorar los métodos de diagnóstico y con

CGilGza, gI dGsarrollo d© tratamÍGntos más individualizados.
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II. JUSTIFICACIÓN

El asma es la enfermedad crónica más común en la Infancia y en México es
una de las principales causas de hospitalización de niños, lo que aunado al alto
costo de su tratamiento, hacen de ella un problema de salud pública. Se sabe que el
asma tiene un gran componente genético y que es una enfermedad compleja en la

cual, tanto los factores genéticos como los ambientales en conjunto, juegan un papel

relevante en su desarrollo.

Hasta la fecha se han reportado SNPs en más de 120 genes candidatos que

confieren riesgo para asma o modifican su gravedad y la respuesta al tratamiento.

Múltiples análisis genéticos han revelado que las diferencias en la contribución e

importancia de los SNP involucrados en el asma, entre los diferentes grupos étnicos

podrían explicar la heterogeneidad poblacional en el riesgo a padecerla, por lo que

resulta importante identificar a las variantes de riesgo o protección en cada

población.

El descubrimiento de nuevos factores genéticos asociados y aquellos que son

propios de nuestra población, podrá sentar las bases para futuros estudios que

permitan explicar más detalladamente los mecanismos moleculares Involucrados en

la patogénesis del asma.
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III. HIPOTESIS

Variantes alélicas en genes implicados en la regulación de la proliferación y

diferenciación de las células Th17, pueden conferir riesgo o protección para el

desarrollo de asma en la población infantil mexicana.
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IV. OBJETIVOS

IV.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar si variantes aléiicas en genes invoiucrados en ia diferenciación y
proiiferación de ias céiuias Th17 tienen una contribución en ia etiopatogénesis dei

asma.

IV.2 OBJETIVOS PARTICULARES

a) Determinar si los SNPs localizados en los genes ETS1, IL17F y F0XP3 se

asocian con la susceptibilidad o protección para desarrollar asma en población

infantil mexicana.

b) Determinar si existen haplotipos de riesgo o de protección para desarrollar asma,

o) Conocer las frecuencias de las variantes analizadas en la población mexicana y

compararlas con las reportadas en otras poblaciones.
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V. METODOLOGÍA

V.1 TIPO DE ESTUDIO

Se presenta un estudio de casos y controles, transversal, descriptivo y
comparativo.

V.2 ESTRATEGIA GENERAL

En este estudio se incluyeron un grupo de 320 niños con diagnóstico clínico

de asma y 424 controles sin antecedentes de asma y fenotipos relacionados. A cada

individuo se le tomó una muestra de sangre venosa periférica, de la cual se realizó la

extracción de DNA genómico. Posteriormente, se evaluó la concentración e

integridad de cada muestra. El análisis de discriminación alélica se realizó mediante

la técnica de fluorescencia de la 5'exonucleasa (TaqMan), incluyendo 13 SNPs

distribuidos en los genes: IL17-F, ETS1 y FOXP3 (Tabla 3).

Tabla 3. Características de ios SNPs analizados

Gen SNP Función/localización AM/Am

¡L17-F rs2397084 Exón 3/E126G T/C

rs763780 Exón3/H161R T/C

rsl 953325 3' UTR T/G

ETS-1 rsl 940745 Región intergénica 5* A/C

rsll 28334 3' UTR CU

rs4937333 3' UTR CU

rs4497423 Región intergénica 5' T/C

rsl 275392 Región intergénica 5' A/G

FOXP3 rs2280883 Intrón 10 T/G

rs2232367 Exón 8 / S181S CU

rs3761549 Intrón 1 G/A

rs2232365 Intrón 1 CU

rs2294021 Intrón 1 T/G

AM: alelo mayor, Am: alelo menor, rb. lu. dcioo . •
ácido qlutámico, G: glicina, H: histidina, R: arginina, S. serina, 3
UTR región 3' ño traducible, 5' UTR: región 5' no traducible.
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V.2.1 Cálculo del tamaño de muestra poblaclonal
El cálculo de la muestra se realizó con el algoritmo del programa QUANTO

(t,tttp://t,ydra.usc.edu./GxE), asumiendo un modelo de riesgo aditivo y tomando en
consideración lo siguiente: a) diseño del estudio (casos y controles), b) valores
reportados de las frecuencias alélicas de los SNPs (0.01-0.3). c) prevalencla de la
enfermedad en la población (10%). d) poder estadístico mínimo del 80 %. e)
significancia estadística de 0.05; f) un rango de valores de riesgo relativo o razón de
momios (OR) de 1.3-3.0 y g) un límite de confianza del 95 % (1-alfa= 95 %).

V.2.2 Población de estudio

En este estudio se incluyeron 320 pacientes no relacionados de 5 a 17 años

de edad, con diagnóstico clínico y funcional de asma (espirometría); que fueron

reclutados de 4 instituciones de salud de tercer nivel de la Cd. de México (Hospitales

Regionales 1° de Octubre y Adolfo López Mateos del ISSSTE, Hospital Infantil de

México e Instituto Nacional de Pediatría). Cada paciente fue evaluado por un médico

Neumólogo o Alergólogo. Como controles se incluyeron 424 individuos sanos no

relacionados, sin antecedentes personales de asma o atopia. Los controles fueron

reclutados del banco de sangre del Instituto Nacional de Pediatría y del Hospital

Infantil de México. Dado que el genotipo no cambia con la edad y que no existen

evidencias de que los SNPs seleccionados influyan en la sobrevida, se captaron

controles mayores de 18 años para disminuir la probabilidad de seleccionar

individuos con susceptibilidad a padecer asma u otra enfermedad atópica. Todos los

pacientes y controles nacieron en la República Mexicana, al igual que sus padres
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abuelos y bisabuelos (mexicanos-mesti7nQ^ v, ^ u
) y ambas subpoblaciones se parearon

por origen étnico y por género.

