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RESUMEN

El asma, definida como un trastorno inflamatorio cronico de las vias
respiratorias, es la enfermedad crénica mas comun en paises industrializados. En
México se calcula que existe una poblacién de cerca de 10 millones de pacientes
asmaticos. Esta entidad es una enfermedad multifactorial, ya que su desarrollo
depende de la interaccion de factores genéticos y ambientales. La participacion de
los factores genéticos en la patogénesis del asma fue evidenciada mediante
estudios en familias y estudios en gemelos. Estos han mostrado que el riesgo de
los familiares de primer grado a desarrollar asma es 4 veces mayor que lo
observado en la poblacion general, asi mismo, la concordancia entre gemelos
monocigotos es de hasta un 70%. La busqueda de los factores geneéticos
involucrados en la etiopatogénesis del asma ha permitido la identificacion de
polimorfismos de un solo nucleodtido (SNPs) localizados en genes que participan
en la respuesta inflamatoria e inmune (TNF-&) y en genes involucrados en el
metabolismo de drogas (ADRB2). Por otra parte, también se ha sugerido la
participacion de mutaciones en genes implicados en la fisiologia del pulmon, como
la mutacion AF508 del gen CFTR. Estos estudios también han mostrado que las
variaciones en la gravedad y prevalencia de esta entidad, observada entre los
distintos grupos étnicos, se derivan de la participacion diferencial de los
polimorfismos y de su efecto aditivo; por lo que la identificacion de los genes
asociados a esta patologia en cada poblacion es indispensable para desarrollar
estrategias moleculares que contribuyan a identificar los individuos en riesgo a
desarrollar asma y que permitan el disefio de esquemas de tratamiento mas
especificos para cada paciente. El objetivo de esta tesis fue “ldentificar
mutaciones y polimorfismos en genes candidatos y su asociacion con asma en
pacientes pediatricos mexicanos”. Este proyecto es un estudio de casos y
controles en el que se incluyeron 90 pacientes pediatricos con diagnéstico clinico
de asma y 250 controles sin antecedentes de asma y atopia. El analisis molecular
de los polimorfismos Arg16Gly y GIn27Glu del gen ADRB2 y —308A/G y —238A/G

del gen TNF-« se realizé mediante TagMan, mientras que la identificacion de la
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mutacion AF508 del gen CFTR se llevé a cabo por medio de mutagénesis dirigida
mediada por PCR. Cuando se compararon las frecuencias alélicas y genotipicas
de los polimorfismos Arg16Gly y GIn27Glu del gen ADRB2, y de los polimorfismos
-308G/A y —238G/A del gen TNF-a entre casos y controles, el analisis estadistico
(prueba de X?) no mostré diferencias significativas (Pg05>0.05). Sin embargo, al
comparar las frecuencias de los genotipos entre los diferentes grados de gravedad
del asma se observo una asociacion entre el genotipo GG/CG del gen ADRB2'y
asma persistente moderada (Py05=0.002). Asi mismo, en el analisis de
polimorfismos del gen TNF-a se encontrd que el genotipo AA/GA es mas
frecuente en los casos que en los controles (13% vs 6%, P = 0.039). Nuestros
resultados sugiren que tanto ADRB2 como TNF-« podrian estar participando en la
etiopatogenia del asma en la poblacion mexicana. Por otra parte apoya la
hipdtesis de que los SNPs estudiados tienen un efecto aditivo en el desarrollo de
la enfermedad. La mutacién AF508 no se identificé en ninguno de los paciente
analizados en este estudio, sugiriendo que el gen CFTR no participa en la
etiologia del asma en pacientes mexicanos.

No obstante, es necesario el analisis con un mayor numero de casos, asi como de
otros genes candidatos para identificar las variantes que participan en el desarrollo

del asma en la poblacion infantil de nuestro pais.
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ANTECEDENTES

El asma es un padecimiento cuya incidencia ha incrementado en los
ultimos anos en forma considerable, principalmente en IQs ni}ﬁos. El asma se ha
convertido en una epidemia a nivel mundial, afectando alrededor de 300 millones
de individuos. Esta entidad es de las enfermedades atopicas mas frecuentes y se
calcula que existen entre 10 a 15% de individuos afectados en el mundo (Von
Mutius y cols; 2003), aunque existen varios estudios que reportan cifras superiores
(GINA; 2002). En Brasil se estima que el asma tiene una prevalencia de 7.3% en
nifos y 4.9% en niflas, sin embargo se cree que ésta estd subestimada y es
posible que alcance hasta el 23% y 20.4% respectivamenté; en la India los
resultados son similares (Cobos, 2002), mientras que en la ciudad de New York se
estima hasta de 38% en un estrato socioecondmico bajo y en Suiza se diagnostica
de 9.1% contra la posibilidad real de 16.5% (Garcia y cols 2002).
Por lo anterior, es posible que exista un subdiagnostico de esta patologia en el
mundo incluyendo a México (Garcia y cols, 2002; CASEIC, 2002; National Asthma
Education and Prevention Program; 2000, Cobos, 2002; GINA, 2002; Rico-Méndez
y cols, 2000). En un estudio realizado en el 2004 por el ISAAC (Estudio
Internacional de Asma y Alergias en la Nifilez) donde se incluyeron 257,800 nifios
entre los 6 y 7 afios de edad y 463,801 adolescentes entre los 13 y 14 anos de
edad procedentes de 56 paises, se observo que Australia, Nueva Zelanda, Brasil,

Costa Rica, Republica de Panama y México tenian la mayor prevalencia del asma.

