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RESUMEN

Introduccion. El asma es una enfermedad inflamatoria crénica que afecta a cerca
del 15% de la poblacion infantil mexicana. Hasta Ia fecha, se ha reportado que
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) en mas 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
diferenciacion de los linfocitos Th17 se asocian con la susceptibilidad para
desarrollar asma en la poblacién pediatrica mexicana.

Material y Métodos. Se incluyé una poblacion de 413 pacientes pediatricos con
asma y 424 donadores obtenidos de un banco de sangre como grupo control. A
partir de DNA gendémico y por medio de la técnica de la 5’ exonucleasa (TagMan), se
analizaron 13 SNPs localizados en tres genes candidatos. Para evaluar el poder
estadistico del estudio se utilizé el programa QUANTO, las diferencias estadisticas
en la distribucién de los alelos y genotipos se llevé a cabo con el programa EPIINFO;
mientras que el programa FINETTI permitié la evaluacién del equilibrio de Hardy-
Weinberg y para la construccion de haplotipos se utilizé el programa HAPLOVIEW.
Resultados. Los 13 SNPs estuvieron en HWE. En el analisis del gen IL17-F de los
tres SNPs incluidos solamente el rs2397084 mostré diferencias significativas (OR
0.407 , IC 95 % [0.183-0.906], p=0.023 ). El andlisis de estratificacion por género
sugiere que esta variante es un factor de riesgo en poblacién femenina (OR 0.215,
IC 95 % [0.048-0.963], p= 0.027). Asi mismo los datos derivados del estudio del gen
FOXP3, mostraron que el SNP rs2232367 mostré diferencias estadisticamente
significativas en poblacién femenina (OR 5.351, IC 95% [1.102-25.990], p=0.035).

No se identificaron SNPs asociados a asma en el gen ETS7. Conclusién. Nuestros




datos sugieren que el SNP rs2397084 T/C localizado en el gen IL17-F es una
variante que confiere proteccion para asma en la poblacion pediatricqa mexicana,
mientras que el SNP rs2232367 C/T localizado en el gen FOXP3 es una variante

que confiere riesgo en la poblacion femenina analizada.




I. INTRODUCCION

I.1 ANTECEDENTES GENERALES DEL TEMA
1.1.1 Prevalencia

El asma es una enfermedad compleja con una expresividad muy variable que
afecta a niflos y adultos. Esta entidad esta presente en todos los paises. Los
estudios internacionales recientes sobre la prevalencia del asma, particularmente el
ECRHS (Encuesta de Salud Respiratoria de la Comunidad Europea) y el Estudio
Internacional de Asma y Alergia en la infancia (/SAAC, 2007), han mostrado una
distribucion variable de esta entidad en el mundo (Vargas BM, 2009). Por ejemplo,
los paises con menor prevalencia de esta enfermedad en nifios son: Albania,
Austria, Bélgica, Estonia, Alemania, India, Iran y Polonia (1.4-4.2 %) y los de mayor
prevalencia son: Australia, Costa Rica y Nueva Zelanda (26.5-27.1 %). La
prevalencia del asma en México varia del 6.8-20%, dependiendo de la region
geografica. En el aino 2004, en la Ciudad de México, el Instituto Nacional de
Pediatria estimé una prevalencia de la enfermedad de alrededor del 15% (Vargas

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

1.1.2 Definicién

El asma es un desorden inflamatorio crénico de las vias respiratorias, en cuya
fisiopatologia existe una gran diversidad de células y componentes celulares
implicados. La inflamacién crénica esta asociada con hiperreactividad bronquial que
conduce a episodios recurrentes de broncoespasmo, sibilancias, disnea,
acortamiento de la respiracion y tos, particularmente por la mafana o la noche

(Hanna J, 2008). Estos eventos estan generalmente asociados con obstruccion del




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

(Jiménez MS, 2009).

1.1.3 Diagnéstico clinico

Aunque el asma es una de las enfermedades cronicas mas comunes de la
infancia, no existe un marcador inmunolégico, biolégico o fisiolégico lo
suficientemente sensible y especifico para establecer su diagnéstico, por lo que éste
constituye un reto para los pediatras. Los sintomas en el asma pueden ser
intermitentes y se puede confundir con los otras patologias (ie. bronquitis,
tuberculosis o fibrosis quistica) (Bateman ED, 2008); por lo que su diagnostico
diferencial es esencial para proporcionar un adecuado manejo médico.

Los datos que sustentan el diagndstico clinico de asma son: el inicio temprano
de los sintomas, historia de muliltiples episodios de sibilancias, antecedentes de
algun familiar con atopia y respuesta clinica a los broncodilatadores o esteroides.
Los sintomas se pueden desencadenar por la presencia de un alérgeno, el gjercicio,
risa o llanto, medicamentos como la aspirina, etc (Huerta y Penagos, 2004).

Por otro lado la medicién de la funcién pulmonar por espirometria y
particularmente la reversibilidad de los sintomas confirman el diagnéstico. La
evaluacion de la funcién pulmonar también permite valorar la gravedad de la
enfermedad. De hecho la espirometria es el método mas confiable para el
diagnéstico del asma, en pacientes mayores de 5 afos 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 diagnéstico de asma generalmente se

establece cuando la reversibilidad de los sintomas de forma espontanea o después




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

2008; Huerta J, 2004).

1.1.4 Clasificacion
A lo largo de muchos afos se ha intentado clasificar al asma con base en los

factores inductores (infecciones, alergenos, sustancias ocupacionales, etc.) y con
base en la gravedad de la enfermedad.

Etiologicamente, el asma se clasifica en extrinseca e intrinseca. El asma
extrinseca, también denominada atépica, es mas frecuente en los nifios, donde se
presenta aproximadamente en el 60% de los casos y se caracteriza por una
exagerada respuesta de ceélulas T colaboradoras tipo 2 (Th2) y la consecuente
presencia de niveles elevados de Inmunoglobulina E (IgE) en suero. El asma
intrinseca o no atépica es un sindrome mas amplio y no esta asociado a la presencia
de antigenos; este tipo de asma suele comenzar en la vida adulta y en muchos
casos se asocia con pélipos nasales, sinusitis maxilar, ingesta de aspirina, otros anti-
inflamatorios no esteroideos y ejercicio. El asma intrinseca puede presentarse con
un curso cronico que requiere de esteroides orales para su control (Bateman ED,
2008; Jiménez MS, 2009).

En cuanto a la clasificacion 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 sintomas, el grado de limitacion del flujo de aire y la respuesta al tratamiento
farmacolégico en: intermitente, persistente leve, persistente moderada y persistente
grave (Tabla 1). La clasificacion del asma por gravedad es util cuando las decisiones

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

(Bateman ED, 2008).



Tabla 1. Clasificacién del asma por gravedad

Frecuencia | Frecuencia | Predichos | Variabilidad | Tratamiento
de de del FEV1 del PEF
sintomas sintomas
diurnos nocturnos
<2 por <2pormes| >80% <20 % No necesario
intermitente semana
Persistente > 2 por 2a4por >80 % 20 a30% | Dosis bajas de
leve semana mes corticosteroides
y mantenimiento
con teofilina o
modificadores
de leucotrienos
Persistente Diario >5pormes | >60%a < >30% Dosis medias de
moderada 80% corticosteroides
mas dosis
medianas de 32
de accion
prolongada
Persistente Continuos | Frecuentes <60 % >30% Altas dosis de
grave glucocorticoides

combinados con
sustancias
relacionadas a
teofilina

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




1.1.5 Proceso fisiopatolégico del asma del asma

La evidencia que indica que la inflamacién es un componente del asma fue
inicialmente observada en autopsias de pacientes con asma fatal. Las vias aéreas
mostraron infiltracion por neutréfilos, degranulacién de células cebadas,
engrosamiento de la membrana basal, pérdida de Ia integridad epitelial y oclusion de
la luz bronquial con presencia de moco. En el asma la inflamacién de la mucosa
bronquial es un fenémeno complejo en el que participan diferentes células de Ia
respuesta inflamatoria, como eosindfilos, linfocitos T, mastocitos, neutréfilos y
macréfagos; asi como, células epiteliales, fibroblastos y células productoras de
moco; ademas de mediadores como las citocinas y las quimiocinas (Vargas MH,
2009). |

La secuencia fisiopatolégica del asma puede iniciarse por la activacion de los
mastocitos que son sensibilizadas después de la interacciéon 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 alergeno que fue inhalado previamente, de tal
forma que ante a este estimulo 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 alergenos son procesados
por las células dendriticas las cuales estan 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 liberacion de IL-4 e IL-13 las
cuales estimulan a los linfocitos B para la sintesis de IgE, ILS e IL9; que estan
involucradas en la inflamacion eosinofilica y la proliferacion de mastocitos. Por otro

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




son causadas por mediadores y citocinas derivadas de leucocitos; asi mismo los
mastocitos, los basdfilos y los eosinéfilos sintetizan mediadores que causan la

constriccion del musculo liso de las vias respiratorias (Fig. 1) (Barnes JP, 2008).
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Figura 1. Células e intermediarios involucrados en la fisiopatologia del asma.
El asma se caracteriza por tener una respuesta de tipo Th2 y la respuesta alérgica
inicia cuando un alergeno activa a las células presentadoras de antigenos los
cuales activan a los linfocitos ThO hacia la expresion de citocinas de respuesta Th2
como IL4 e IL-13. Los linfocitos Th2 a su vez secretan citocinas que activan
neutrofilos y eosindfilos que inducen un proceso inflamatorio, produccién de IgE,
vasodilatacion, produccion de moco y broncocontsriccion. (Tomado de Barnes ,J
2008)




Las células T CD4" cooperadoras (ThO) son reguladores esenciales de las
respuestas inmunes adaptativas y de las enfermedades inflamatorias. Después de
su activacion por las células presentadoras de antigenos (APCs), las células T CD4*
se pueden diferenciar en células T efectoras, que se consideran especializadas en
terminos de las citocinas que secretan. Estas células han sido tradicionalmente
clasificadas en Th1 y Th2, basado en su perfil de expresion de citocinas y en su
funcién regulatoria en los procesos inmunes. Especificamente, las células Th1
producen IFN-y para regular la inmunidad celular, mientras que las células Th2
producen L4, 5 y 13 para mediar la inmunidad humoral y las respuestas alérgicas
(Dong C, 2006) .