Para Incrementar el poder estadí^tir^n hc»i /->,>* j-del estudio se incluyeron 93 casos más,
llevando el tamaño de muestra Ho '^or» ^ >1-4 o 1« muestra de 320 a 413, los cuales fueron analizados

únicamente para los SNPs que mostraron asociación.

V.2.3 Extracción de DNA a partir de sangre periférica

Para la extracción de DNA, se utilizaron alternativamente dos Klts, QIAgen

Blood (QIAGEN) y PUREGENE (GENTRA), bajo las especificaciones establecidas

por los proveedores. Se adicionaron 3 mi de solución de llsis celular al tubo que

contiene el botón de células blancas; se agitó vigorosamente en el vortex durante 1

min hasta eliminar los agregados celulares. Posteriormente, a este mismo tubo se le

agregó 1 mi de solución para precipitar proteínas, se agitó vigorosamente en un

vortex durante 1 min y luego se centrifugó la muestra a 3,000 rpm durante 15 min.

El sobrenadante fue transferido cuidadosamente a un tubo limpio, al cual se le

agregó 5 mi de Isopropanol para precipitar el DNA. Las hebras de DNA fueron

evidentes después de que el tubo se había agitado por Inversión por lo menos 6

veces. Finalmente, con una pipeta Pasteur se extrajo el DNA y se resuspendió en

500 pl de buffer TE (TEKNOVA).

V.2.4 Cuantificación dei DNA

La cuantificación del DNA se llevó a cabo en un Nanodrop. El sistema arroja

la concentración en ng/MÍ. Los índices de pureza y de proteínas se determinaron

automáticamente en este sistema. Un vaíor mayor a 1.6 indicó un nivei de pureza dei

DNA adecuado para realizar análisis posteriores.

34



V.2.5 Evaluación de la integridad del DNA

La evaluación de la Integridad del DNA se realizó mediante electroforesis en
geles de agarosa al r/, tenidos con bromuro de etidlo. En el gel se cargó 1 m de
DNA con 5 trl de azul de bromofenol. La electroforesis se corrió a 100 volts durante

30 minutos y finalmente se observó en un translluminador con luz UV. La Integridad
del DNA se consideró adecuada cuando su peso molecular fue mayor a 23.000 (pb).

V.2.6 Diseño de ollgonucieótidos y sondas específicas

Las sondas de oligonucleótidos para analizar cada uno de los SNPs fueron

diseñadas obteniendo la secuencia de cada gen en la base de datos del "Gene

Bank" (NCBI) y utilizando los programas Primer Express 3.0 y File Builder vS.O

(Applied Biosystem Foster City, CA, USA).

V.2.7 Método fiuorescente de ia 5' exonucieasa

Para cada ensayo de discriminación alélica se diseñaron 2 sondas específicas

marcadas en el extremo 5' con fluorocromos diferentes, VIC para el alelo 1 y FAM

para el alelo 2. Además ambas sondas contienen en el extremo 3' un "quencher"

(TAMRA) el cual mientras la sonda permanece intacta, inhibe la emisión de

fluorescencia. Durante la Reacción de en Cadena de la Polimerasa (POR) los

primers hibridan con una secuencia específica del templado de DNA. Si éste

contiene la secuencia polimórfica, la sonda TaqMan también hibrida con su

secuencia homóloga. Durante la amplificación la AmpllTaq Gold, que tiene actividad

tanto de DNA polimerasa como de exonucieasa 5-3', es capaz de digerir la sonda

que híbrida y liberar la señal fluorescente de la acción del "quencher". De tal manera
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que, sólo la sonda esoecífira para el pohmorfisr.o presente es capaz de hibridar. De
esta forma es posible diferenciar un alelo rioi ,alelo del otro con base en el tipo de
fluorescencia emitida (fig. 5).
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Figura 5. Análisis de TaqMan. La polimerasa digiere la sonda que es
complementarla al ADN blanco, de esta forma el fluorocromo (VIC/FAM) que la
Identifica emite fluorescencia, la cual es detectada en un sistema automatizado.
Por las diferencias en la longitud de onda emitidas entre los 2 fluorocromos se
puede conocer el genotipo de cada individuo.
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V.2.8 Análisis de resultados e interpretación de datos
La asignación alélica tanto de racínc w iases y controles se realizó utilizando el

programa 3DS, implementado en el sistema Hq d/^d « *■
"  sistema de PCR en tiempo real 7900 HT fase

(Applied Biosystems Foster city, CA, USA).

Se determinó la significancia estadística de las diferencias observadas entre
casos y controles en la distribución de genotipos y alelos por medio del programa
Epi Info (v. 6.02) (CDC Atlanta USA), donde los valores de p< 0.05 se consideraron
como significativos. La evaluación del equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) se
realizó mediante el programa FINETTI y la construcción de haplotipos se llevó a

cabo con el programa HAPLOVIEW (v. 3.32).
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VI. RESULTADOS

VI.1 POBLACIÓN DE ESTUDIO

En el estudio, se Incluyó una población de 724 Individuos no relacionados; de
los cuales 320 fueron niños con diagnóstico de asma de 5-17 años de edad y 424
adultos sanos como controles. De los casos. 126 fueron femeninos (40%) y 193
(60%) masculinos, mientras que la población control estuvo conformada por 174
(41%) femeninos y 250 (59%) masculinos (Tabla 4).

Para incrementar el poder estadístico del estudio se analizaron 93 casos más

incrementando el tamaño de muestra de 320 a 413, únicamente para los SNPs que

mostraron asociación en el análisis previo. Con la muestra de 413 pacientes la

distribución de géneros fue 39% femeninos y 61% masculinos.