Por otro lado, aun cuando existen grandes avances en el diagndstico del

asma un alto porcentaje de pacientes muere a causa de la enfermedad, de hecho
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en Estados Unidos ocurren aproximadamente 5,000 muertes al afo por asma
(GSGA, 2002). Es importante senalar que la prevalencia y la gravedad de esta
patologia varia entre los diferentes grupos étnicos; sin embargo el incremento en
su incidencia y mortalidad, es una observacion mundial (Rico-Méndez y cols,

2000).

FISIOLOGIA DEL ASMA

El asma es una entidad muy compleja y de origen multifactorial que se define
como un trastorno inflamatorio cronico de las vias respiratorias (Tanaka y cols,
2002) y se caracteriza por hiperactividad de las vias aéreas que se manifiesta
como episodios de tos, disnea, opresién toracica y estertores sibilantes. Estos
sintomas pueden ser explicados por los diferentes cambios inflamatorios

observados en pulmones de asmaticos como son:

Lesion epitelial

La lesién epitelial se caracteriza por la fragilidad y desprendimiento de las células
epiteliales y presenta correlacién con la reactividad de la via aérea, lo que parece
indicar una relacion directa con la gravedad del asma (Laitinen y cols, 1985) ( Fig.
1).

Las células epiteliales pueden ser activadas por mecanismos IgE dependientes
como virus, contaminacion o mediadores proinflamatorios tales como la histamina.
Una vez que esto ocurre, las células epiteliales liberan una gran cantidad de

mediadores por ejemplo citocinas, eotaxina, factores de crecimiento, proteinas de



matriz extracelular, fibronectina, endotelina, ON-sintetasa etc., los cuales
promueven la obstruccion bronquial, perpetuan la inflamacion y colaboran en la

remodelacién bronquial (Nakamura, 1995).

Engrosamiento de la membrana basal reticular

La membrana basal donde descansa el epitelio, se compone de dos capas: la
lamina basal propiamente dicha y la lamina reticular. El engrosamiento de la
lamina reticular es un hallazgo temprano y tipico en los bronquios de los asmaticos
(Fig. 1). Lo anterior se debe al deposicién de colagena |y Il asi como
fibronectina, pero no de colagena tipo V y VII ni de Iémihina, propio de otras
enfermedades. No se ha podido esclarecer la relacién entre este hallazgo con la

gravedad, duracién y origen del asma (Fig. 1).

Angiogénesis

Por debajo de la membrana basal existe una rica red de capilares que va desde
las vias aéreas centrales hasta los bronquiolos periféricos.Terminan
anastomosandose con los capilares pulmonares y drenando por las venas
pulmonares. Las biopsias bronquiales de los asmaticos muestran un gran
aumento de esta red capilar que contribuye también al engrosamiento de la pared
bronquial (Li y cols, 1997). Diversos factores de crecimiento endotelial son los
responsables de la angiogénesis inducida, lo que favorecen la extravasacion y el

edema (Fig. 1).
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Infiltrado celular inflamatorio

Las células inflamatorias que se acumulan en la pared b'ronc.]uial, regulan el
proceso inflamatorio propio del asma (Cobos y cols, 2003) e inician el fendomeno
de remodelacion, (Fig. 1) liberando varias citocinas, entre ellas IL-4, IL-5 y el GM-
CSF (Carrol y cols, 1997; Minshall y cols, 1998; Holgate y cols, 1999; Giovanni y
cols, 2005). Las células involucradas en asma son los eosinofilos, linfocitos,

macrofagos y células epiteliales (Fig. 1).

Eosinofilia

Aunque la infiltracion eosinofilica es caracteristica del asma, no es especifica de
esta enfermedad. La mayoria de los asmaticos alérgicos y no alérgicos muestran
eosinofilia bronquial y la gravedad del asma correlaciona con el grado de
activacion de los eosinifilos. Las propiedades biologicas de los eosinofilos
activados incluyen la liberacién de productos altamente tdxicos, como la proteina
catidnica eosinofilica (PCE), la neurotoxina derivada del eosindfilo, radicales libres
de oxigeno, eicosanoides, citocinas con patrén Th2 y factores de crecimiento que
inducen el desprendimiento de las células epiteliales y la contraccion del musculo

liso bronquial (Weller y cols, 1991) (Fig. 1).
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Figura 1. La Fisiopatologia del asma. Como resultado de cambios estructurales en

la pared bronquial que se agrupan bajo el término “remodelacion de la via aérea”,
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existe un engrosamiento de la misma con una disminucion permanente de su

calibre y por tanto, con una limitacion irreversible al flujo aereo.