Acorde con lo anterior, se ha observado que una mayoria de pacientes con
asma tiene antecedentes de alergia y atopia y se sabe que las bases inmunolégicas
de la sensibilizacién atdpica y la enfermedad alérgica se dan como resultado de una
respuesta inapropiada de las células Th2. Sin embargo, los avances recientes en la
inmunologia del asma han evidenciado la participacién de otros mecanismos que
puedan conducir al desarrollo de la enfermedad, coexistiendo con la inflamacion de
tipo Th2. Con relacién a lo anterior, recientemente se caracterizé un nuevo linaje de
células T CD4", en las cuales se demostré que expresaban principalmente al factor
de ftranscripcion RORjy-t, producian 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 cols, 2007).
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Figura 2. Diferenciacion de los precursores inactivos T CD4+. Una vez que las células T
CD4+ a través de su receptor (TCR) son activadas y por la sefializacion correspondiente de
interleucinas, se pueden diferenciar hacia 4 linajes celulares llamados células T
colaboradoras (Th). Las células T CD4+ cultivadas con TGFB-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 IL-17; la IL-1 puede sinergizar
con IL-6 y 23 para inducir la diferenciacion y proliferacion de las células Th17 (Tomado de
Chen Z, 2008).
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Los estudios in vitro han aportado evidencias de la participacion de las células
Th17 en la patogénesis del asma; algunos de ellos han demostrado que la IL-17
ejerce una funcién proinflamatoria a través de la induccién de IL-6, del Factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) y de prostaglandina E2 (PGE2);
ademas de que puede mediar la quimiotaxis de monocitos y neutréfilos hacia los
sitios de inflamacién a través de IL-8. También se sabe que IL-17F en accion
sinérgica con otras citocinas pro-inflamatorias como el factor de necrosis tumoral-
alfa (TNF-alfa) e interferon-gamma (INF-gamma), pueden promover la progresion y

amplificacion de la inflamacion local (Awasthi A y cols, 2009).

1.1.6 Etiopatogénesis 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
intrinsecos al individuo) y los segundos son los factores ambientales (Bateman ED,
2008; Martinez AN, 2009). La participacion de células Th2, Th1y Th17 en el asma,
muestra sélo una de las aristas de la complejidad en la etiopatogénesis de esta

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

estos factores.
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.1.6.A Factores genéticos

El asma es una enfermedad compleja, causada por la interaccion de multiples
genes (factores genéticos) con el medio ambiente (factores ambientales). Existe la
hipdtesis de que la participacion de estos es inversamente proporcional; es decir,
cuando el nimero de elementos genéticos de riesgo es elevado, se requiere de
menos inductores ambientales y entonces la entidad puede presentarse a mas
temprana edad y la gravedad puede ser mayor; mientras gque, en individuos con
poca susceptibilidad genética se requiere de una exposicién mayor a los inductores
ambientales, la enfermedad se presenta mas tardiamente y la gravedad es menor
(Jiménez MS, 2009).

Actualmente existen mas de 120 genes reportados y asociados con asma y
fenotipos relacionados como la alergia y la hipersensibilidad bronquial (Palmer LJ y

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

1.1.6.B Factores intrinsecos

Los factores intrinsecos 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 mas frecuente en hombres que en mujeres (2:1) y la
tasa de mortalidad por asma en poblacién adulta es mayor en el género femenino.
Por otro lado, los estudios poblacionales acerca de la prevalencia del asma han
documentado que ésta es mas frecuente en hispanos comparada con la que se
describe en las poblaciones negray caucasica, aunque la gravedad de Ia

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

2009;).
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.1.6.C  Factores ambientales

Entre los factores ambientales desencadenantes de las manifestaciones
clinicas se incluyen : a) la exposicién a agentes domésticos (plumas de animales,
acaros, pelo de gato, caspa de animales, moho, etc), b) quimicos (tabaco, ozono,
dioxido de nitrégeno, azufre, colorantes artificiales, detergentes, etc); c) virales
(virus sincitial respiratorio, coronavirus, virus de la influenza y rinovirus); asi como, el
gjercicio y el estrés emocional (Bateman ED y cols, 2008; Martinez AN, 2009;

Jiménez MS, 2009).

2 ANTECEDENTES PARTICULARES DEL PROYECTO
1.2.1 Genética del Asma

La participacion de los genes en el desarrollo del asma esta bien
fundamentada; se ha reconocido que la susceptibilidad para padecer esta
enfermedad es de naturaleza hereditaria, con un patrén de herencia complejo.
La evidencia de la contribucién 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 patrén de agregacion familiar sustancial en el asma. Los
estudios basados en familias estiman que la agregacién familiar de esta enfermedad
varia 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 poblacién general (Neffen H y cols, 2005;
Pinto L, 2008).

Por otro lado, un disefio clasico para estudiar el impacto de la genética en las
enfermedades complejas y para distinguir el efecto entre las influencias genéticas
en comparacién con las ambientales, es el basado en estudios en pares de gemelos.

En estos, se comparan las concordancias, entre gemelos monocigéticos y gemelos
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dicigoticos. Estos, ademas, permiten obtener el calculo de la heredabilidad del asma
(h%), que se define como la proporcion de la variacién fenotipica que es atribuible a la
variacion genética de la enfermedad en una poblacién dada. Tal es el caso de un
estudio realizado en Australia que incluyé 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 DC en masculinos y 0.33 MC
vs 0.12 DC en femeninos), documentando que una proporcion significativa de la
varianza de la patogénesis del asma es debida a factores genéticos, la cual tiene
una heredabilidad h? de 0.60 (Pinto A y Stein L, 2008).

En otro estudio publicado en 1997 en poblacién sueca que incluyé a 1,480
pares de gemelos con un rango de edad entre 7-9 afios, se reporté 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 contribucion de los
factores genéticos para la variacion 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 identificacion de genes involucrados en asma

La identificacion 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 asociacion.
El analisis de ligamiento y los estudios de asociacién son meétodos analiticos
utilizados para detectar tanto regiones genéticas especificas, como genes que estan

involucrados en el desarrollo de la enfermedad (Zhang J y cols, 2008).

14




.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 Ia siguiente generacion debido a su estrecha proximidad.
Estos estudios se realizan en individuos relacionados, ya sea en hermanos (sib pair
andlisis) o en pedigries extensos. Los estudios de ligamiento permiten determinar si
un marcador genético y el gen que predispone a la enfermedad se encuentran
fisicamente ligados, mediante el analisis de la co-segregacion del marcador con la
enfermedad entre los miembros de una familia (Bacay Orozco, 2004).

A diferencia de las enfermedades monogeénicas o mendelianas, la aplicacién
de los andlisis 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 esta determinada por la heterogeneidad genética,

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

.2.2.B Estudios de asociacion genética

A diferencia de los estudios de ligamiento, donde se analiza la co-
segregacion de un marcador con la enfermedad entre los miembros de una familia,
los estudios de asociacidon comparan las frecuencias de este marcador entre casos
no relacionados y controles e investigan su ocurrencia simultanea con la enfermedad
a nivel de la poblacién. Una significativa asociacién del marcador con la entidad
sugiere un gen candidato en su etiologia. Entre las ventajas de los estudios de
asociacién se encuentran su poder para detectar genes de susceptibilidad aun

cuando estos genes tienen una contribucion menor en la enfermedad. En los
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estudios de asociacion existen dos principales tipos de disefio: i) de casos vy

controles y if) basados en familias (trios: padres Yy pacientes) (Baca y Orozco, 2004)

i) Casos y controles

Estos estudios comparan las frecuencias de una variante alélica o
poimorfismo especifico entre un grupo de pacientes y una poblaciéon de controles
sancs. La predominancia o disminucién del alelo en alguna de las poblaciones de
esiudio, sugiere que esta variante se encuentra asociada a la enfermedad como
facior de susceptibilidad, de proteccién o como modificador de la gravedad (Fig. 3).
Sin embargo, aunque estos estudios han proporcionado gran cantidad de datos,
pueden presentar falsas asociaciones como resultado de estratificacion de la
poblacion o porque el alelo asociado esté en desequilibrio de ligamiento (LD) con el
zlelo que directamente afecta la expresion del fenotipo. Por lo anterior, los estudios
de casos y controles, deben ser validados con estudios basados en familias o

sustados con el uso de marcadores de ancestria (Vercelli D, 2008; Baca y Orozco,

2004).

ii) Estudios de asociacion basados en familias (trios: padres y

pacientes)

El disefio de estudio basado en familias (trios: padres y pacientes) en los
cwzles se utiliza la prueba de desequilibrio de transmision (TDT), determina la
frecuencia con la que los padres heterocigotos transmiten un marcador especifico a
sus hijos afectados. Asumiendo que cada marcador tiene la misma probabilidad de
ransmitirse a la siguiente generacion (50%), cuando la transmision de uno de ellos
sz 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




viceversa, cuando esto ocurre en los controles, entonces se sugiere una asociacion
del alelo con proteccion (Fig. 4). Sin embargo, una limitante de esta estrategia es

tener el numero de trios suficiente que permita obtener un poder estadistico

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

a) Caso-control

Secuenciacion del DNA Poblacion normal Poblacion afectada
de varios individuos
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Figura 3. Primero, se genotipifica a la poblacion bajo estudio. Posteriormente se comparan las
frecuencias de un marcador entre casos no relacionados y controles. La asociaciéon se puede
entender como la confirmacion estadistica que define la coocurrencia de alelos y fenotipos en la
poblacién general. Una significativa asociacion del marcador con la enfermedad sugiere un gen
candidato en la etiologia de la misma.
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b) Desequilibrio de transmisisn

FAMILIA
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Pacientes ' . i H
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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 desviacion significativa de la frecuencia de transmision 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 mas de 120 genes candidato para asma y

sus fenotipos asociados como |a hipersensibilidad bronquial y la atopia.

Dependiendo de su funcién estos genes se han podido agrupar en 4 grupos
principales: 1) genes de la inmunidad innata e inmunoregulacion (CD14, TLR2, TLR4
y TGF-beta), 2) genes de las funciones efectoras y de diferenciacion de las células
Th2 (GATA3, FOXP3, IL-17, IL4, IL13, FCER1B, efc), 3) genes asociados a la
biologia de los epitelios y la inmunidad de las mucosas (CCL5, CCL11, CCL24,
SPINKS y FLG, etc), y 4) genes relacionados con la funcién pulmonar, vias aéreas,
remodelacion 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 nucleétido (SNPs), que pueden modificar la expresién de los genes o la
actividad de la proteina y consecuentemente, influir en el desarrollo de la
enfermedad. Por Ilo tanto, estos polimorfismos pueden representar
riesgo/proteccion, modificar la gravedad de la enfermedad o modificar la respuesta al
tratamiento. Los polimorfismos de riesgo confieren una predisposicién genética para
desarrollar asma, a diferencia de los de proteccidon los cuales protegen o limitan el
desarrollo de la enfermedad (estos no han sido reportados en asma). La mayoria de
los polimorfismos de susceptibilidad se encuentran en genes que codifican para
proteinas involucradas en procesos inflamatorios; en la sintesis de IgE y en la

respuesta inmune (Tabla 2). Entre los mas importantes estan las citocinas y sus

receptores (Jiménez MS, 2009).
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Tabla 2. Ejemplo de Genes asociados a asma que han sido
replicados en mas de 5 estudios independientes