Tabla 4. Distribución de género en la población de estudio

GÉNERO
CASOS

(%)

CONTROLES

(%)

Femeninos 126 (40)* 174 (41)

Masculinos 193 (60)** 250 (59)

Total de individuos 320 424

Población adicional: * 35 femeninos. " 58 mascuiinos
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VI.2 ANÁLISIS DE GENES CANDIDATOS

En este estudio se incluyeron 13 SNPs distribuidos en ios genes candidato:
IL-17F (3), FOXP3 (5) y ETS1 (5). La distribución genotípica y aiéiica tanto en
controles como en casos de todas las variantes analizadas, se encontraron en

equilibrio de Hardy-Weinberg. Esto es relevante porque las desviaciones en el HWE

pueden deberse a resultados de errores de genotipificaclón; ya que la composición

genética de la población se mantiene en equilibrio mientras no existan factores como

la selección natural, endogamia o nuevas mutaciones.

Vl.2.1 Análisis entre casos y controles de SNPs en el gen IL17-F

Se analizaron cuatro polimorfismos del gen IL17-F: rs2397084 (T/C),

rs763780 (T/C), rs1953325 (T/G) y el rs11465553 (C/T). El polimorfismo rs11465553

no fue informativo en la población de estudio, resultado que coincide con lo

reportado para otras poblaciones como la europea, la asiática, la africana y la

afroamericana. De los tres SNPs presentes en la población mexicana, sólo el

(rs2397084 T/C) mostró diferencias estadísticamente significativas en la distribución

del alelo menor (C) entre casos y controles. El alelo C que codifica para una glicina

se observó con mayor frecuencia en el grupo de controles (3.1 ̂ ) comparado con el

grupo de casos (1.29 %), sugiriendo un OR de protección (OR = 0.407. p=0.023). El

análisis de los polimorfismos rs763780 y rs1953325 no mostró diferencias

significativas en su distribución entre controles y casos (4.5 vs 4.5 %. p = 0.994 y 1.4
% vs 1.0, p= 0.486, respectivamente) (Tabla 5).
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Posteriormente, se llevó a cabo pi =„-i- •
alisis comparativo entre casos y

controles ostratificando por oénem riopor genero. De manera interesante, se encontró diferencia
estadísticamente significativa (p = o.027) en la distribución del alelo C del
polimorfismo rs2397084 entre casos y controles femeninos. Este alelo se encontró
en el 0.83 % de casos mientras que en controles en el 3.75%. Dado que en la
población masculina no se encontró diferencias estadísticamente significativas, se
sugiere que las diferencias detectadas cuando se compararon casos y controles de

la población total es dada por la asociación conferida por el género femenino (Tabla

6).

Tabla 5. Análisis comparativo de la distribución de SNPs en el gen IL-IYF en
niños asmáticos y controles

SNP % OR [95% IC 1 P

Controles

(424)

Casos

(320)

rs2397084 (T/C) 3.1 1.29
0.407

ÍO. 183-0.9061
0.023

rs763780 (T/C) 4.5 4.5
1.000

rO.607-1.648]
0.994

rs1953325 (T/G) 1.4 1.0
1.389

rO.548-3.5211
0.486

OR: Odds Ratio, P= significancia estadística 0.05, IC: Intervalo de Confianza
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Tabla 6. Análisis comparativo de la rii«triK..^iA ..nlte asmático, ycomrote, .sSScToío'iT.éoTm" ""

SNP

•5

Masci

Casos

Jllnos

> Cent

OR

[10 95 %] P

0//o

Femeninos

Casos Con

OR

[95 %IC] P

rs2397084 (T/C)
1.6 2.6

0.596

(0.224-1.582] 0.2936 0.833 3.75
0.215

[0.048-0.963] 0.027

rs763780 (T/C) 5.0 4.0

1.051

[0.567-1.949] 0.8742 3.3 4.0

0.818

[0.391-1.981] 0.655

rs1953325 (T/G)
2.4 1.8

1.347

[0.529-3.427] 0.5303 3.6 2.4
1.465

[0.573-3.743] 0.422

OR. Odds ratio, P~ significancia estadística 0.05, ICi intervalo de confianza

Para incrementar el poder estadístico del estudio se analizó el SNP

rs2397084 (T/C) en 93 pacientes más haciendo el análisis con un total de 413 casos

y los resultados fueron reproducibles, el alelo C fue más frecuente en los controles

que en casos (3.1 vs 1.1%, respectivamente) y la significancia estadística se

mantuvo (OR = 0.352, 95% IC: 0.164-0.755, p = 0.00518) (Tabla 7). Así mismo,

también este comportamiento también se observó cuando se estratificó por género

(3.75% en controles femeninos vs 0.74 % en casos femeninos, OR = 0.165, 95% iC:

0.037-0.738, p= 0.00749).

Ei análisis de genotipos de riesgo mostró resultados similares a ios

encontrados para ei alelo C (GR 0.344, 95% 10: 0.159-0.744, p=0.744) y dado que
no encontramos portadores homocigotos para ei alelo de riesgo no fue posible

i  r» aditivo) ba¡o ©I cusí ®sta varianteevaluar ei modelo (dominante, recesivo o aaiiiv )

contribuye a la etiología del asma.
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Tabla 7. Análisis comparativo do lo h¡o».:u ..
entre casos con asma infantil y controles rs2397084

rs2397084

(T/C)

Genotipo
TT

TC

CC

TT vs TC

Controles Casos
n (4181 n (4031

3.1 1.1

392 394
26 9
0 0

0.352

[0.164-0.: 0.00518

0.344 [0.159-0.744] 0.004

OR: Odds ratio, P= significancia estadística 0.05. 10: intervalo de confianza

Cuando se llevó a cabo el análisis de haplotipos, no se observó evidencia de

desequilibrio de ligamiento (LD) entre las tres variantes analizadas (Fig. 6). Mediante

este análisis se obtuvieron 4 haplotipos con una frecuencia mayor al 1 %: TTT, TCT,