Linfocitosis

La infiltracién de linfocitos CD4+, que al parecer tienen un importante papel en el
control de la inflamacién asmatica alérgica y no alérgica mediante la liberacion de
citocinas Th2 , es propia de la mucosa bronquial de los asmaticos (Cobos y cols;

2003).

Mastocitosis

Los mastocitos representan las células diana en la crisis aguda del asma, ya que
al unirse a los alergenos mediante sus receptores de IgE especifica de membrana,
liberan histamina, eicosanoides y prostalandina D, (PGD,) provocando la
broncoconstriccion, edema y secrecidon mucosa. Estas células también son
capaces de liberar factores quimiotacticos y de proliferacion de los fibroblastos

(Welle y cols, 1997).



CLASIFICACION INMUNOLOGICA

Clasicamente esta patologia se ha dividido en dos tipos:} a) la intrinseca (no
atopica) que es independiente de los alergenos y se encuentra asociada
principalmente al ejercicio, cambios de estado de animo y climaticos y b) la
extrinseca (atopica) que se caracteriza por una respuesta de tipo Th2, comienza
cuando el antigeno es captado y procesado por una célula presentadora de
antigeno (APC), macréfagos, células B o las también llamadas células dendriticas,
originando determinantes peptidicos antigénicas que se asocian a moléculas clase
Il del CMH (complejo mayor de histocompatibilidad). ElI complejo péptido-CMH
migra posteriormente a la superficie de la APC; después el complejo interactua
con el receptor de las células T que inducen la produccion de IgE por las células
B, una vez formada la interaccion IgE alergeno-especifica, las IgE se unen a
receptores de alta afinidad (FcIRI en mastocitos y basofilos) y de baja afinidad
(FcIRII en eosinodfilos y plaquetas) (Abbas y cols, 2000 y Ravetch y cols, 2000).
Cuando se lleva a cabo esta interaccion se induce la sefial para que se inicie una
reaccion en cascada que conlleva a la liberacion de mediadores de la inflamacion

y sustancias quimiotacticas (Fig. 2). La frecuencia de la enfermedad alérgica

asociada con el asma varia del 50 al 90%, siendo mayor en los nifios (Burrows y

cols, 1989; Hoop y cols; 1990).



NEUTROFILO

IL-12

Mastocito

Linfocitos T

Produccion

Eosinofilo Linfocitos B \ "

Reacciones alérgicas

Cronicas
Inflamacién Estrés oxidativo,
dario al tejido

Figura 2. El asma se caracteriza principalmente por tener una respuesta de tipo
Th2 y la respuesta alérgica inicia cuando un alergeno activa a las células
presentadoras de antigenos, estas células activan a los linfocitos ThO hacia la
expresion de citocinas de respuesta Th2 como la IL4 y la IL3. Los linfocitos Th2
secretan otras citocinas que activan a los neutréfilos, células B y eosindfilos, que
inducen a un proceso inflamatorio, estrés oxidativo, dafio al tejido, produccion de

IgE, vasodilatacion, producciéon de moco y bronconstriccion.

10



DIAGNOSTICO CLINICO

El diagnostico del asma siempre se debe confirmar mediante pruebas de
funcion respiratoria que demuestren la obstruccion bronquial al flujo aéreo y el
caracter reversible de la misma. Las pruebas mas importantes a realizar descritas
por Frias y Cols; 2001, son:

La espirometria forzada la cual es la “prueba de oro” en el diagnostico del
asma. Se debe de realizar a todo nifio con sospecha de asma en el momento del
diagnostico y posteriormente un control anual, sobre todo en el asma moderada-
grave (CSGA, 2002). Esta prueba mide el volumen de aire exhalado durante una
maniobra de espiracion forzada, a partir de una inspiracion maxima. Las variables
principales a valorar son:

e FVC o capacidad vital forzada: Volumen total de aire que puede ser
exhalado.

e FEV1 o VEMS: Volumen espiratorio maximo en el 1° segundo de la
FVC.

e PF o peak-flow: Pico maximo de flujo en una espiracion forzada. Mide
las grandes vias aereas. |

e FEV1/FVC

e FEF 25-75% o mesoflujos: Flujo espiratorio forzado entre el 25 y el

75% de la FVC. Mide las pequeias vias aéreas.



Si hay un patrén obstructivo tendremos FVC normal o disminuida. FEV1

<80%, FEF 25-75% <65%.