Gen Loci variante Funcién
GSTM1 1p13.3 +/ null Detoxificacion de estrés oxidativo y ambiental
FLG 1921.3 Arg510X, 2282del4 Integridad de la barrera epitelial
IL10 1931-g32 -1082A/G,-571C/A Inmunoregulacién
CTLA4 2q33 -318C/IT, 49 A/G Inmunoregulacién e inhibicién de la respuesta
linfocitos T
cD14 5q31.1 -1721G/A, -260C/T Inmunidad innata y respuesta microbiana
L4 5q31.1 -589C/T, +33C/T Diferenciacién de Th2 e induccién de IgE
SPINK5 5q32 -589C/T, +33C/T Inhibidor epitelial de proteasas de serina
ADRB2 5q31-q32 Arg16Gly, GIn27Glu Relajacion del muasculo liso
HAVCR1 5q33.2 6383_5397del Regulacién de respuesta de linfocitos T, receptor
HAV
LTC4S 5q35 -444A/C Biosintesis de cisteinil leucotrieno/inflamacion
LTA 6p21.3 Ncol (intrén 1) Inflamacion
TNF-alfa 6p21 -308 G/A, -238 G/A Inflamacién
HLA- 6p21 alelos multiples de Presentacion de antigenos
DRB1 SNP
HLA- 6p21 alelos Multiples de Presentacion de antigenos
DQB1 SNP
HLA- 6p21 alelos Multiples de Presentacion de antigenos
DPB1 SNP -
GPRA 7p14.3 haplotipos Regulacion de crecimienttln celular y mecanismos
neurales
FCERIB 11913 lle181Leu, Receptor de IgE de alta afinidad
Gly237Glu __
CC16 11q12.3 38 A/G Proteina antiinflamatoria dgrvgda de ep!tello
GSTP1 11913 lle105Val Detoxificacion de estrés oxidativo y ambiental
1L18 11g22.2 -656T/G, -137G/C Inducciér! 'de INFo. y TNF
STAT6 12q13 2964G/A, (GT)n Senalizacion de IL4 e IL13
exon 1 —

/T, 5266C/T Sintesis de éxido nitrico y comunicacién c_elular
gl?li; :ig%}g 3!322)2 ~1903G/A Serin-proteasa quimotriptica de mastocitos
IL4R 16p12.1- lle50Val, Glu155Arg Cadena-a de los receptores de IL4 e IL13

p12.2 . z -
CCL11 12%211;- Ala23Thr, -1328G/A Quimoatrayente %T) i?;'i’;?ﬁlos derivado de
' Inactivacién de mediadores inflamatorios
TACE 17923.3 - 5lg/gdg/IT Inmunoregulacién de Ia proliferacién celular
SFB1 19913.1 iltiol Interacciones cél-cél y cél-MEC
ADAM3S 20p13 SNPS‘ o pres iotensinégeno, HAVCR1: recerptor celular 1 del virus de
FLG: filagrina, ACE. Enzima 1 convertidora de gndgelosuscepﬁbilidéd a asma (Jiménez M 2009;Vercelli, Nature

hepatitis C, GPRA: receptor acoplado a proteina
2

009)
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1.2.3.A Los genes de las Citocinas

Las citocinas, son proteinas que acttian como mediadores de sefiales y estan
vinculadas en la induccion y control de una multitud de funciones celulares en los
sistemas inmune y hematopoyético, entre las que se incluyen, su participacién 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 esta 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 activacién de los linfocitos B para la produccién de
IgE, la diferenciaciéon de los linfocitos ThO a Th2, asi como la quimiotaxis y la
adherencia de eosindfilos. Los estudios de asociacion han contribuido y han
ampliado el conocimiento sobre la funcién de esta interleucina. El gen /L-4 se
localiza en la regién cromosomica 5q32.1-1.32 y a la fecha se han descrito algunos
polimorfismos en su regién 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
asociacion con niveles elevados de IgE en las poblaciones caucasica y japonesa
(Walley y Cookson, 1996; Chiang y cols., 2007). Por otro lado, se sabe que la IL-13
tene una participacion como mediador de la inflamacién  alérgica.

Experimentalmente se ha observado que induce varios de los sintomas asociados a
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asma, ya que, promueve la hiperreactividad inducida por alergenos, dafio de células

epiteliales, hiperproduccién de moco y eosinofilia. Por su parte, en el gen de IL13
que se localiza en el cromosoma 5931 se han descrito 46 SNPs, de los cuales los
polimorfismos GIn110Arg (rs20541) y 2044G/A han mostrado asociacion con asma y
eosinofilia, mientras que el SNP C-1112T(rs1800925) contribuye con

hiperreactividad bronquial (HRB) y asma. (Heizmann y cols 2000, He y cols, 2003).

i) Elgende lainterleucina 17- F (IL-17F)

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 proteina de 153 aminoacidos y comparte un 40% de homologia
con la IL17-A (Kawaguchi M, 2006).

En este gen se han descrito cerca de 120 SNPs; sin embargo, los estudios de
asociacion han mostrado que soélo el rs763780 esta involucrado en la etiologia del
asma. Este SNP conduce al cambio de una histidina por una arginina en el
aminoacido 161 (H161R) de la proteina. Kawaguchi y cols. (2005) probaron el efecto
funcional de este SNP y encontraron que el genotipo mutante de 1117-F no fue capaz
de inducir la via de sefalizacion que involucra RAF1, MAPK1/2 y MAPK1/3, ni
tampoco de inducir la expresion de citocinas y quimiocinas proinflamatorias como
CSF2, IL-8, CXCL1 y CXCLS5 en una linea celular humana de epitelio bronquial.

Un estudio genético que sugirié asociacién fue el descrito por Kawaguchi y
cols. en el afio 2006, en el cual se incluyé una poblacion japonesa de 432 pacientes
y 435 controles, y se encontré que en estado homocigoto (161R), el polimorfismo

conferia proteccion para asma en la poblacién estudiada. Estos resultados fueron
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controversiales con aquellos reportados previamente por Ramsey y cols. (2005)
donde genotipificaron 5 SNPs en este gen en 1,027 pacientes femeninos
norteamericanos y no encontraron asociacion entre estos SNPs o sus haplotipos
con asma, incluyendo la variante H161R. sin embargo, esto podria ser explicado por
desequilibrio de ligamiento con la verdadera variante, diferencias en los factores
ambientales entre poblaciones o por genes modificadores involucrados que puedan
influir en la asociacion. Como sea, estos resultados podrian ser objeto de replicacién
en otras poblaciones; ya que, la evidencia disponible en relacién 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.

1.2.3.B Factores de transcripcion

Dentro de los mecanismos de inmunoregulacion en la funcion de las células
Th17, se ha reportado que los factores de transcripciéon Ets-1 y FoxP3 tienen un
papel crucial en la regulaciéon de estas células, ya sea a través de la interaccion
directa entre estos factores con los factores de transcripcion propios de los linfocitos
Th17 o de la disminucion de la expresién de otras interleucinas pro-inflamatorias
involucradas en la diferenciacion de este linaje celular, como la IL-2 (Chen Z y O’

Shea J, 2007: Miossec P y cols., 2010; Moissan J y cols, 2007).
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i) Elgen del factor de transcripcion Ets-1 (ETS1)

Las proteinas Ets comprenden una familia de factores de transcripcién que
comparten un dominio Gnico de unién 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 invasién y metastasis en tumores malignos
del humano. Los factores de transcripcién Ets se unen al DNA por medio de una
region carboxilo terminal de 80 aa a una secuencia consenso (GGGAA/T) llamada
EBS, del inglés (ETS Binding Site). Estas regiones estan presentes en los
promotores de genes involucrados en la proliferacion celular, diferenciacion,
desarrollo, hematopoyesis, apoptosis, remodelacién de tejidos y angiogénesis (Mc
Kinlay, 1998).

Se ha sido reportado que la deficiencia de Ets-1 esta asociada con un
incremento en la proliferacion de células Th77, en la produccion de IL-17 in vivo e in
vitro y con la sobreexpresion del RNA mensajero para IL-22 e IL-23 en respuesta a
IL-6 y TGF-beta (Chen Z 2007; Mc Kinlay 1998). Por otra parte, Moisan y cols. en el
afio 2007 reportaron niveles elevados de IL-17 en células T knock out (KO) para
ETS1, y en tejido pulmonar de modelos murinos KO Ets1, en los cuales ademas, se
observé sobreproduccion de moco en vias aéreas. Nakamura y cols en el afio 2004,
demostraron, en ensayos in vitro, que la expresion del factor de transcripcion Ets-1
estaba incrementada en la via aérea de pacientes asmaticos cuando se llevo a cabo
una comparacién con los individuos sanos. Estos mismos autores también
demostraron que en fibroblastos derivados de la mucosa de las vias aéreas de estos
pacientes existia relacion entre la expresion de Ets-1y la expresion de Tenascina y

Metaloproteinasa 9 (MMP9), en un mecanismo dependiente de TNF-alfa.
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Interesantemente, tanto |a Tenascina como MMP9 son enzimas involucradas en la
remodelacion de las vias aéreas de pacientes con asma. Por otro lado, previo a la
realizacion de esta tesis, en nuestro laboratorio el grupo de investigaciéon en
enfermedades inmunes de| INMEGEN realizé6 un estudio amplio del genoma
comparando nifios asmaticos y controles sanos, donde se encontraron evidencias de
asociacion estadisticamente significativas con los SNPs rs4497423, 1940745 y

12795392, lo que sugirié la participacion de ETS7 en asma (comunicacién personal).

ii) El gen del factor de transcripcién FoxP3 (FOXP3)

Foxp3 del inglés (forkhead box P3) es un factor de transcripcion codificado
por el gen FOXP3 localizado en la regién p11.23 del cromosoma X, contiene 12
exones y codifica para una proteina de 13.8 kDa. FoxP3 se expresa en una
subpoblacion 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 proliferacion de las células Th17 es regulada indirectamente por la
funcion de las células T reguladoras (Tregs). Se sabe que la subpoblacién de Tregs
es esencial para la preservacion de la tolerancia periférica y que a través de la
estimulacion del receptor de células T (TCR) y de TGF-1, las células T CD4+
inactivas (Th0) se pueden transformar en células con efectos supresores (Robinson
DS, 2009).

En las células T CD4+ virgenes, TGFB-1 induce la expresion de los factores
de transcripcion RORy-t en las células Th17 y Foxp3 en las células Treg. A pesar de
la induccion de RORy-t, TGF-beta no es capaz de inducir la diferenciacion de las

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

estén presentes (/vaylo | y cols, 2007).



Se ha encon ;
trado que solamente |3 iIsoforma completa de Foxp3 interacciona

con RORy-t e inhibe su funcion, 1o que sugiere que Foxp3 inhibe la expresion de /L-

17 dirigida por RORy-t. Ademas, también se ha descrito que las mutaciones que

eliminan la unién de Foxp3 a| DNA, disminuyen su habilidad de inhibir la expresién
de IL-17, sugiriendo que Foxp3 inhibe Ia expresion de los genes blancos de RORYy - t
por medio de union directa al factor de transcripcion RORy-t (/chiyama K y cols,
2008). La disminucion de la funcién inhibitoria de Foxp3 y la regulacion negativa de
su expresion, contribuyen al surgimiento de células Th77 en un ambiente de

sefializacion 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 afio 2007 ocurri6é un gran saito en los analisis de asociacion de fenotipo
y genotipo, con la publicacién del primer estudio amplio de asociacién del genoma
GWAS (por sus siglas en inglés). Los estudios de asociaciéon amplia del genoma,
que actualmente estan en marcha, han emergido como un nuevo enfoque poderoso
para identificar nuevos genes candidatos en las enfermedades complejas comunes.
Ademas, estos son de gran utilidad para identificar multiples variantes genéticas
asociadas con las enfermedades complejas, como el asma y sus fenotipos
asociados (Zhan J, 2008; Pinto LA, 2008).