TTC y GTT. El único haplotipo (TTC) que mostró diferencias estadísticamente

significativas fue el que contenía el alelo de riesgo del SNP rs2397084. Después de

la estratificación por género, el número de haplotipos identificados en la población

masculina fue el mismo que en la población femenina (4), excepto que en esta

última el haplotipo GTT presentó una frecuencia menor al 1%. Al Igual que lo que se

observó en el análisis de los alelos. las diferencias estadísticamente significativas

detectadas en la distribución de los haplotipos entre casos y controies; el haplotipo

TTC presentó una distribución diferencial únicamente en población femenina
/  /-k -rn/ — n r\oo OR— o 41 95% IC* 0.17-0.95) (Tabla 8).
(controles: 0.8 vs casos: 3.7 /o, p- 0.022, OR
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Figura 6. Análisis de LD entre 3 SNPs del gen IL17-F. Los
valores de LD se reportan en r. No se observa LD entre los 3
SNPs analizados.

Tabla 8. Análisis comparativo de la distribución de haplotipos del gen IL17'F
entre casos con asma infantil y controles

Haplotipo

rs2397084 (T/C)
rs763780 (T/C)
rs1953325 ÍT/G1

%

Masculinos

Casos Controles

P

%

Femeninos

Casos Controles

P

TTT 91.4 90.0 0.865 95.0 91.6 0.116

TCT 5.2 4.8 0.870 3.2 4.0 0.657

TTC* 1.5 2.6 0.296 0.80 3.7 0.027

IT Gil 1.8 1.4 0.579

P: significancia estadística (0.05), * OR : 0.41, IC 95 /o [0.17 0.95]
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Vl.2.2 Análisis de asociación enfr^
F0XP3 y controles de SNPs en el gen

Los 5 polimorfismos estudiados on
®n el gen FOXP3, rs2294021 (T/C),

rs2280883 (T/C), rs2232367 (C/T) rs2232-ífi'í ^nr^^
rs,¿4d2365 (C/T) y rs3761549 (G/A), se

encontraron en HWE. Cuando se cnmnaror,,,, i .«moo se compararon las frecuencias de los alelos entre

casos y controles no se observaron diferencias significativas. Sin embargo, ia
estratificación por géneros mostró una diferencia significativa en la distribución de

los alelos del polimorfismo rs2232367 C/T en la población femenina, siendo la

frecuencia del alelo T mayor en los casos que en los controles (3.1 vs 0.57 %,

respectivamente; OR 5.351. p=0.035. En los 4 polimorfismos restantes no se

encontraron diferencias significativas de las frecuencias alélicas entre casos y

controles (35 vs. 38%. p=0.389; 1.7 vs. 2.0%. p=0.524; 33 vs. 34%. p=0.121; 15 vs.

16%. p=0.892) (Tabla 9).

Tabla 9. Análisis comparativo de la distribución de SNPs en el gen F0XP3
entre 116 casos con asma infantil y controles femeninos

SNP % OR r95% 10] P

Controles

(173)

Casos

(116)

rs2280883 T/C 1.7 2.0
0.807

rO.525-1.2401
0.524

rs2232367 C/T 0.57 3.1
5.351

ri. 102-25.9901
0.035

rs3761549 G/A 15.0 16.0
0.969

[0.618-1.5211 0.892

rs2232365 C/T 33.0 34.0
0.763

[0.542-1.0751
0.121

rs2294021 T/C 35.0 38.0
0.860

[0.610-1.2131 0.389

OR: Odds ratlo. P= significancia estadística 0.05, IC: intervalo de confianza
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Para incrementar el poder ^eslaaiMco d, esWK,. „ ^
116 a 151 individuos; sin emhamnembargo, en este nuevo análisis no se mantuvo la
significancia estadística (P = o.09) (Tabla 10)

Tabla 10. Análisis comparativo de la distribución de SNPs en el gen FOXP3
entre 151 casos con asma infantil y controles femeninos dei SNP rs2232367

SNP % del alelo menor OR [IC 95 %1 P
Controles

n (173)
Casos

n (151)

rs2232367 0.57 2.4
4.081

[0.841-19.7981
0.090

Genotipo
CC

CT

TT

171

2

0

144

7

0

CC vs CT 4.156 [0.85-20.321] 0.057

OR: Odds ratio, P= significancia estadística - 0.05, IC; intervalo de confianza
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en la población femenina. Se encontró evidencia do i n
ncia de LD mayor a 90 entre los SNPs

rs2232365 y rs2294021 {r^= 92) rpin 7^ „ c ■) y se Identificaron 6 fiaplotipos (TTTTG,
CCCCG, CTCCA, CTCCG, TTTTG TTPPr'\CCG) con una frecuencia mayor al 1%. Sólo
el haplotipo TTTTG mostró diferencias estadísticamente significativas en su
distribución entre casos y controles (3.8 vs 0.5%, OR 5.18 p= 0.022). Es importante
mencionar que el comportamiento de este haplotipo está determinado por el alelo T

del SNP rs2232367 que mostró asociación en el análisis comparativo de la

distribución de SNPs (Tabla 11).
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Figura 7. Análisis de LD entre
desequilibrio de ligamiento se rep
SNPs rs2232365 y el rs2294021.
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FOXP3 emre SrotíolTasSíS J

1.rs2294021(T/C)
2.rs2280883 (T/C)
3.rs2232367 (C/T)
4.rs2232365 (C/T)
5.rs3761549 (G/A)