Cabe mencionar que en el asma se puede encontrar una espirometria
normal o un patron obstructivo de las grandes vias aéreas (FEV1<80%), de las
pequefas (FEV 25-75<65%) o de ambas ( Fig. 3), dependiendo de la gravedad de

la enfermedad y de la fase en que se encuentre el paciente en ese momento

(intercrisis, exacerbacion etc.).

i/ T\ . NORMAL
Q o
= =
= = L e
5% 0% 25% R
cv
PATRON NORMAL PATRON OBSTRUCTIVO

Figura 3. Espirometria forzada. Respecto al valor de referencia para su sexo y talla
o0 a su mejor valor personal. En el asma podemos encontrarnos una espirometria

normal o un patrén obstructivo, de las grandes vias aéreas (FEV1 < 80 %), de las
pequefas (FEV 25-75< 65 %) o de ambas, dependiendo de la gravedad de la
enfermedad y de la fase en que se encuentra el paciente en ese momento

(intercrisis, exacerbacion etc.).
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VALORACION DE LA CRISIS ASMATICA

Una vez realizado el diagnostico de asma se debe de intentar clasificar al
paciente asmatico con base en su gravedad para instaurar un tratamiento
oportuno. Existen diferentes clasificaciones al respecto. Una de las mas utilizadas
es la que recomienda el Comité de expertos que conforma la “Global initative for
Asthma” (GINA, 2002). Dicha clasificacion se basa en tres variables: sintomas,
funcion pulmonar y respuesta al tratamiento. La presencia de al menos una de las
circunstancias permite clasificar al paciente en el grupo en cuestion. Para ello

siempre se valorara la mas grave de las variables observadas (Tabla 1).
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Tabla 1 Gravedad del asma crénica (Gina; 2002)

Clasificacion

Caracteristicas

Tratamiento

Leve intermitente

FEV1 280% del predicho, variabilidad
<20%, no interfiere con las actividades
cotidianas y es de sencillo control

farmacoldgico

No necesario

Leve Persistente

FEV1> 80%, en ocasiones interfiere con
las actividades normales y a veces,
requiere terapias mas agresivas para su

control

Dosis bajas de
corticosteroides inalados y
mantenimiento con
teofilina o modificadores de

leucotrienos

Persistente
Moderada

FEV1 60-80% del predicho variabilidad
>30% interfiere seriamente con las
actividades cotidianas e implica un

continuo control

Dosis medias de coticos-

teroides inhalados mas

dosis medianas de 3, de
accion prolongada o

leucotrienos

Severa Persistente

FEV1< 60%, de sintomas frecuentes por lo
que estos pacientes tienen actividades
fisicas limitadas y requieren de politerapia.
Presenta recaidas frecuentes y los

episodios ponen en peligro la vida.

Altas dosis de
glucocorticosteriodes
combinados con sustancias
relacionadas a teofilina,
agonistas de accioén
prolongada a teofilina,
agonistas de acéién
prolongada o modificadores
de leucotrienos
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COMPONENTE GENETICO DEL ASMA

Existen evidencias que apoyan la participacion de un componente genético
en la etiologia del asma. La primera de ellas es la agregacion familiar en aquellas
familias donde se presenta esta patologia, el riesgo de los familiares de primer
grado a desarrollar la enfermedad es 4-5 veces mayor que lo observado en la
poblacion general (20-25% Vs 4.5%) (Manian y cols, 1997) (Fig. 4). Por otra parte,
estudios en gemelos han mostrado una mayor concordancia entre gemelos
monocigotos que en dicigotos (19-30% Vs 5-12% respectivamente). Asi el asma
se presenta solo en individuos genéticamente susceptibles que son expuestos a
un medio ambiente adverso y se ha propuesto que la gran varia‘bilidad clinica que
se observa en esta entidad también es causada por una susceptibilidad genética
diferencial (Los y cols; 2001).

EI  asma es una enfermedad compleja en cuya etiologia existen
interacciones entre factores genéticos y ambientales que desencadenan, aceleran
o incrementan el proceso de la enfermedad. En esta situacion, la enfermedad en
las familias no se ajusta a los modelos de herencia mendeliana éino que seguira

un modelo de herencia denominado multifactorial (Fig. 5).

El conocimiento sobre los genes que influyen en asma y atopia se ha derivado

principalmente de estudios de ligamiento y de asociacion. En los estudios de

ligamiento se identifican regiones cromosdémicas que cosegregan con la

enfermedad.

15



Gemelos Monocigotos Gemelos Dicigotos

Fig. 4 Evidencias de la participacion de los factores genéticos en asma. En
esta enfermedad existe una mayor concordancia en gemelos monocigotos (30-
70%) que en los dicigotos (5-12%) y una prevalencia de 20-25% en familiares de

primer grado (4-5 veces mayor que en la poblacién general).
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La evidencia estadistica de ligamiento es la medida convencionalmente
conocida como el LOD score, que es el logaritmo de base 10 del cociente de dos
probabilidades. Uno de los estudios de ligamiento mas eficiente en las
enfermedades multifactoriales es el analisis de pares de hermanos (sib-pairs), el
cual consiste en que la proporcion de hermanos que comparten un marcador
alélico es mayor a la esperada, esencialmente si éste se encuentra ligado a la
enfermedad o aledafio al gen responsable de la enfermedad. Dado que los
hermanos comparten la mitad de sus genes, es de esperarse que el 50% de los de
hermanos compartan el mismo alelo cuando este no se encuentre ligado al locus
de la enfermedad, pero si un marcador es compartido con una frecuencia mayor
al 50% esperado, podria ser una evidencia de que se encuentre ligado al locus de

la enfermedad.