Los estudios amplios de asociacion del genoma se basan en el analisis de un
gran ndmero 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 informacién de los patrones de variacion amplia del
genoma y de desequilibrio de ligamiento en cuatro muestras poblacionales que
facilita de manera importante el disefio Yy analisis de los estudios de asociacion y b)
la disponibilidad de microarreglos de alta densidad que contienen mas de un millén
de SNPs que proporcionan una cobertura de la mayoria del genoma humano
(Vercelli D, 2008; Zhang J, 2008). En el primer estudio de asociacién amplia del
genoma en asma que se realizd en poblacion infantil europea, se analizaron 307,328
SNPs y se reporté una asociacion significativa con SNPs localizados en los genes
ORM{1-like, ORMDL3 y GSDMB. Posteriormente, estos resultados fueron replicados
en estudios subsecuentes incluyendo a la poblacién mexicana (Wu H y cols, 2009).
Este abordaje también ha mostrado que la regién 9q21.31 es un locus de
susceptibilidad para asma en poblacién pediatrica mexicana. En este analisis donde
se incluyeron 492 trios se identifico que el SNP rs2378383 localizado rio arriba del
enhancer LTE4 es un nuevo locus de susceptibilidad para desarrollar asma en la

poblacién infantil mexicana (Wu H y cols, 2010).

1.4 IMPORTANCIA DE CONTINUAR CON EL ESTUDIO DEL. TEMA

Las dificultades inherentes al diagnéstico, asi como el impacto econémico real
que tiene el tratamiento de los pacientes asmaticos, 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 diagndstico preciso y las
estrategias de tratamiento adecuadas para disminuir no solo el impacto econdémico,
sino también el impacto social de esta entidad en nuestro pais.

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

debido a factores genéticos, por lo tanto la identificacion de estos factores, sin duda
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es una excelente alternativa para entender mejor la patogénesis del asma Y puede
conducir a mejorar las estrategias de diagnéstico y tratamiento.

Conocer el defecto basico de la enfermedad e identificar los principales
factores genéticos relacionados con sy etiopatogenia, contribuira a su entendimiento
y se podran sentar las bases para estudios funcionales y farmacolégicos que
permitan dilucidar los mecanismos bioquimicos y moleculares del asma. En un
futuro, el conocimiento generado de los estudios genémicos podran ser aplicados al
disefio de estrategias encaminadas a mejorar los métodos de diagnéstico y con

certeza, el desarrollo de tratamientos mas individualizados.
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. JUSTIFICACION

El asma es la enfermedad crénica mas comun en la infancia y en México es

una de las principales causas de hospitalizacion de nifios, lo que aunado al alto

costo de su tratamiento, hacen de ella un problema de salud puablica. 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 mas de 120 genes candidatos que
confieren riesgo para asma o modifican su gravedad y la respuesta al tratamiento.
Multiples andlisis genéticos han revelado que las diferencias en la contribucion e
importancia de los SNP involucrados en el asma, entre los diferentes grupos étnicos
podrian explicar la heterogeneidad poblacional en el riesgo a padecerla, por lo que
resulta importante identificar a las variantes de riesgo o proteccion en cada
poblacion.

El descubrimiento de nuevos factores genéticos asociados y aquellos que son
propios de nuestra poblacién, podré sentar las bases para futuros estudios que

permitan explicar mas detalladamente los mecanismos moleculares involucrados en

la patogénesis del asma.
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. HIPOTESIS

Variantes alélicas en genes implicados en la regulacién de la proliferacion y
diferenciacion de las células Th17, pueden conferir riesgo o proteccioén para el

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

V1 OBJETIVO GENERAL

Determinar si variantes alélicas en genes involucrados en la diferenciacion y

proliferacion de las células Th17 tienen una contribucién en la etiopatogénesis del

asma.

IV.2 OBJETIVOS PARTICULARES

a) Determinar si los SNPs localizados en los genes ETS1, IL17F y FOXP3 se

asocian con la susceptibilidad o proteccién para desarrollar asma en poblacién

infantil mexicana.
b) Determinar si existen haplotipos de riesgo o de proteccion para desarrollar asma.

c) Conocer las frecuencias de las variantes analizadas en la poblacion mexicana y

compararlas con las reportadas en otras poblaciones.
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V. METODOLOGIA
V.1 TIPO DE ESTUDIO

Se presenta un estudio de casos y controles
comparativo.

transversal, descriptivo y

V.2 ESTRATEGIA GENERAL

En este estudio se incluyeron un grupo de 320 nifios con diagndstico clinico
de asma y 424 controles sin antecedentes de asma y fenotipos relacionados. A cada
individuo se le tomé6 una muestra de sangre venosa periférica, de la cual se realizé la
extraccion de DNA genémico. Posteriormente, se evalué la concentracion e
integridad de cada muestra. El analisis de discriminacién alélica se realizé mediante
la técnica de fluorescencia de la 5’exonucleasa (TagMan), incluyendo 13 SNPs

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

Tabla 3. Caracteristicas de los SNPs analizados

Gen SNP Funcioén/localizacion | AM/Am
IL17-F | rs2397084 Exén 3/ E126G T/C
rs763780 Ex6n 3/H161R T/C
rs1953325 3’ UTR TIG
ETS-1 | rs1940745 | Region intergénica 5' A/IC
rs1128334 3' UTR CIT
rs4937333 3' UTR CIT
rs4497423 | Region intergénica &' T/IC
rs1275392 | Regién intergénica &' A/IG
FOXP3 | rs2280883 Intrén 10 T/IC
rs2232367 Exén 8/S181S CIT
rs3761549 Intrén 1 G/A
rs2232365 Intrén 1 CIT
rs2294021 Intrén 1 T/C

AM: alelo mayor, Am: alelo menor, Is: id. B
acido glutamico, G: glicina, H: histidina, R
UTR: regién 3’ no traducible, 5' UTR: region

ase de datos NCBI, E:
arginina, S: serina, 3'
5' no traducible.
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V.2.1 Caélculo del tamafio de muestra poblacional

=l caledlo de la muestra se realizs con el algoritmo del programa QUANTO
(htttp:/hydra.usc.edu./GxE), asumiendo un modelo de riesgo aditivo y tomando en

consideracién lo siguiente: a) disefio del estudio (casos y controles), b) valores

reportados de las frecuencias alélicas de los SNPs (0.01-0.3), c) prevalencia de la

enfermedad en la poblacion (10%), d) poder estadistico minimo del 80 %, e)
significancia estadistica de 0.05; f) un rango de valores de riesgo relativo o razon de
momios (OR) de 1.3-3.0 y g) un limite de confianza del 95 % (1-alfa= 95 %).

V.2.2 Poblacién de estudio

En este estudio se incluyeron 320 pacientes no relacionados de 5 a 17 afios
de edad, con diagnoéstico clinico y funcional de asma (espirometria); que fueron
reclutados de 4 instituciones de salud de tercer nivel de la Cd. de México (Hospitales
Regionales 1° de Octubre y Adolfo Lépez Mateos del ISSSTE, Hospital Infantil de
Mexico e Instituto Nacional de Pediatria). Cada paciente fue evaluado por un médico
Neumélogo o Alergdlogo. 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 Pediatria 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 afos para disminuir la probabilidad de seleccionar
individuos con susceptibilidad a padecer asma u otra enfermedad atépica. Todos los

pacientes y controles nacieron en la Republica Mexicana, al igual que sus padres
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abuelos y bisabuelos (mexicanos-mestizos) Y ambas subpoblaciones se parearon

por origen étnico y por género.

Para incrementar el poder estadistico del estudio se incluyeron 93 casos mas,

levando el tamafio de muestra de 320 a 413, los cuales fueron analizados

unicamente para los SNPs que mostraron asociacion.

V.2.3 Extraccién de DNA a partir de sangre periférica

Para la extraccion de DNA, se utilizaron alternativamente dos Kits, QlAgen
Blood (QIAGEN) y PUREGENE (GENTRA), bajo las especificaciones establecidas
por los proveedores. Se adicionaron 3 ml de solucién de lisis celular al tubo que
contiene el botdn de células blancas; se agitd vigorosamente en el vortex durante 1
min hasta eliminar los agregados celulares. Posteriormente, a este mismo tubo se le
agregé 1 ml de solucion para precipitar proteinas, se agité vigorosamente en un

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

El sobrenadante fue transferido cuidadosamente a un tubo limpio, al cual se le
agregd 5 ml de isopropanol para precipitar el DNA. Las hebras de DNA fueron

evidentes después de que el tubo se habia agitado por inversion por lo menos 6

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

500 pl de buffer TE (TEKNOVA).

V.2.4 Cuantificacion del DNA
La cuantificacién del DNA se llevé a cabo en un Nanodrop. El sistema arroja

la concentracién en ng/ul. Los indices de pureza y de proteinas se determinaron

automaticamente en este sistema. Un valor mayor a 1.6 indico un nivel de pureza del

DNA adecuado para realizar andlisis posteriores.
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V.2.5 Evaluacion de |3 integridad del DNA

La evaluacion de la Integridad del DNA se realizs mediante electroforesis en

geles de agarosa al 1%, tefiidos con bromuro de etidio. En el gel se cargé 1 ul de

DNA con 5 ul de azul de bromofenol. La electroforesis se corrié a 100 volts durante
30 minutos y finalmente se observo en un transiluminador con luz UV. La integridad

del DNA se consider6 adecuada cuando su peso molecular fue mayor a 23,000 (pb).

V.2.6 Disefio de oligonucleétidos Y sondas especificas

Las sondas de oligonucleétidos para analizar cada uno de los SNPs fueron
disefiadas 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 v3.0

(Applied Biosystem Foster City, CA, USA).

V.2.7 Método fluorescente de la 5’ exonucleasa

Para cada ensayo de discriminacién alélica se disefiaron 2 sondas especificas
marcadas en el extremo 5’ con fluorocromos diferentes, VIC para el alelo 1 y FAM
para el alelo 2. Ademas ambas sondas contienen en el extremo 3’ un “quencher”
(TAMRA) el cual mientras la sonda permanece intacta, inhibe la emisién de
fluorescencia. Durante la Reaccion de en Cadena de la Polimerasa (PCR) los

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

contiene la secuencia polimorfica, la sonda TagMan también hibrida con su

secuencia homéloga. Durante la amplificacion la AmpliTag Gold, que tiene actividad

tanto de DNA polimerasa como de exonucleasa 5-3’, es capaz de digerir la sonda

i “ er”. De tal manera
que hibrida y liberar la sefial fluorescente de la accion del “quench
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que, solo la sonda especifi

esta forma es posible diferenciar un alelo del

fluorescencia emitida (fig. 5).
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Figura 5. Analisis de TagMan. La polimerasa digiere
co%plementaria al ADN blanco, de esta forma el fluorocromo (VIC/FAM) que la
identifica emite fluorescencia, la cual es detecta_da 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 Anilisis de resultados e interpretacion de datos

La asignacion alélica tanto de casos Yy controles se realiz6 utilizando el
programa SDS, implementado en el sistema de PCR en tiempo real 7900 HT fase
(Applied Biosystems Foster city, CA, USA).