% dei hapiotipo

Casos Controles

TTCTG 61.8 59.0 0.509

CCCCG

CTCCA

16.1

14.0

19.0

15.5

0.258

0.620

CTCCG 2.8 2.2 0.734

TTG^ 3.8 0.5 0.022

TTCCG 0.4 2.0 0.141

^TTTTG: OR=5.18. P= 0.022
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W.2.3 Análisis de asoc/acM.,
casos y cantSe analizaron 5 polimorfismos del gen e ^

(A/C), 12795392 (A/G), rs1128334 nms ^ '"84497423 (T/C). rs1940745
^  y el rs4937333 (rir\ cSNPs analizados se encontraron diferencia '°®

distribución de ios alelos entre controles ®'^'®'"=3'^ente significativas de la
,s1940745; 30.0 vs 31.8o/„; rs1275392- 31 l (^^^497423: 31.9 vs 30.4%;

'3-392. 31.5 vs 30.9%- rs119«-5-3^ ,r „
IS4937333:42.0 vs 39.0%) (Tabla 12) ^

^"''^'^aeñ Hreí distribución de SNPs en elgen ETS1 entre casos con asma infantil v controVie ®'

% de alelo menor OR r95 % !C
Controles

rs4497423 (T/C)
f0.801-1.257T

rs1940745 (A/C) 30.0 31.8
JO

0.939

.745-1 0.520

rs1275392 (A/G) 31.5 30.9
JO

0.993

.794-1.4 0.952

rs1128334 (C/T) 5.2 6.3
0.812 [0.514-

1.2811 0.372

'S4937333 (C/T) 42.0 39.0
JO

1.112

.912-1 394] 0.268

OR. Odds ratio, P= significancia estadística 0.05, IC: intervalo de confianza
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El análisis de haplotipos mostró, que los polimorfismos rs4497423 (T/C),
rs1940745 (A/C), 1275392 (A/G1 loral¡7aHr,o

^  '°=al'2ados en una reglón aledaña a 5' UTR del
gen forman un bloque de alto LD (r^= 93 v r^- .t  aj y r- 94), mientras que los dos SNPs que

se encuentran en la reglón 3' UTR, no se encontraron en LD (r== 3) (FIg. 8),
Considerando solamente a los SNPs que formaron el bloque de LD, se

Identificaron 3 haplotipos con frecuencia mayor al 1 %, En este bloque se formaron
los haplotipos TAA, CCG y CAA presentándose con una frecuencia mayor al 1%. El

análisis comparativo de de las frecuencias de los haplotipos entre casos y controles

no mostró diferencias estadísticamente significativas (TTA: p= 0.9432, CCG' p=

0.959, CAA: p= 0.749) (Tabla 13).

ro
fM

Oí

v>

O)

CA

<VJ
Oí
co

Oí

Figura 8. Análisis de LD entre los SNPs en el gen ETSI. Los valores de
LD se reportan en rl Se observa un bloque con alto LD entre los SNPs
rsl275392, el rsl940745 y el rs4497423.
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bibli g te c

distribución de haplotipos enei gen ̂ TSI entre casos con asma infantil y controles

Haplotipo
1.rs4497423,2.rs

1940745, 3.rs1275392
*

% haplotipo
Casos

% haplotipo
Controles

P

TAA 67.6 67.5 0.9432
CCG 31.2 31.1 0.9596
CAA 1.1 1.0 0.7491

* 1. rs4497423 (T/C), 2. rsl940745 (A/C) 3: rsl275392 (A/G)

Por último, la comparación de las frecuencias alélicas de los SNPs

analizados, entre la población mexicana y otras poblaciones se muestran en la tabla

14. Las frecuencias del alelo menor de cada uno los SNPs analizados se

compararon con las frecuencias reportadas en poblaciones japonesa, la china, la

caucásica y africana. En algunos casos las frecuencias son similares a las

encontradas en población mexicana como en los SNPs rs763780, rs2397084, y

rs4497423; pero, para otros SNPs las frecuencias resultan muy divergentes como en

el caso de los SNPs rs1940745, rs1275392, rs1128334 y rs4937333. Es importante

mencionar que las frecuencias alélicas en algunas poblaciones no han sido aún

reportadas y en otros polimorfismos las frecuencias sólo se reportan en 2 de las

cuatro poblaciones encontradas en las bases de datos, como en el caso de los

polimorfismos: rsl 953325 y del rs2232367 lo que no posibilita la comparación con

las frecuencias obtenidas en este estudio.
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Tabla 14. con ̂  otras poblaciones de los frecuencias del
SNPs analizados en la población mexicana

Gen SNP Yo Méx.
Yo Asia.

JPT

Yo Asia

HCB
YoEur.

YoSub-

Sah.

Afrícan.
ILU'F rs 1953325 1.4 - - 7.5 1.0

rs763780 4.5 14.4 12 5 6.7

rs2397084 3.1 1.0 1.1 8.3 1.0

F0XP3 rs2294021 35 44 42 54 50

rs2280883 1.7 17 19 37.5 3.3

rs2232367 0.57 - - 5 1.0

rs2232365 33 - - - -

rs3761549 15 27.3 23.3 16.7 5.0

ETS1 rs4497423 32 20 28 44 68

rs 1940745 30 18 25 43 32

rsl275392 31.5 16 21 40 36

rsl 128334 5.2 44 33 7.8 10

rs4937333 42 50 47 48 16

Los valores presentados se expresan en porcentaje del alelo menor de cada uno de los SNPs. Los
valores reportados para población mexicana son las frecuencias del alelo menor de cada SNP ,
estimadas en el grupo de controles únicamente. (-) indica valor no reportado en la base de datos
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VII. DISCUSIÓN

El asma es una enfermedad compleja causada por la ¡nteraccibn de múltiples
genes de pequeño a gran efecto y por factores ambientales. Casi todos los estudios
genómicos del asma se han dedicado al análisis de aleles con una frecuencia mayor
al 5%. sin embargo, existe la hipótesis de que las variantes raras o poco comunes
en las poblaciones son las que tienen mayor influencia en la susceptibilidad de las

enfermedades complejas (Kawaguchi M y cois, 2006).