Los estudios de asociacion investigan la coocurrencia de un marcador
polimorfico con la enfermedad a nivel poblacional; en este tipo de estudio
generalmente se utilizan polimorfismos de un solo nucleodtido (SNPs). Este tipo de
analisis incluye los estudios de casos y controles y los basados en familias. En el
primer disefio se comparan las frecuencias alélicas y genotipicas entre individuos
afectados y no afectados y la asociacion alélica ocurre cuando existe una mayor
frecuencia del polimorfismo en los controles.En el segundo método los estudios de
asociacion se basan en el analisis de familiares y se investiga la frecuencia con la

que un alelo dado es transmitido de padres heterocigotos a sus hijos afectados.



Los estudios de ligamiento han sido menos eficaces que los estudios de
asociacion para localizar genes involucrados en la etiopatogenia de las
enfermedades complejas (Risch y Cols, 1996), debido a que en las enfermedades
complejas no presentan un patron de herencia mendeliano, es dificil obtener
grandes pedigrees multigeneracionales por la participacion de multiples genes y a
la gran interaccion de los factores ambientales en su desarrollo, sin embargo
actualmente la mayoria de la investigacion genetica de estas enfermedades se
basa en la busqueda de marcadores genéticos, principalmente SNPs (Yusuke y

cols, 1998).

Un polimorfismo se define como una variacion genética presente en al menos
el 1% de la poblacion en general. Los polimorfismos no son mas que el resultado
de variaciones en la secuencia de DNA, algunos loci polimorficos se han estudiado
examinando la variacién de las proteinas codificadas por sus alelos y no por las
diferencias en la secuencia de DNA de los propios alelos. Existen diferentes tipos

de polimorfismos:

e VNTR. Son un numero variable de repeticiones en tandem. Una
repeticion en tandem es una secuencia corta de DNA que se repite
consecutivamente. Para muchas de las repeticiones en tandem, el
numero de unidades repetidas varian entre los individuos, tales loci se

denominan VNTRs o minisatélites (Yusuke y cols, 1998).
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Figura 5. El asma es una enfermedad compleja, en la que se requiere la
interaccion, tanto de factores ambientales como genéticos para que se presente

la enfermedad.
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RFLP (Fragmentos de restriccion de longitud polimorfica): El tipo mas
tempranamente estudiado de variantes de DNA fue detectado cuando
una variacion o mutacién puntual que ocurre en el DNA crea o elimina
un sitio para una enzima de restriccion. Esta variacion esta presente
solo en algunos individuos, en ese caso, los fragmentos de DNA

obtenidos mediante esta enzima seran de una longitud diferente entre

los sujetos analizados.

STR/SSR (microsatélites): Son secuencias cortas repetidas en
tandem que se pueden encontrar en unidades de 2-6 pb y varian entre
los individuos de la poblacion. Tanto los microéatélites como los
minisatélites son multialélicos, sin embargo los microsatélites son mas
frecuentes y polimoérficos que los minisatélites, por lo que son mas
utiles como marcadores en los analisis de ligamiento y en la
identificacién de individuos para medicina forense o pruebas de

paternidad.

Polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs).

Los SNPs son la fuente mas comun de variacion genetica en el ser
humano y se estima que en promedio existen un SNP por cada 500-
800 nucledtidos (Keith; 2008). La mayoria de estos marcadores son

bialélicos, muy estables, tienen una baja tasa de mutacion recurrente
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(Xion y cols, 1999) y es posible su genotipificacion a gran escala en
aparatos automatizados, por lo que tienen un alto potencial en el

mapeo genético de las enfermedades complejas.

GENES CANDIDATOS

Los genes candidatos asociados al asma son de tres tipos: genes de
susceptibilidad (genes que contribuyen al desarrollo de la enfermedad), genes
modificadores (relacionados a la gravedad) y genes de respuesta al tratamiento
(genes receptores y metabolizadores de drogas) (Fenech y cols, 2002). Dentro del
grupo de genes de susceptibilidad y modificadores se incluyen a los genes que
codifican para proteinas involucradas en los procesos inflamatorios, en la sintesis
de IgE y en la respuesta inmune, tales como los que codifican para las citocinas
IL4, IL5, IL9, IL13 y sus receptores, los genes del complejo mayor de
histocompatibilidad (HLA), del factor o de necrosis tumoral (TNF-c), del factor
estimulante de macréfagos y granulocitos (GM-CSF), del factor de crecimiento de
fibroblastos (FGFA); el gen de la metaloproteasa ADAM33, el gen de la proteina
reguladora de la conductancia transmembranal de la fibrosis quistica (CFTR) entre
otros (MacDonald y cols, 1998). Por otra parte los genes involucrados en la
respuesta al tratamiento incluyen los genes del receptor pp.adrenérgico (ADR/2),
5-lipoxigenasa (ALOX5), leucotrieno sintetaza C4 (LTCC4S) y el gen GCCR

(receptor de glucocorticosteroides) (Joos y cols, 2002) (Tabla 2).
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El nivel de asociacion de estos genes candidatos con el asma es variable, sin
embargo, los genes TNF-a, CFTR y ADRB2 son los que han mostrado resultados
consistentes en diferentes poblaciones (Tabla 3). El analisis de polimorfismos en
genes involucrados a la susceptibilidad y gravedad del asma, asi como en genes
relacionados con la respuesta al tratamiento es de gran importancia, dado que
esto puede conducir a un diagndstico mas oportuno y de certeza, asi como una

medicina mas individualizada.