Se determiné la significancia estadistica de las diferencias observadas entre
casos y controles en la distribucion 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 evaluacion del equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) se
realizd mediante el programa FINETTI y la construccién de haplotipos se llevo a

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

VL1 POBLACION DE ESTUDIO

En el estudio, se incluyé una poblacién de 724 individuos no relacionados; de
los cuales 320 fueron nifios con diagnéstico de asma de 5-17 anos de edad y 424
adultos sanos como controles. De |os casos, 126 fueron femeninos (40%) y 193
(60%) masculinos, mientras que la poblacién control estuvo conformada por 174
(41%) femeninos y 250 (59%) masculinos (Tabla 4).

Para incrementar el poder estadistico del estudio se analizaron 93 casos mas
incrementando el tamafio de muestra de 320 a 41 3, unicamente para los SNPs que
mostraron asociacion en el andlisis previo. Con la muestra de 413 pacientes la

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

Tabla 4. Distribucion de género en la poblacion de estudio

CASOS | CONTROLES

- o)
GENER %) %)

Femeninos 126 (40)* 174 (41)

Masculinos 193 (60)** 250 (59)

Total de individuos 320 424

Poblacién adicional: * 35 femeninos, ** 58 masculinos
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Vi2 ANALISIS DE GENES CANDIDATOS

En este estudio se incluyeron 13 SNPs distribuidos en los genes candidato:
IL-17F (3), FOXP3 (5) y ETS1 (5). La distribucion genotipica y alélica 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 genotipificacion; ya que la composicion
genética de la poblacion se mantiene en equilibrio mientras no existan factores como

la seleccion natural, endogamia o nuevas mutaciones.

V1.2.1 Anélisis 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 poblacion de estudio, resultado que coincide con lo
reportado para otras poblaciones como la europea, la asiatica, la africana y la
afroamericana. De los tres SNPs presentes en la poblacién mexicana, sélo el
(rs2397084 T/C) mostré diferencias estadisticamente significativas en la distribucién

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

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

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

anglisis de los polimorfismos rs763780 rs1953325 no mostré diferencias

o, =
significativas en su distribucion entre controles y casos (45vs4.5%,p=099y14

% vs 1.0, p= 0.486, respectivamente) (Tabla 5).
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estedisticamente. significativa (b = 0.027) en la distribucion del alclo G del

polimorfismo rs2397084 entre casos Yy controles femeninos. Este alelo se encontrd

en el 0.83 % de casos mientras que en controles en el 3.75%. Dado que en la

poblacion masculina no se encontré diferencias estadisticamente significativas, se
sugiere que las diferencias detectadas cuando se compararon casos y controles de

la poblacién total es dada por la asociacién conferida por el género femenino (Tabla

6).

Tabla 5. Analisis comparativo de la distribucién de SNPs en el gen IL-17F en
ninos asmaticos y controles

SNP % OR [95% IC ] P
Controles Casos
(424) (320)
12397084 (T/C) 3.1 1.29 [0.183-0.906] :
1.000
1s763780 (T/C) 4.5 4.5 [0.607-1.648] 0.994
1.389
151953325 (T/G) 1.4 1.0 [0.548-3.521] 0.486

OR: Odds Ratio, P= significancia estadistica 0.05, IC: Intervalo de Confianza
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Tabla 6. Analisis comparativo de la dis

nifios asmaticos Y Controlo o tribucion de SNPs en el gen IL-17F en

stratificando por género

0/0 (y
(]

M .
SNP asculinos OR p Femeninos OR
[IC 95 %] o P
Casos Cont Casos C [35 %IC]
2397084 (1C) | 16 | oe 05% | - e
[0.224-1582) | 92936 | 0833 | 375 | )00 506y | 0.027
1.051 0.818

rs763780 (T/C) 5.0 4.0 | [0.567-1.949] | 8742 3.3 4.0 [0.391-1.981] 0.655

rs1953325 (T/G)

1.347 1.465
2.4 1 .8 [0.529-3.427] 0-5303 3.6 2.4 [0.57'3-3.743] 0;422

OR: Odds ratio, P= significancia estadistica 0.05, IC: intervalo de confianza

Para incrementar el poder estadistico del estudio se analiz6 el SNP
rs2397084 (T/C) en 93 pacientes mas haciendo el analisis con un total de 413 casos
y los resultados fueron reproducibles, el alelo C fue mas frecuente en los controles
que en casos (3.1 vs 1.1%, respectivamente) y la significancia estadistica se
mantuvo (OR = 0.352, 95% IC: 0.164-0.755, p = 0.00518) (Tabla 7). Asi mismo,
también este comportamiento también se observé cuando se estratificé 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).

El analisis de genotipos de riesgo mostro resultados similares a los

encontrados para el alelo C (OR 0.344, 95% IC: 0.159-0.744, p=0.744) y dado que

no encontramos portadores homocigotos para el alelo de riesgo no fue posible

evaluar el modelo (dominante, recesivo O aditivo) bajo el cual esta variante

contribuye a la etiologia del asma.
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Tabla 7. Analisis comparativo de la distribucis
entre casos con asma infantil y contrlcflt;lsbuclon del SNP IL-17F rs2397084

SNP Frecuencia %
Controles Casos OR [95 % IC] P
n (418) n (403
152397084 p (403) —
(T/C) - 1.1 (0,160,755, 0.00518
Genotipo . .
i 392 394
TC 26 9
CC 0 0
s e 0.344 [0.159-0.744] 0.004

OR: Odds ratio, P= significancia estadistica 0.05, IC: intervalo de confianza

Cuando se llevé a cabo el analisis de haplotipos, no se observé evidencia de
desequilibrio de ligamiento (LD) entre las tres variantes analizadas (Fig. 6). Mediante
este analisis se obtuvieron 4 haplotipos con una frecuencia mayor al 1 %: TTT, TCT,
TTC y GTT. El unico haplotipo (TTC) que mostré diferencias estadisticamente
significativas fue el que contenia el alelo de riesgo del SNP rs2397084. Despues de
la estratificacién por género, el nimero de haplotipos identificados en la poblacion
masculina fue el mismo que en la poblacién femenina (4), excepto que en esta

Ultima el haplotipo GTT presenté una frecuencia menor al 1%. Al igual que lo que se

observé en el analisis de los alelos, las diferencias estadisticamente significativas

detectadas en la distribucion de los haplotipos entre casos y controles; el haplotipo

TTC presenté una distribucion diferencial Unicamente en poblacién femenina

= % |C: 0.17-0.95) (Tabla 8).
(controles: 0.8 vs casos: 3.7%, p= 0.022, OR= 0.41, 95%
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Figura 6. Andlisis de LD entre 3 SNPs del gen /LI7-F. Los
valores de LD se reportan en r°. No se observa LD entre los 3
SNPs analizados.

Tabla 8. Analisis comparativo de la distribucién de haplotipos del gen IL17-F
entre casos con asma infantil y controles

Haplotipo %, %
i P Femeninos P

rs2397084 (T/C Masculinos

rs763780 (TIC)) Casos Controles Casos Controles

rs195i°:_§l2_]5_(TlG) 91.4 90.0 0.865 95.0 91.6 0.116
TCT 5.2 4.8 0.870 3.2 4.(7) 832_7{
TTC* 1.5 2.6 0.296 0.80 3. :
GTT 1.8 1.4 0.579

* : 0 .17-0.95]
P significancia estadistica (0.05) , * OR : 0.41,1C 95 % [0
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Los S5 polimorfismos estudiados en ¢ gen FOXP3

rs2280883 (T/C), rs2232367 (C)

rs2294021 (T/C),
rs2232365 (CIT) y rs3761549 (G/A), se

ontraron en H
enc WE. Cuando se compararon las frecuencias de los alelos entre

casos y controles no se observaron diferencias significativas. Sin embargo, la
estratificacion por géneros mostré una diferencia significativa en Ia distribucion de
los alelos del polimorfismo rs2232367 C/T en la poblacién 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. Analisis comparativo de la distribucion de SNPs en el gen FOXP3
entre 116 casos con asma infantil y controles femeninos

SNP % OR [95% IC] P
Controles Casos
(173) (116)
rs2280883 T/C 1.7 2.0 [0.522??240] 0.524
5.351
rs2232367 C/T 0.57 3.1 [1.102-2%9901 0.035
rs3761549 G/A 15.0 16.0 [0.6(1353?‘15.521] 0.892
0.763
1s2232365 C/T 33.0 34.0 [0.542-1.075] 0.121
0.860
1$2294021 T/C 35.0 38.0 [0.610-1.213] 0.369

OR: Odds ratio, P= significancia estadistica 0.05, IC: intervalo de confianza
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significancia estadistica (P = 0.09) (Tabla 10),

Tabla 10. Analisis comparativo de la distribucién de SNPs en el gen FOXP3
entre 151 casos con asma infantil y controles femeninos del SNP rs2232367

SNP % del alelo menor OR [IC 95 %] P
Controles Casos
n (173) n (151)

57 2.4 4.081 0.090
rs2232367 0. - [0.841-19.798] '
Genotipo

CcC 171 144
CT 2 7
TT 0 0
CCvsCT 4.156 [0.85-20.321] 0.057

OR: Odds ratio, P= significancia estadistica = 0.05, IC: intervalo de confianza
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rs2232365 y rs2294021 (R= ;
(= 92) (Fig. 7) y se identificaron 6 haplotipos (TTTTG

CCCCG, CTCCA, CTCCG
, TTTTG, TTCCG) con una frecuencia mayor al 1%. Solo

el haplotipo TTTTG m 5 diferenci men n
p Ostro  diferencias estadisticame te significativas e
su

distribucion entre casos y control
es (3.8 vs 0.5%, OR 5.18
oo -16 p= 0.022). Es importante

del SNI I ; i i m

distribucion de SNPs (Tabla 11).

[ | S
1 !
|
i ) p
—p— oy |
=~ = = = =
= (==} o= o [Tz}
— [— [ ] o~Jd —
(=] = o o =2
o~ o [ ] o~d [
:; r';l (| oJd o
i = - - e

Block 1 (11 kb)
1

n FOXP3. Los valores de
Se observa LD entre los

s de LD entre los SNPs del ge
amiento se reportan en I".

SNPs rs2232365 y el rs2294021.

Figura 7. Andlisi
desequilibrio de lig
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Haplotipo

1.rs2294021(T/C .

2192280883 ((T/C)) % del haplotipo

3.rs2232367 (C/T) P

4.rs2232365 (C/T) Casos Controles

5.rs3761549 (G/A)
TTICTG 61.8 59.0 0.509
CCCCG 16.1 19.0 0.258
CTCCA 14.0 15.5 0.620
CTCCG 2.8 2.2 0.734
TTTTG* 3.8 0.5 0.022
TTCCG 04 2.0 0.141

*TIMG: OR=5.18, P=0.022
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(rs4497423. 31.9 vs 30.4%;
rs1275392: 31.5 vs 30.9%; rs1128334: 5
rs4937333: 42.0 vs 39.0%) (Tabla 12).