Hasta la fecha se han Identificado más de 120 genes cuyos polimorfismos

confieren riesgo, modifican la gravedad o modulan la respuesta al tratamiento en el

asma. Sin embargo el conocimiento de las bases genéticas de la enfermedad es

todavía un reto, ya que los análisis genéticos de pacientes asmáticos realizados en

distintos países han mostrado que el efecto de cada uno de estos polimorfismos en

la susceptibilidad para asma es diferente entre poblaciones y aún dentro de los

individuos de una misma población (Jiménez M 2009, Vercelll D 2009).

En el presente trabajo se llevó a cabo un estudio de asociación caso-control

para determinar si variantes genéticas en genes involucrados en la respuesta

inmune e inflamatoria, particularmente en la diferenciación y proliferación de las

células Th17, son factores de riesgo para padecer asma en la población infantil

mexicana.

En el estudio se incluyeron 13 SNPs localizados en los genes candidato IL17-

F. F0XP3 y ETS1. De los 4 SNPs localizados en el gen de IL17F. sólo se observó
r.^r^-rr^oA /r^- O nn^iis OR 0.352). La asociación de este

asociación con el SNP rs2397084 (p- O.OObiB, un u.o j
^1 ««óiieic Hp los haolotipos. En este análisis seSNP se reforzó con los hallazgos en el análisis de ios ñapeo p

-1 non pl Único que se encontró asociado
identificó que de los 4 haplotipos de e 9 >
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(TTC), contenía el alelo menos comr-in H . .
(p. 0^027), p,,que es posible que el comportamiento de este h=.r,í .•

P otipo se deba a la presencia del
alelo mencionado. Hasta la fecha «ofecha se han reportado 2 estudios de asociación con

Muven «p,»

, COI. (2006), p.„osp.„„ <,„p „

p,o,=c«p p=™ asma a„. ppp,pp,p„ ^ ^ ̂
,2005) probaron un Os 50 SNPs ,n población fsmsnin. ,K,r„am.,,o,na, s,„
ambargo, ellos no enoontraron asoaaoiOn snt.» asma y las valíanlos ostudiaOos,
(nduyendo al SNP rs763780, Aunqus en osle estudio no se enconmó asociación

entre el polimorfismo rs763780, cabe mencionar que en ninguno de estos 2 análisis

se incluyó al SNP rs2397084, sin embargo, es interesante notar que tanto el

rs2397084 como el rs763780 (asociado en población japonesa), se localizan en el

exón 3 y ambos son no sinónimos (rs2397084: E126G y rs763780: H161R) y

muestran el mismo efecto de protección en las poblaciones en las que se han

asociado. Por otra parte, el que ambos polimorfismos sean de sentido erróneo que

conduce el cambio de aminoácidos en la proteína, podría alterar su función. En un

análisis funcional in vitro con la variante H161R, Kawaguchi y cois. (2006),

demostraron que el alelo 161R conduce a una pérdida de la capacidad de IL17-F

para inducir la expresión de citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias en células

epiteliales bronquiales. Los resultados controversiales entre la población japonesa y

el presente estudio, en relación con el SNP rs763780. apoyan las evidencias que

señalan que los factores genéticos que contribuyen al riesgo para asma no son los
mismas en todas las poblaciones. Asi mismo, considerando que en nuestro estudio
no se identificó LD (r^) entre estos marcadores no se descarta la posibilidad de que
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la asociación observada del rs2397084 con i» o,- , •
ogia de la enfermedad se deba a

otros factores.

En otro sentido, el análisis de lo^ a. ilos SNPs en el gen FOXP3 en 116 pacientes
femeninos mostró asociación significativa únicamente entre el SNP rs2232367 y el
«m (p. 0.035), Sin al I. muaste a ,51 paca» sPB ,s
.bssmí una tanoanote (p. 0,090). Estos «o„s ^ ^ ̂
pequeño número de muestra analizada al estratificar por género, por lo que es
necesario incrementar el poder estadístico con un mayor número de muestra para

obtener resultados más confiables. Hasta el momento no hay reportes sobre

estudios de asociación de este polimorfismo con asma o fenotipos asociados y

tampoco se conoce el efecto funcional que tiene el SNP en la proteína. Este SNP se

localiza en el exón 8 y es un SNP sinónimo y a la fecha no se conocen

completamente los efectos de SNPs sinónimos en la actividad de la proteína, pero

se ha documentado que algunos de estos cambios en los codones pueden afectar la

tasa de traducción de la proteína (Hunt R y cois 2009). De tal manera que si este

SNP causara una menor expresión del factor de transcripción Foxp3 y una

disminución de las células Treg en los pacientes asmáticos, esto podría reflejarse en

una mayor proliferación de células Th17 y consecuentemente en un aumento en la

expresión de citocinas proinflamatorias IL17. Esta hipótesis podría apoyarse en el

trabajo de Matsumoto y cois (2009) quiénes demostraron que las células Treg y los

niveles de FoxP3 son menores en pacientes asmáticos que en individuos sanos. Asi

mismo, Lee y cois en el 2009 demostraron que la expresión de FoxP3 estaba
disminuida en las secreciones nasales de pacientes alérgicos en comparación con el
grupo control.
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Continuando con las vanantes localizadas ,
en los factores de transcripción

reguladores de la diferenciación de las células tk-iv.
h17, en este trabajo también se

incluyeron tres SNPs aledaños a EST1 aim on
<7 e en un análisis preliminar con

«.«.reglo,, roa.ado ^ ^ ̂
M497423 , ^12795392), D„„„é, o, „„ ^

esto, SNPs so looaltean „ .aglóo 5, ^ ̂
ETS1 y un pseudogen; por lo que se seleccionaron otros dos SNPs hacia la reglón
3' del gen (rs1128334 y rs4937333).