Gen TNF-«

El gen TNF-« se encuentra ubicado en el brazo corto del cromosoma 6 en

6p21.3 cercano al locus HLA-B (regién Ill). El gen TNF-« tiene un papel central
como mediador de la respuesta inflamatoria y en la regulacion de la respuesta
inmune. Esta relacionado con un rango alto de infecciones y de enfermedades
inflamatorias incluyendo malaria, tifoidea, leshmania, asma, esclerosis mdultiple y
enfermedad de CROHN (enfermedad inflamatorias crénica del intestino). Este gen
es altamente polimorfico pero sélo se han reportado dos polimorfismos localizados
en su regiéon promotora que presentan asociacion con asma: -308A/G y -238G/A

(Moffatt y cols, 1997) (Fig. 6).
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Tabla 2. Polimorfismos en genes candidatos para la susceptibilidad del

asma
Gen Locus SNPs Fenotipo Referencia
relacionado
IL-4 5031-33 | -590 C-T |Aumento en IgE Noguchi y Cols;
1998
IL-13 Xq13 -1111C/T, Asma, IgE Heinzmann y Cols;
C1055T, 2000
Q110R
ADRB2 5031-33 | Arg16Gly |Asma nocturna, Turki y Cols; 1995;
GIn27Glu | Resistencia a f32 Dewar et al, 1998
agonista, asma
nocturna
TNF-a 6p21 -308G/A, - | Hiperrespuesta Witte y Cols; 2002,
238G/A | bronquial Shin y Cols; 2004
HLA-II 6p21 DRB1 Especificos IgE Ober y Cols; 1998,
Wijst y Cols; 1999,
Moffatt y Cols, 2001
GCCR 5q31 Asp641Va, |Resistenciaa GCS Liggett y Cols; 1997
lle729Val
ALOX5 10911 -GGGCGG- |Resistencia a Drezen y Cols; 1999
antileucotrienos
IL-13R Xq13 A1398G |IgE Heinzmann y Cols;
2000
Metaloproteasa 20p13 D1,F1,11, [Asmae Van Eerdewegh y
ADAMS33 L1, S1-2, |Hiperrespuesta Cols; 2002, Howard
T1-2, V1-7 |bronquial y Cols; 2003.
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Tabla 3. Genes candidatos que se asocian al asma en diferentes

poblaciones

Gen Loci SNPs y Fenotipo Poblacién
mutacién | relacionado
ADRB2 5g31-33| Arg 16 — Gly | Asma nocturna, Adultos
Gln 27 - Glu asma mexicanos,
dependiente de | caucasicos,
esteroides asiaticos y
alemanes
TNF-o 6p21 -308 Susceptibilidad a| Caucasicos,
-238 asma australianos e
islandeses
CFTR AF508 7Q31-33 Asma Griegos y
franceses
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Figura 6. Gen TNF-a. Se localiza en cromosoma 6p21.3 cercano al locus HLA-B

(region IIl'), es muy polimérfico pero en especial 2 polimorfismos localizados en la
region promotora se han reportado con mayor asociacién a asma (marcados con

recuadros) (Ackerman; 2003).
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Gen del receptor B2 adrenérgico (ADRB2)

La mayor parte de los estudios han mostrado que la asociacion entre los
polimorfismos de gen ADRB2 y la susceptibilidad al asma es muy débil o no existe
(Dewar y cols, 1998). No obstante, se ha observado una asociacion importante
con la respuesta al tratamiento y con la gravedad de la enfermedad (gen
modificador). En este gen se han reportado nueve polimorfismos diferentes, de los
cuales 4 resultan en cambios no sindnimos en sustituciones de aminoacidos en las
posiciones 16 (Arg16Gly), 27 (GIn27Glu), 34 (Val34Met) y 164 (Thr164lle), siendo
el SNP 16 (Gly16Arg) el mas comun (Fig. 7). Con excepcion del polimorfismo 34,
estos alteran la funcion del receptor (Liggett y cols, 1997), sin embargo no existen
diferencias significativas entre las frecuencias de estos polimorfismos en sujetos
asmaticos y en controles sanos. Los pacientes Con el polimorfismo Gly16
presentan sintomas nocturnos con mayor frecuencia, parecen tener una
hiperreactividad de las vias respiratorias a histamina (Turki y cols, 1995; Dewar y

cols, 1998) y muestran una pobre respuesta a la terapia con 2 agonistas

requiriendo el uso de corticoesteroides y/o inmunoterapia (Reihsaus y cols, 1993;

Liggett y cols, 1997).
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Figura 7. Proteina del receptor P,-Adrenérgico. El gen ADRB2 tiene 9
polimorfismos de los cuales 3 estan asociados al asma. El cambio de una arginina
por una glicina en la posicién 16 de la proteina y un glutamato por un acido

glutamico en la posiciéon 27 son los cambios mas comunmente asociados con

asma (Stephen y cols, 2000).
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Gen CFTR

El gen regulador de la conductancia transmembranal de la fibrosis quistica
(CFTR), se localiza en la regién gq31 del cromosoma 7, mide 250 kb y consta de 27
exones (Fig. 8). La regién 5° de este gen se caracteriza por un gran contenido de
G-C (aproximadamente un 65%) y no presenta caja TATA, de tal manera que el
gen CFTR tienen un promotor similar al de los genes constitutivos, sin embargo su

expresion es variable.