0745: 30.0 vs 31.8%-
rs194 > 2 Vs 6.3% y

Tabla 12, Analisis comparativo de la distribucién de SNPs en el
gen ETS1 entre casos con asma infantil y controles

SNP % de alelo menor OR[95 % IC] P
Controles Casos -
.0
14497423 (T/C) 31.9 30.4 [0.801-1.257] 0.976
0.939
r$1940745 (A/C) 30.0 31.8 [0.745-1.161] 0.520
0.993
151275392 (A/G) 31.5 30.9 [0.794-1.243] 0.952
T 0.812[0.514- 372
11128334 (C/T) 5.2 6.3 1.281] 0.3
= 1.112 0.268
134937333 (C/T) 42.0 39.0 [0.912-1.394]
\_

OR: Odds ratio, P= significancia estadistica 0.05, IC: intervalo de confianza
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Bl analisis de  haplotipos mostr, que los polimorfismos rs4497423 (T/C),

rs1940745 (A/C), 1275392 (A/G), localizados en una region aledafia a 5° UTR del

gen forman un bloque de alto LD (= 93 y 2= 94), mientras que los dos SNPs que

se encuentran en la region 3' UTR, no se encontraron en LD (r*= 3) (Fig. 8).

Considerando solamente a |os SNPs que formaron el bloque de LD, se

identificaron 3 haplotipos con frecuencia mayor al 1 %. En este blogue se formaron

los haplotipos TAA, CCG y CAA presentandose con una frecuencia mayor al 1%. El
analisis comparativo de de las frecuencias de los haplotipos entre casos y controles

no mostré diferencias estadisticamente significativas (TTA: p= 0.9432, CCG: p=

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

rs4497423
151940745
rs12793302 /
151128334
rs4937333

Block 1 (26 kb)
1

-
[4)]

Fioura 8. Analisis de LD entre los SNPs en el gen ETSI. Los Iralm-‘Se;]ge‘
Lg se re;‘)ortan en r-. Se observa un bloque con alto LD entre los S

rs1275392, el 151940745 y el rs4497423.
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Tabla 13. Analisis comparativo de la distribucién de haplotipos en
el gen ETS1 entre casos con asma infantil y controles

Haplotipo % haplotipo % haplotipo
1.rs4497423,2.rs Casos ConFtJrolez
1940745, 3.rs1275392 P
TAA 67.6 67.5 0.9432
CCG 31.2 31.1 0.9596
CAA 1.1 1.0 0.7491

* 1.154497423 (T/C), 2.rs1940745 (A/C) 3: rs1275392 (A/G)

Por dltimo, la comparacion de las frecuencias alélicas de los SNPs
analizados, entre la poblaciéon 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
caucasica y africana. En algunos casos las frecuencias son similares a las
encontradas en poblacién 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 aun
reportadas y en otros polimorfismos las frecuencias sdlo se reportan en 2 de las
cuatro poblaciones encontradas en las bases de datos, como en el caso de los

polimorfismos: rs1953325 y del rs2232367 lo que no posibilita la comparacion con

las frecuencias obtenidas en este estudio.
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Tabla 14. Comparacién con respecto otras

poblaciones de los frecuencias del
alelo menor de los SNPs analiza

dos en la poblacién mexicana

. 0, -
Gen SNP % Mex. % J';\,sf,'.a' %H'g‘ga % Eur. Asg;lwtb
African.
IL17-F 151953325 1.4 - - 7.5 1.0
rs763780 4.5 14.4 12 5 6.7
1s2397084 3.1 1.0 1.1 8.3 1.0
FOXP3 rs2294021 35 44 42 54 50
rs2280883 1.7 17 19 37.5 33
rs2232367 0.57 - - 5 1.0
1s2232365 33 - - - -
rs3761549 15 273 233 16.7 5.0
ETS1 rs4497423 32 20 28 44 68
rs1940745 30 18 25 43 32
rs1275392 31.5 16 21 40 36
rs1128334 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 poblacion mexicana son las frecuencias del alelo menor de cada SNP ,
estimadas en el grupo de controles tnicamente. (-) indica valor no reportado en la base de datos
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vi. DISCUSION

El asma es una enfermedad compleja causada por la interaccién de multiples
genes de pequefio a gran efecto Y por factores ambientales. Casi todos los estudios
gendmicos del asma se han dedicado al andlisis de alelos con una frecuencia mayor
al 5%, sin embargo, existe la hipétesis 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 cols, 2006).

Hasta la fecha se han identificado mas 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
todavia un reto, ya que los analisis genéticos de pacientes asmaticos realizados en
distintos paises han mostrado que el efecto de cada uno de estos polimorfismos en
la susceptibilidad para asma es diferente entre poblaciones y ain dentro de los
individuos de una misma poblacién (Jiménez M 2009, Vercelli D 2009).

En el presente trabajo se llevo a cabo un estudio de asociacion caso-control
para determinar si variantes genéticas en genes involucrados en la respuesta
inmune e inflamatoria, particularmente en la diferenciacion y proliferacion de las

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

mexicana.

En el estudio se incluyeron 13 SNPs localizados en los genes candidato /L17-

F, FOXP3 y ETS1. De los 4 SNPs localizados en el gen de IL17F, s6lo se observo

asociacién con el SNP rs2397084 (p= 0.00518, OR 0.352). La asociaciéon de este

SNP se reforzé con los hallazgos en el andlisis de los haplotipos. En este analisis se

_




(TTC), contenia el alelo menos comgn gef Polimorfismo rs2397084 (p= o 027), por lo

que s posible que el Comportamiento de este haplotipo se deba a |
ala

Kawaguchi y cols. (2006), demostraron que e genotipo C/C de rs763780 conferia
proteccion para asma en una poblacion Japonesa. En el otro estudio, Ramsey y cols
(2005) probaron un total de 50 SNPs en poblacién femenina norteamericana, sin
embargo, ellos no encontraron asociacion entre asma y las variantes estudiadas,
incluyendo al SNP rs763780. Aunque en este estudio no se encontré asociacion
entre el polimorfismo rs763780, cabe mencionar que en ninguno de estos 2 analisis
se incluyd al SNP rs2397084, sin embargo, es interesante notar que tanto el
rs2397084 como el rs763780 (asociado en poblacion japonesa), se localizan en el
exon 3 y ambos son no sindnimos (rs2397084: E126G y rs763780: H161R) y
muestran el mismo efecto de proteccidon en las poblaciones en las que se han
asociado. Por otra parte, el que ambos polimorfismos sean de sentido erréneo que
conduce el cambio de aminoacidos en la proteina, podria alterar su funcion. En un
analisis funcional in vitro con la variante H161R, Kawaguchi y cols. (2006),
demostraron que el alelo 161R conduce a una pérdida de la capacidad de IL17-F

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

epiteliales bronquiales. Los resultados controversiales entre la poblacion japonesa y

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

i i asma no son los
sefialan que los factores genéticos que contribuyen al riesgo para

i i uestro estudio
mismas en todas las poblaciones. Asi mismo, considerando que en n
e descarta la posibilidad de que
no se identificé LD (r?) entre estos marcadores no s
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iacion o
la asocia bservada del rs2397084 con la etiologia de Ia enfermedad se deba a

otros factores.

En otro sentido, el analisjs de los SNPs ¢n g gen FOXP3 en 116 pacientes

femeninos mostré asociacion significativa Unicamente entre el SNP rs2232367 y el

asma (p= 0.035), sin embargo al incrementar la muestra a 151 pacientes, solo se

observo una tendencia (p= 0.090). Estos resultados podrian ser explicados por el

pequefio nimero de muestra analizada a| estratificar por género, por lo que es
necesario incrementar el poder estadistico con un mayor numero de muestra para
obtener resultados mas confiables. Hasta el momento no hay reportes sobre
estudios de asociacién de este polimorfismo con asma o fenotipos asociados y
tampoco se conoce el efecto funcional que tiene el SNP en la proteina. Este SNP se
localiza en el exén 8 y es un SNP sinénimo y a la fecha no se conocen
completamente los efectos de SNPs sinénimos en la actividad de la proteina, pero
se ha documentado que algunos de estos cambios en los codones pueden afectar la
tasa de traduccion de la proteina (Hunt R y cols 2009). De tal manera que si este
SNP causara una menor expresion del factor de transcripcion Foxp3 y una
disminucién de las células Treg en los pacientes asmaticos, esto podria reflejarse en

una mayor proliferacion de células Th17'y consecuentemente en un aumento en la

expresion de citocinas proinflamatorias IL17. Esta hipétesis podria apoyarse en el

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

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

mismo, Lee y cols en el 2009 demostraron que la expresion de FoxP3 estaba

. Arqi comparacion con el
disminuida en las secreciones nasales de pacientes alérgicos en P

grupo control.
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Continuando con | ' i
as variantes localizadas en los factores de transcripcion
reguladores de la diferenciacion de |as ca
celulas Th17: e i i
» €N este trabajo también se

incluyeron tres SNPs  aledafios a £ST7 queé en un analisis preliminar con

i s, i .
microameglos, realizado en nuestro grupo Sugirieron asociacion a asma (rs1940745

54497423 y rs12795392). Después de un analisis bioinformatico, se determiné que
estos SNPs se localizan en la region intergénica entre Ia region 5 UTR del gen

ETS1y un pseudogen; por lo que se seleccionaron otros dos SNPs hacia la region

3" del gen (rs1128334 y rs4937333).

Nuestro analisis no mostro diferencias estadisticamente significativas entre la
distribucion 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 proteccién para
padecer asma, sin embargo, para confirmar o descartar la participacion de
variaciones en la secuencia del gen ETS7 en la etiologia del asma sera necesario
evaluar otros polimorfismos como variaciones en el numero de copias (CNVs) u
otros SNPs localizados en este gen, particularmente los de las regiones codificantes

para dominios involucrados en la unién de este factor de transcripcién con sus genes

blancos o realizar un analisis de expresion en pacientes asmaticos (Dittmer J 2003,

Wang Y 2010).

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

i en ETS1, pero existe
asma y fenotipos asociados que incluyan SNPs en el g

ipcié de estar
evidencia experimental que muestra que este factor de transcripcion pue

. i i . Nakamura
implicado en la fisiopatologia de esta entidad Yy fenotipos asociados. Na y

demostraron que Ets-1 podia regular la expresion de

cols. en el afio 2004 |
sabe que son proteinas relacionadas en

Metaloproteinasa-9 y de tenascina, que se
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odelacion i .
la rem de tejidos y en Ia Modificacion de la gravedad en asma. Por otra

, en el ano 2 ;
parte 007 Moissan Y cols reportaron que modelos murinos Knock Out

para ETS1, presentaron nijveles elevados de células Thi7 e IL-17 en tejido

pulmonar, junto con produccién excesiva de moco en vias aéreas. Ademas, se ha
* ’

encontrado  que modelos murinos deficientes de este factor de transcripcion

presentan una enfermedad parecida a LES, caracterizada por altos niveles de
anticuerpos y de células Th17 autorreactivas, sugiriendo su participaciéon en
procesos inflamatorios (Yang W, Shen N 2010).

El analisis comparativo de las frecuencias alélicas entre la poblacién
mexicana y otras poblaciones reportadas (tabla 14) demostré, de forma general, una
vez mas la heterogeneidad genética entre las poblaciones, lo que apoya el hecho de
que es necesario realizar estudios de asociacion en genes involucrados en la
fisiopatologia del asma en nuestra poblaciéon para determinar las variantes propias
involucradas que puedan tener un significado funcional y genético importante.