Nuestro análisis no mostró diferencias estadísticamente significativas entre la

distribución de los SNPs estudiados (rs1940745: p= 0.520, rs4497423: p= 0.976,

rs1275392: p= 0.952, rs1128334 p= 0.372, rs4937333: p=0.268). Nuestros datos

muestran que estos polimorfismos no contribuyen al riesgo o protección para

padecer asma, sin embargo, para confirmar o descartar la participación de

variaciones en la secuencia del gen ETS1 en la etiología del asma será necesario

evaluar otros polimorfismos como variaciones en el número de copias (CNVs) u

otros SNPs localizados en este gen, particularmente los de las regiones codificantes

para dominios involucrados en la unión de este factor de transcripción con sus genes

blancos o realizar un análisis de expresión en pacientes asmáticos (Dittmer J 2003,

Wang Y 2010).

Hasta la fecha no se han reportado en la literatura estudios de asociación en

asma y fenotipos asociados que Incluyan SNPs en el gen BTS1. pero existe
ni iíi pqte factor de transcripción puede estarevidencia experimental que muestra que

-1 ^nfíHnH V fenotipos asociados. Nakamura y
implicado en la fisiopatología de esta entidad y

/^Mo Ftci-1 Dodía regular la expresión decois, en el año 2004 demostraron que Ets 1 poo
nue son proteínas relacionadas en

metaloprotelnasa-9 y de tenascina, que se
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la remodelación de tejidos v en ia • -y en ia modificación de ia gravedad en asma. Por otra
parte, en ei ano 2007 Moissan y cois reportaron que modelos merinos Knock Out
para ETS1, presentaron niveles elevados de células Th17 e iL-17 en tejido
pulmonar, junto con producción excesiva de moco en vías aéreas. Además, se ha
encontrado que modelos merinos deficientes de este factor de transcripción
presentan una enfermedad parecida a LES. caracterizada por altos niveles de

anticuerpos y de células Th17 autorreactivas. sugiriendo su participación en

procesos inflamatorios (Yang W. Shen N 2010).

El análisis comparativo de las frecuencias alélicas entre la población

mexicana y otras poblaciones reportadas (tabla 14) demostró, de forma general, una

vez más la heterogeneidad genética entre las poblaciones, lo que apoya el hecho de

que es necesario realizar estudios de asociación en genes involucrados en la

fisiopatología del asma en nuestra población para determinar las variantes propias

involucradas que puedan tener un significado funcional y genético importante.

En resumen, éste es uno de los pocos análisis que reportan a un SNP de

protección para asma en el gen IL17-F y que sugiere que un SNP en el gen FOXP3

presenta una tendencia de riesgo en población infantil mexicana. Conocer el efecto

de estos SNPs en la función de las proteínas, deberá ser uno de los principales

objetivos de estudios posteriores.
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VIII. CONCLUSIONES

Nuestros datos sugieren que:

1. Polimorfismos en el gen IL17-F confieren protección para padecer asma en los
niños mexicanos.

2. Existe una relación género-dependiente de polimorfismos en el gen IL17F
asociados a asma.

3. Es necesario incrementar el número de muestra y evaluar el efecto de la
sustitución de aminoácidos en el SNP rs2397084 en la función de la proteína.

4. SNPs localizados en el gen FOXP3 y ETS1 no confieren protección o
susceptibilidad para padecer asma.

5. Existen diferencias en la distribución de los SNPs analizados entre la población
mexicana y otros grupos étnicos.
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un gen.

X, GLOSARIO

.Wo: U» d. dos o „.ds

proBIna o suManoip

Atopia: presencia de altos niveles dí^ inPeies de IgE en suero y pruebas cutáneas positivas a
alérgenos comunes.

concordancia: pares o grupos de individuos idénticos en fenotipos. Presencia de
un carácter entre gemelos.

Cosegregaclón: herencia conjunta de dos marcadores por su cercania física o de

dos caracteres porgue existe una relación entre sí.

Desequilibrio de ligamiento (LD): segregación de dos o más marcadores en un

porcentaje mayor al esperado (> 50%) porque existe baja tasa de recombinación

entre ellos o es una mutación de origen reciente.

Enfermedad compleja: patología que resulta de la interacción de varios factores

ambientales y genéticos y que no muestra un patrón de herencia definido.

Enfermedad monogéníca: entidad causada por mutaciones en un solo gen.

Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE): la composición genética de una población

se mantiene en equilibrio mientras no existan factores como la selección natural, la

endogamia, nuevas mutaciones, etc. Que la modifiquen. Desviaciones en el HWE

pueden ser resultados de errores de genotipificación o una asociación real entre ei

marcador y la enfermedad.

Estratificación: ia presencia de muestras de individuos con diferente historia
demográfica y ancestral. Población que contiene subgrupos que puede ser como
consecuencia de apareamientos no azarosos, consanguine'
Estudio de ancestría: evaluación del componente ancestral de una población.
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Falsa asociación: Asociación positiva dPhíH^P sitiva debrda a estratificación de la muestra.
Estudio de asocraclón: análisis que busca

nar un marcador genético con la
enfermedad en una población.

Estudio caso-controi: compara la frecuennií. i
a que un marcador se encuentra

.n grupo do indWuos a(oc«dos c» ,a ,uo o. ^
Frooroncla aléllco: po,oo„B|o do un alolo datorruinado orr una pobl.dda
Fr«r«oncla gono.lpica: pnr^oroiB. on I. quo oo obsorv.n loo gonolipo, do ur»
población de un liocus específico.