El transcrito maduro es de 6.5 Kb y se traduce en una proteina de 1,480
aminoacidos detectable en una gran variedad de tejidos, especialmente en pulmoén
pancreas, glandulas sudoriparas, higado, mucosa nasal, glandulas salivales,

tracto reproductivo e intestino.

En estudios realizados en diferentes poblaciones encontraron una alta
frecuencia de mutaciones CFTR en pacientes asmaticos, lo que sugiere que éste
confiere susceptibilidad a desarrollar asma (Schwartz y cols, 2003; Girodon y cols,
1997, Schibler y cols, 2001). De hecho se ha observado que la mutaciéon AF508 en
estado heterocigoto esta asociada a una disminucién en la funcion pulmonar y la

susceptibilidad al asma (Dahl y cols, 1998).
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Figura 8. Localizacion del gen CFTR en el cromosoma 7g31. Contiene 27 exones.

En el exdn 10 se localiza la delecion de una fenilalanina en la posicion 508,

mutacion llamada AF508.
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JUSTIFICACION

El asma es la enfermedad crénica mas comun en la infancia, cuyo costo
socio-econdmico hace de ella un problema de salud publica. La prevalencia de
esta entidad se ha incrementado sustancialmente en las Uultimas décadas,
actualmente afecta a 300 millones de individuos en el mundo. En México se
calcula que existen 10 millones de asmaticos y ésta es la segunda causa de
hospitalizacién en nifios. Por otra parte, algunos reportes indican que la mortalidad
del asma también se ha incrementado. |

Existen fuertes evidencias de que la susceptibilidad genética, asi como el
nimero de alelos afectados y la importancia relativa de los factores genéticos
pueden variar entre los diferentes grupos étnicos y que estas diferencias, junto con
el medio ambiente, pueden ser las determinantes en las variaciones de la
gravedad, prevalencia de la enfermedad y la diversidad en la respuesta al
tratamiento que se ha observado entre las poblaciones (CSGA, 2002); asi, es
imprescindible identificar los genes asociados al asma en cada poblacion. Por otra
parte, parece ser que en el asma del nifio el componente genético es mayor que
en el asma del adulto; por lo tanto la poblacién pediatrica representa la muestra
ideal para el estudio de los factores genéticos implicados en esta enfermedad.

Sin duda, el conocimiento de los factores genéticos involucrados en la
etiopatogénesis del asma es la mejor via para incrementar el conocimiento de su
patogénesis y mejorar las estrategias de prevencion, diagnostico y tratamiento,

encaminadas a disminuir el alto costo social y economico del asma.

30



OBJETIVO GENERAL

Determinar si variantes localizadas en genes candidatos se encuentran asociados

con asma infantil en poblacion mexicana.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar si polimorfismos localizados en los genes TNF-a y ADRB se

encuentran asociados a la susceptibilidad del asma en una muestra de
pacientes mexicanos
2. Conocer si existe correlacion entre los polimorfismos identificados en los

genes TNF-a.y ADRBZ2 con la gravedad de la enfermedad.
3. Determinar si la mutacion AF508 del gen CFTR participa en la etiologia del

asma.
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HIPOTESIS

La mutacion AF508 del gen CFTR y polimorfismos de un solo nucleotido

(SNPs) localizados en genes TNF-a y ADRB2 se encuentran asociados a la

susceptibilidad y gravedad en nifios mexicanos con asma.
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DEFINICIONES OPERACIONALES

Diagnéstico: El diagnostico y clasificaciéon del asma, se establecio
como sigue, de acuerdo con los criterios del NIH (National Institutes of
Health, USA): dos o mas episodios de sibilancias y disnea en el ultimo
ano; reversion de las sibilancias y disnea en forma espontanea o con
tratamiento broncodilatador, disminucién de la funcién pulmonar,
hospitalizacidén por crisis asmaticas en los ultimos seis meses.
Clasificacion: La gravedad de los pacientes fue determinada por un
neumologo y un alergologo de acuerdo a los criterios de clasificacion
establecidos por el programa GINA (Glo'bél Iniciative for Asthma) y/o
BTS (British Toracic Society) y fueron clasificados como se muestra en
la Tabla 1.

Asma persistente media: Sintomas mas de una vez a la semana, pero
menos de una vez al dia. Exacerbaciones que pueden afectar la
actividad y el suefio. Asma nocturna mas de dos veces al mes. FEV1 >
80%, PEF > 80%, variabilidad de PEF o FEV1 de 20-30%.