En resumen, éste es uno de los pocos analisis que reportan a un SNP de
proteccién para asma en el gen /L717-F y que sugiere que un SNP en el gen FOXP3
presenta una tendencia de riesgo en poblacion infantil mexicana. Conocer el efecto

de estos SNPs en la funcién de las proteinas, debera ser uno de los principales

objetivos de estudios posteriores.
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vil. CONCLUSIONES

Nuestros datos sugieren que:

1. Polimorfismos en el gen /L17-F confieren proteccién para padecer asma en los
nifos mexicanos.

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

3. Es necesario incrementar el nimero de muestra y evaluar el efecto de la
sustitucion de aminoacidos en el SNP rs2397084 en la funcion de la proteina.

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

5. Existen diferencias en la distribucion de los SNPs analizados entre la poblacién
mexicana y otros grupos étnicos. :

57



IX.

REFERENCIAS

Abbas AK, Lichtman AH Pob
~ ’ er SP, ln ,
Espafa 2004, 42 ¢d. g McGraw-Hill interarr?w:?izg)ng;a P(;?!luﬁ[z)(; Molecular.
Afzali B, Lombardi G, Lechler R|
and _regulatory T cells (Treg), il;,ord G. The role of T helper 17 (Th17)

autoimmune disease. Clinical an

Arbes J S et al. Asthma Cases attributable to atopy: results from the third

national health and nutrition examination su
. rvey.
Clinical Immunology 2007:120 (5): 1139-1148 ey. Journal of Allergy and

Awasthi A Kuchroo V. Th17 cells: from precursors to players in
inflammation and infection. international immunology 2009; 21(5): 489-98.

Ayyogb M et al. Human memory FoxP3* tregs secrete IL-17 ex vivo and
constitutively express the Th17 lineage-specific transcription factor
RORgamma-t. PNAS 2009. 106(21):8635-8640.

Baca V, Orozco L. La genética de las enfermedades complejas en: la
frontera: Genética Molecular de la enfermedad. Ed. Insituto Politécnico

Nacional 2004. Cap 3, pp: 77-91.

Barnes JP. Immunology of asthma and chronic obstructive pulmonary
disease. Nature 2008, 8: 183-191.

Barrientos RR. Identificacion de la mutacién AF508 en el gen CFTR_ y de
SNPs en genes candidatos y su asociacion con asma eén pacientes
pediatricos Mexicanos. México 2008. Tesis de maestria. Universidad

Auténoma de la Ciudad de México.

report (Global Initiative for Asthma).

Bateman ED, Fitzgerald M. GINA ~vention 2008. Capitulos:

Global strategy for asthma management and pr
1-5.
Bel EH. Clinical phenotypes of asthma. Current Opinions in Pulmonary.
Medicine. 2004;10:44-50. P3
me Forkhead Box
et al X C.hror'nos.O h cohorts. Allergy
p%?;trﬁ:)nrzhisnﬁ:\;ssociate with atopy in girls in three dutc

) : 865-74
2010. 65(7) s. The Lancelet 2005.

, iati die
Cardell HJ, Clayton GD. Genetic association studi

366;24: 1121-31.

58



Chen Z, Laurence A o

& » O'Shea J. g
transcnptlona| regU|ati0n in th : S'Qnal tranSdUCtion
immunology 2008: 19(6); 400-% é:.ontrol of Th17 differentiatior?.a g\xl%s;r: 2;1
Chen Z, O'Shea JJ. Th17

Immunology Research 2008: 41 871 02fate for differentiating helper T cells.

Chiang CH, Tang YC, Lin MW, C

) ’ h M H
promoter  promoter polymorphisn:j: ° gﬂn\:j. Mseacation between the IL-4
hiperresponsiveness in Taj

Thoracic Society 2007:4: 227-233. + rroceedings of the american

Craig PH et al. Comprehensive testing of positionally cloned asthma genes

in two populations. American journal of respi e
medicine 2007: 176: 849-57. spiratory and critical care

Daley D et al. Analyses of associations with asthma in four asthma
population samples from Canada and Australia. Hum Genet 2009;
125:445-459.

Denise L, Choudry S, Ung N. ADAM33 is not associated with asthma in
Puerto Rican and Mexican Populations. American Journal of Respiratory
Care Medicine 2003; 168:1312-1316.

Dittmer J. The biology of the ETS1 proto-oncogene. Molecular cancer
reviews 2003; 2: 1-21.

Dong C. Diversification of T-helper-cell lineages: finding the family root of
IL-17-producing cells. Nature rev/immunol 2006; 6: 329-33.

Freeman LJ. Copy number variation: New insights in genome diversity.

Genome research 2009: 949-59.

DL3 geneis associated with asthma in

Galanter J, Choudry S, Eng C. ORM urnal of Respiratory and

i i ] Jo
three etnically diverse populations. American
Critical Care Medicine 2008; 177: 1194-1200.

iménez MS, Baca V, Orozco L.
w ceptibility to childhood-

Garcia OH, Velazquez CR, Rosales EF,
pulation. Annals of the

Association of TLR7 copy number varia:\i;'J:Xi\glgz ;‘;
onset systemic lupus erythematosu1s 5|n

Reumatic diseases Diseases 2010.1-5. P
tic variants of the a .
He JQ, Chang-Yeung M. Becker AB- Genelnc- Genes and Immunity 2003;

i i hildre
ic diseases In at-risk C
s L13 signalling and

4:385-9. ; netic variants of IL13 St
Heizmann A, Mao XQ, Akf;Lv;/:?al\g. A/%?ecu/ar B ematics 2000; 9:549.59.

human asthma and atopy-
59



Hancock BD, Romje
. ) ! ul, Sienra-
implicates Chromosgg ra-Monge JJ. Genome-y; it
) sthma in
; $1-
Hannah JG, Gould JH ,
immunology 2008 : g 20|§’~E1|2 allergy and asthma today. Nature reviews/

26-36. N Molecular Biology 2009. Humana Press. Pp:

Ichiyama K, Yoshi .
177 mRNA trahr:csjirigfiovr:/ati:caaﬁazazhl g ooy cte FOR meeiatag
. : . irect i i i

journal of biological chemistry 20%8;283(25)1?1t$6%(§|.%ggwnh RORyt. The

Iniesta R inG alisi
, Guind E, Moreno V. Analisis estadistico de polimorfismos

geneticos en estudi ' ol ot c
21, OS epidemiologicos. Gaceta sanitaria 2005 19(4): 331-

lvaylo 1, Zhou L, Litman D. Tr ipti
; sl . . anscriptional regulatio
differentiation. Semminars in Immunology 2007;19(6): 4(:?9-41{1 o T

Harold J, Knowles S, et al. Second tobacco smoke in children with asthma:
sources of a parental perceptions about exposure in children and parental
readiness to change. Chest 2008; 133(6): 1367-1364.

J|ménez-Mora!es S, Velazquez CR, Ramirez BJ, Martinez AN, Orozco L.
Tumor necrosis factor-alfa is a common genetic risk factor for Asthma.
Juvenil Rheumatoid arthritis, and Systemic Lupus erythematosus in a
Mexican pediatric population. Human Immunology 2009; 70:251-56.

Jiménez-Morales S. Identificacion de SNPs en genes involucrados en la
respuesta inmune e inflamatoria asociados a asma infantil. México 2009.
Tesis doctoral Universidad Auténoma Metropolitana.

M, Takashi D, Noboyuki H. IL-17F sequence variant
tion against asthma and antagonizes

llergy and clinical immunology 2006;

Kawaguchi
(His161Arg) is associated with protec

wild type IL-17F activity. Journal of a
117(4):795-801.

Lewin B. Genes IX. México 2008. Ed. Mc Graw Hill Interamericana. Pp:

609-43.
nética de la enfermedad tomo Il.

o OE. La frontera: ge
Luna AJ , Orozc Nacional. Cap. 3.

México 2004. 12 ed. Instituto Politécnico

60




M Gary, Weiss S T.

; Asthma i
of respiratory and crj main S

. anics: ,
tical care mep ICs; state of the art. American Journal

dicine 2006; 173: 144-163.

Manian P. '
Genetics of asthma: A Review. Chest 1997; 112(5): 1397-408

Martinez  Aguilar N E.

Etiopatogenia ,
desencadenantes de asma. Alergia de MéxicZ) 25?)3%2? 81?)832 :.I;IGSQO y

Mc Kinlay, Tymms M Ross T
granulocyte-macrophage oot
activation. The journal of im

. ne role of ETS-1 in mast cell
colony-stlmulatmg factor expression and
munology 1998.161: 4098-1 05.

Miossec P et al. Interleucing 17 5
y células T i
New Englad Journal of Medicine 201011y 4- golaboradoras tipo 17. The

Moisan J, Grenningloh R, Betellj E, Oukka M, Cheng C-l. Ets-1 negative

regulator of Th17 differentiation. The Journal of . v
2007. 204(12): 2825-835. of Experimental Medicine

Nakamura Y, EsnaL_llt S, Maeda T, Kelly A, Malter J, Jarjour J. Ets-1
regulates TNF-alfa-induced Matrix Metalloproteinase-9 and Tenascin

egpression in primary bronchial fibroblasts. Journal of immunology 2004.
1945-51.

Neffen H y cols. Asthma control in Latin America: the Asthma Insights and
Reality in Latin America (AIRLA) survey. Revista Panamericana de Salud
Publica 2005;17(3):191-7.

Oboki K, Ohno T, Saito H, Nakae S. Th17 and Allergy. Allergy International
2008: 57:121-134.

Ohashi J, Tokunaga K. The power of genome-wide association studie; of
complex disease genes: statistical limitaionsof indirect aproaches using

SNP markers. Journal of Human Genetics 2001; 46:478-482.

i i i lymorphisms as a
Palmer LJ, Cookson WO. Using single ‘nucleotlde p .
means to understanding the pathophisiology of asthma. Respiratory

reseseach 2001, 2:102-112.

Pértegas D, Fernandez P. Calculo del poder estadistico de un estudio

Atencién primaria investigacion 2003:1-7.
besch M. Impact of genetics in childhood asthma.
-S75.

dios epidemiolégicos de casos y
Efetg y aplicaciones. Salud Puablica de

Pinto LA, Stein TR, Ka :
Jornal de Pediatria. 2008; 84 (4):68

Ponce LE, Martinez SE, Avila HM.

controles. Fundamento tedrico, varian
México 2001; 43(2): 135-50.

61



' : r fr
homozygozity than europea 'SQUency of thezorisk haplotype an its
Cs 2007; 121(6): 721-7.

Polymorphisms in the interi amargo CA, Weiss ST ¢ 5
_ eu » Celedén JC.
and Immunity 2005: g. 236-241l_(IrI 17F gene (IL17F) ang asthma. Genes

Rogers JA et al Assesin ibili
S . g reprodu
as.s'omatlons, using Genome-widg data(.:llté)\lr'g
critical care medicine 2008; 179: 1084-1089

y of asthma candidate gene
erican journal of respiatory and

Romagnani S. H o
0 1-3. uman Th17 cells. Arthritic Research and Therapy 2008:
ruiling L, Romieu I, Sienra Monge J, et al. Genetic polymorphisms in

transforming growth factor beta-1 (TGFB1) and. ehihouy
: th
atopy. Human Genetics 2007; 121 (5): 520.538, asihma and

Rutter JL Et al. A single nucleotide polymorphism in the Matrix
Metalloproteinase-1 promoter creates an ETS bibding site and augments
transcription. Cancer research 1998: 58: 5321 -5325.