Gen candidato: gen que por su función puede tener un participación relevante en la

etiología de la enfermedad.

Genome Wide Sean o Estudio amplio del genoma: estudios en los que un arreglo

denso de marcadores genéticos, ios cuales capturan una proporción sustancial de

variaciones comunes en la secuencia del genoma es tipificado en un set de

muestras de DNA que son informativas para un rasgo de interés.

Genotipo: alelo específico o conjunto de genes de un individuo.

Haplotipo: conjunto de marcadores que se heredan en bloque.

HIperrespuesta bronquial: respuesta excesiva a alérgenos ambientales.

Heredabiiídad: fracción de la variabilidad fenotípica que es atribuíble a los genes.

Heterocigoto: individuos con alóles diforentes ©n un locus.

Homocigoto: individuos con aleles idénticos en uno o más loci.

Locus (plural LocI): lugar de un cromosoma donde se localiza un gen dado.
Odds Ratio (OR): cociente entre la probabilidad de que un evento suceda y de que
«««a. FcBba d. pompa» si la pmbabilidad da doa ocod. un avante as .1

i_ hp nue ocurra un evento o se
mismo. Un OR = 1, implica que la probabilida

presente una enfermedad entre los grupos de estudio es g
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Polimorfismo genético: coexistencia estable ^
a estable de dos o más aleios en una población.sonda: molécula de DNA que permite Identificar genes o •

yenes o secuencias específicas de
genes en una secuencia de DNA.
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/•

.0.
i ^Insmto Nacional de a cnr^r a -
\ ife| Mdicina Genómica ^ ACION DE Pm#} Mrxcc CANDIDATO cON ^ EN GENES

O^VEDAD V MspVsta",. ̂ rocEITIBuS!
POBLACIÓN INFANTIL Sxrr a ENIL MEXICANA CON ASMA

1.- Folio

ficha DE IDENTIFICACIÓN

Fecha

1. Nombre

2. Tipo de asma

Institución,

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

3.-Caso índice (0) Familiar (t)

4.- Registro

5. Sexo 0=masc, 1=Fem □

□

□

6.- Edad actual

7. Fecha de nacimiento,

8. Dirección actual

Jños. meses en decimales (ver claves)

9. Tel.

10.- Lugar de nacimiento del paciente

11Origen dei padre

Origen étnico: 12.-Padre
14.- Origen de la madre
Origen étnico 15.-Padre

13.- Madre,

16.- Madre_

18.- Historia familiar

19.- Otros (especifique)
20.- Edad de inicio He loe; síntomas 1

anos, irieseb en utíoimu

21--Edad al diagnóstico s, nrleses en aec:ima

les
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ANTECEDENTES PERSONALES

22. Enfermedad atópica

23. Dermatitis

24. Rinitis,

25. Asma.

26. Alergia a medicamentos.

27. Alergia a alimentcs.^

28. Otros

ESTADO ACTUAL

29. Crisis aguda

30. Tos

Sl.Sibilancias.

32. Disnea

33. Opresión torácica.

34. Exacerbación por:
Polvo

Animales.

Humedad

Polen

Infecciones

Cambios climáticos

Estaciones

Ejercicio

35. Otros

36.- Talla :m

38.- Peso kg

37.- Percentila CDC

39.- Percentila CDC

□
□

□

□

□

□
□
□
□

□
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EXAMENES DE LABORATORIO Y GABINETE

Indicar el valor obtenido:

40. Niveles de IgE (técnica)

42. Prueba cutánea (14 alérgenos)
1 positivo 2 negativo

Alérgenos tipos
□

FUNCION PULMONAR

Funclón Pulmonar Lts % del predicho
Polgar

44.- FVC (pre broncodilatador)

45.- FVC (post broncodilatador)

46.- FEV1 (pre broncodilatador)

47.- REVI (post broncodilatador)

48.- FEV1/FVC

49.- FEF25-75% (pre broncodilatador)

50.- FEF25-75% (post broncodilatador)

EVOLUCIÓN EN EL ULTIMO AÑO

51 .-Tratamiento y seguimiento

52.- Desde hace

53.- No. de crisis agudas

54. -N° de hospitalizaciones _

55.- Manejo servicio de urgencias

56.- Crisis en casa

57.- N" de visitas de seguimiento

0= no, 1= continuo, 2= intermitente

58. Tratamiento en casa

□
meses

□□
□
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tratamiento en los últimos tres meses

59.. Tratamiento i—i
O = regular 1= irregular | |

60.- Medicamento

0= Si
0= tópico

1=No

1= oral
□ □

B2-agonistas acción rápida/sem

B2-agonistas acción prolongada

Esteroides

Antileucotrienos

Xantinas

Otros

□ □
□ □
□ □
□ □
□ □
□ □

Dosis_

Dosis

Dosis y tipo

Dosis

Dosis

Dosis

COMPLICACIONES EN EL ULTIMO AÑO

61.- Respiratorias

0= no, 1= sí, 9= se ignora

62.- Fallecimiento

63.- Edad al fallecimiento

B
□

64.- Causa de muerte

años meses en decimales

□

historia familiar de asma o alergia

64.- Consanguinidad de los padres

66.- N° de hermanos afectados

67.- N° de hermanos sanos

68.- N® tíos paternos sanos

69- N® de tíos paternos afectados
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70.- N" de tíos maternos sanos

71,. N" de tíos maternos afectados

72.-N" de primos hermanos afectados (maternos)

73.- N° de primos hermanos afectados (paternos)

74- Otros familiares afectados

Especifique

ARBOL GENEALOGICO
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