Saleh A, Shan L, Halayko AJ, Kung S, Gouni AS. Critical role for STAT3 in
IL-17A-mediated CCL11 expression in human airway smooth muscle cells.
The journal of immunology 2009; 3357-365.

Shastry B. SNPs: Impact on gene function and phenotype-Sinige
Nucleotide Polymorphisms, Methods in Molecular Biology 2009. Humana

Press. Pp: 3-12.

Shen GQ, Abdulliah KG, Wang KQ. The TagMan method for SNP
genotyping-Single Nucleotide Polymorphisms, Methods in Molecular

Biology. Humana Press.Pp: 293-304.

Sitio electrénico de la Organizacion Mundial de la Salud:

www.who.int/esp/.

Solezzi SI. Miranda HA, Gil EJ et al. Analysis pf genqmic inel\n;lsiz(sgcén
Mexican I\}Iestizo populations to develop genomic medicine in Mexico.

Procedures of the National Academy of Sciences:1-6.
olar Macrophages Mediate Allergic Lung

-17-producing Alve _ . . .
ﬁ\%r;?n%:tti:r'{ Ill?-elatSd to Asthma. The journal of immunology 2008; 181

6117-124.

62



Stram OD. Tag snp Selection for

epidemiology 2004: 27- 365-74 association studies. Genetic

Sudeepta A. IL-17 -
. prototype m
Journal of leucocyte biology 2002;9;116.3%; of an emerging cytokine family.

Vargas Becerra MH. Fisio i
2009: 56: S24-828 patologia del Asma. Revista Alergia de México

Vercelli D. Discovering suceptibili
Reviews/immunology 2008: 8? 1(|33Y1 g;"es for Asthma and Allergy. Nature

Villareal BA. Prevalencia de asma y otras enfermedades alérgicas en

nifios escolares en Ciudad Juarez Chi “bli -
2007; 43 (5): 433-443, » Chihuahua. Salud Publica de México

Voo S K. Identification of IL17-producing FOXP3* regulatory T cells in

humans. Procedures of the National Academ f Sci . .
4793-4798, y of Sciences 2009; 106(12):

Walley A:J, Cookson WO. Investigation of a interleucin 4 promoter
polymorphism for associations asthma and atopy. Journal of Medical
Genetics 1996, 33:689-92.

Wang S, Rojas W, Parra M et al. Geographic patterns of genome
admixture in latin american mestizos. PLOS genetics 2008; 4(3): 1-9.

Wu H, Romieu |, Shi M et al. Evaluation of candidate genes in a genome-
wide association study of childhood asthma in Mexicans. Journal of Allergy

and Clinical Immunology 2010; 125(2): 321-31.

Wu H, Sienra MJ et al. Genetic variation in ORM1-like3 (ORMDL3) and
gasdermin like (GSDML) and chilhood ; 64 (4): 629-635.

iati i iation in G-protein-
Wu H et al. Lack of association betweep genetic v_anatlon in
coupled receptor for asthma susceptibility and childhood asthma and

atopy. Gen and imm 2008; 9: 224-30.
MJ Et al. Parental smoking modifies the reation

i ilhood
tumor necrosis factor-alfa (TNF) and Chi
y 7. 115 (4): 616-20.

Wu H, Romieu |, Sien‘ra .
between genetic variation | : >
Asthma. Envirom Health perspectives 20

_wide association study in Asian
Y _ Shen N et al. . Genome-Wi in Asian
pggglam/)ns identifies variants In ETS1 atpd zlgqu()F\g(lZ)?f;);:{ae
Systemic Lupus Erythematosus. PLOS genetics :

63



Yang X O et g, TH17 lineage differentiation s programmed by orphan
nuclear receptors RORJang ROR-gamma. Immunity 2008; 28 (1): 29-39.
Zeggini E, Loannidis J. Meta-analysis in genome-wide association studies.
Pharmacogenomics 2009: 1 0(2): 191-201.

Zhang J, Paré DP, Sanford AJ.

Recent advances in asthma genetics.
Respiratory Research 2008; 9(4):1-8.

Zhou L et al. TGF-beta-induced FOXP3 inhibits TH17 cell differentiation by
antagonizing ROR 3t function. Nature 2008; 453: 233-240.

Ziegler S, Buckner J H. FOXP3 and the regulation of treg/Th17
differentiation. Microbes Infect 2009. 11(5): 594-598.

64



X. GLOSARIO

Alelo: Una de dos 0 mas alernatiyas de la secuencia Nucleotidica de
un gen.

Alergeno: proteina o sustancig que induce ung réaccion alérgica

Atopia: presencia de altos niveles de IgE en suero Y pruebas cutaneas positivas a

alergenos comunes.

Concordancia: pares o grupos de individuos idénticos en fenotipos. Presencia de
un caracter entre gemelos.

Cosegregacion: herencia conjunta de dos marcadores por su cercania fisica o de
dos caracteres porque existe una relacion entre si.

Desequilibrio de ligamiento (LD): segregacion de dos o mas marcadores en un
porcentaje mayor al esperado (> 50%) porque existe baja tasa de recombinacién
entre ellos 0 es una mutacion de origen reciente.

Enfermedad compleja: patologia que resulta de la interaccion de varios factores
ambientales y genéticos y que no muestra un patrén de herencia definido.
Enfermedad monogénica: entidad causada por mutaciones en un solo gen.
Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE): la composicién genética de una poblacion
se mantiene en equilibrio mientras no existan factores como la seleccion natural, la
endogamia, nuevas mutaciones, etc. Que la modifiquen. Desviaciones en el HWE

pueden ser resultados de errores de genotipificacién o una asociacion real entre el

marcador y la enfermedad.

T i e historia
Estratificacion: la presencia de muestras de individuos con diferent

. e puede ser como
demografica y ancestral. Poblacion que contiene subgrupos que b

ineidad, etc.
Consecuencia de apareamientos nNO azarosos, consangu

ral de una poblacion.
Estudio de ancestria: evaluacion del componente ancest
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Falsa asociacion: Asociacion Positiva debij
ebida a estratificagig
ificacion de Ia mu
estra.

enfermedad en una poblacion.

Estudio caso-control: compara |a frecuencia con I que un marcador se encuentra

en un grupo de individuos afectados con |a que se detecta en individuos sanos,
Frecuencia alélica: porcentaje de un alelo determinado en una poblacion.
Frecuencia genotipica: proporcién en la que se observan los genotipos de una
poblacion de un liocus especifico.

Gen candidato: gen que por su funcion puede tener un participacion relevante en la
etiologia de la enfermedad.

Genome Wide Scan o Estudio amplio del genoma: estudios en los que un arreglo
denso de marcadores genéticos, los cuales capturan una proporcion 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 especifico o conjunto de genes de un individuo.

Haplotipo: conjunto de marcadores que se heredan en bloque.

Hiperrespuesta bronquial: respuesta excesiva a alergenos ambientales.

Heredabilidad: fraccion de la variabilidad fenotipica que es atribuible a los genes.

Heterocigoto: individuos con alelos diferentes en un locus.

Homocigoto: individuos con alelos idénticos en uno 0 mas loci.

i en dado.
Locus (plural Loci): lugar de un cromosoma donde se localizaun g

Odds Ratio (OR): cociente entre la probabilidad de que un evento suceda y de que

ili un evento es el
no suceda. Forma de comparar si la probabllldad de que ocurra

O se
mismo. Un OR = 1, implica que la probabilidad de que ocurra un evento

io es igual.
Presente una enfermedad entre los grupos dé estudi g
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. Coexl i
I l

Sonda: molécula de DNA
ue ite i
que permite identificar genes o
genes en Una secuiencia de DNA Secuencias especificas de
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\ )\ Medicna Genémica POLIMORFy
\ RESPUESTA AL T ’
POBLACION INFANTIL MEXICANfég;I\iISmO B
1.- Folio
FICHA DE IDENTIFICACION
Fecha
Institucion
1. Nombre
2. Tipo de asma

1=Leveintermitente 2= Persistente leve
3= Persistente Moderada 4= Persistente grave

3-Caso indice (0) Familiar (1)

4.- Registro

5. Sexo O=masc, 1=Fem

6.- Edad actual

fos, meses en decimales (ver claves)

1. Fecha de nacimiento

8. Direccién actual

9. Tel.

10- Lugar de nacimiento del paciente

.- Origen del padre

Origen étnico: 12.- Padre

14- Origen de la madre

Crigen étnico 15.- Padre

13.- Madre

16.- Madre

18.- Historia familiar

19- Otros (especifique)

20.- Edad de inicio de los sintomas

mrales

21.-Edad af diagnostico

afnos, meses en decimales
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ANTECEDENTES PERSONALES

22. Enfermedad atépica

23. Dermatitis

24. Rinitis

25. Asma

26. Alergia a medicamentos

27. Alergia a alimentos

28. Otros

ESTADO ACTUAL

29. Crisis aguda

30. Tos

31.Sibilancias

32. Disnea

33. Opresion toracica

34. Exacerbacion por:
Polvo

Animales

Humedad

Polen

Infecciones

Cambios climaticos

Estaciones

Ejercicio
35. Otros
36.- Talla Em 37.- Percentila CDC
38.- Peso kg 39.- Percentila CDC
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EXAMENES DE LABORATORIO Y GABINETE

Indicar el valor obtenido:

40. Niveles de IgE (técnica)

42. Prueba cutanea (14 alergenos)
1 positivo 2 negativo

Alérgenos tipos

FUNCION PULMONAR

Funcion Pulmonar Lts % del predicho

Polgar

44.- | FVC (pre broncodilatador)

45.- | FVC (post broncodilatador)

46.- | FEV1 (pre broncodilatador)

47.- | FEV1 (post broncodilatador)

48- | FEV1/FVC

49- | FEF25-75% (pre broncodilatador)

50- | FEF25-75% (post broncodilatador)

EVOLUCION EN EL ULTIMO ANO

51.-Tratamiento y seguimiento

52.- Desde hace meses

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. Tratamientoencasa ______ —— ——
110
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TRATAMIENTO EN LOS ULTIMOS TRES MESES

59.- Tratamiento
0 = regular 1= irregular

60.- Medicamento

0=Si 1=No D

0= topico 1= oral
B2-agonistas accion rapida/sem
B2-agonistas accioén prolongada
Esteroides
Antileucotrienos
Xantinas

Otros

COMPLICACIONES EN EL ULTIMO ANO

61 Respiratorias

Dosis

Dosis

Dosis y tipo

Dosis

———

Dosis

——

Dosis

0=no, 1= si, 9= seignora

62.- Fallecimiento

63.- Edad al fallecimiento

64.- Causa de muerte

HISTORIA FAMILIAR DE ASMA O ALERGIA

afios meses en decimales

84.- Consanguinidad de los padres

66.- N° de hermanos afectados

67.- N° de hermanos sanos

88.- N° tios paternos sanos

89 N° de tios paternos afectados
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70.- N° de tios maternos sanos

_—

71.- N° de tios maternos afectados

L

72.-N° de primos hermanos afectadosg (maternos)
s

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

74- Otros familiares afectados

Especifique

ARBOL GENEALOGICO
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