Asma persistente moderada: Sintomas diérios. Exacerbaciones que

afectan el suefio y la actividad. Asma nocturna mas de una vez por
semana. FEV1 60-80%, variacion de PEF menor a 30%. Tratamiento

con inhalacién de glucoroticosteroides (200-1000 pg BDP o su

equivalente) mas 3, agonistas.
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V.

Asma persistente severa: Sintomas continuos. Exacerbaciones
frecuentes. Asma nocturna frecuente. FEV1 menor a 60%, variacion de
PEF mayor a 30%. Tratamiento con inhalacion de glucoroticosteroides
(<500ug BDP o su equivalente) y B, agonistas de accion prolongada,
mas administracion oral de modificadores de leucotrienos, teofilinas,
glucocorticosteroides y/o B, agonistas de accion prolongada.

Diagndstico funcional: El diagndstico funcional fue determinado
mediante éspirometria, al observar una disminucion de FEV1 menor al
80% del predicho y al observar reversibilidad de por lo menos el 12% del
valor basal después de la administracion de un 3, agonista.

Atopia: Se diagnosticaron por elevacion de la concentracion de IgE en

suero total o por pruebas cutéaneas a alergenos comunes.
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MATERIAL Y METODOS

CLASIFICACION DE LA INVESTIGACION

Casos y controles, observacional, transversal, prospectivo y descriptivo

POBLACION DE ESTUDIO

En este estudio se incluyeron 90 pacientes con diagnoéstico de asma, sus
padres y/o sus hermanos. Cada paciente fue evaluado por un médico alergologo,
un neumologo y un genetista, quienes llenaron la hoja de captacion de datos en
donde se incluyen datos demograficos del paciente, diagndstico y evolucion de la
enfermedad, asi como los antecedentes heredo familiares (ver Anexo). Como
controles se incluyeron 250 individuos sanos captados en la ciudad de México y

pareados por sexo.

Criterios de inclusion

Pacientes pediatricos mexicanos mayores de 5 afos con diagnéstico clinico

y funcional de asma.

Hermanos afectados con asma, padres de los pacientes asmaticos o

hermanos sanos.

Para el grupo control, se incluyeron individuos sanos sin antecedentes de

asma o alergia (determinado mediante la aplicacion de un cuestionario). Dado que
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el genoma no cambia con la edad, se seleccionaron como controles individuos

mayores de 18 afos para asegurar que no hayan desarrollado asma o atopia

durante la infancia.

Se incluyeron en el estudio sélo aquellos casos que ademas de cumplir con

los criterios de inclusion, aceptaron firmar la carta de consentimiento informado

(ver Anexo).
Criterios de exclusién

Se excluyeron a todos aquellos casos con diagnostico de cualquier otra
enfermedad crénica concomitante (fibrosis quistica, tuberculosis, etc.)

Temporalmente fueron excluidos a los pacientes y a sus padres

transfundidos en los tres meses anteriores diagnostico.
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ESTRATEGIA GENERAL

Captacion de Pacientes

|

Obtencion de Muestras de Sangre
Periférica

l

Extraccion de DNA

T T

Mutacién AF508 Discriminacion alélica
Mutagénesis Analisis de SNPs
dirigida mediada por Tag-Man
PCR :

NS

Analisis de Asociacion:

Casos y Controles

y
Analisis estadistico
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Obtencion de muestras

Se obtuvieron 5-10 ml de sangre periférica de cada muestra, usando EDTA

como anticoagulante.
Extraccion de DNA de sangre periférica

La extraccion del DNA gendmico se realizd mediante la técnica de
fenol/cloroformo o con un kit de purificacion Gentra. La concentracion e integridad
del DNA fueron valoradas por espectrofotometria y en geles de agarosa (ver

anexo).

Técnica Fenol/Cloroformo

Lisis celular

1. Se centrifugd la muestra de sangre total (periférica) a 2500-3000 rpm
durante 20 min.

2. Una vez centrifugada la muestra se extrajo cuidadosamente la capa de
leucocitos formada en la interfase del plasma y los globulos rojos. Esto se

realiza con una pipeta Pasteur y en una tubo limpio y seco.
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Al tubo con los leucocitos, se le agregaron de 8-10 ml de RCLB (Red Cell
Lysis Buffer), tratando de que se llene tres cuartas partes del volumen del

tubo.

. Se agitd vigorosamente la muestra en un Vortex cerca de 2 minutos.

Se centrifugd a 2500-3000 rpm x 10 min.

Se elimind el sobrenadante, se agregoé el mismo volumen de RCLB vy se

agitoé vigorosamente en Vortex hasta resuspender totalmente el sedimento.
Al sedimento obtenido se le adicionaron 125 ul de RCLB y se realizé un
nuevo lavado centrifugando 2500-3000 rpm x 10 min.

Se agregaron 600 pl de WCLB (White Cell Lysis Buffer) y se agito

vigorosamente en vortex hasta resuspender totalmente el sedimento.

Se incubo la muestra a 42°C por 18 a 20 horas.

Extraccion fendlica

1. Después de incubar la muestra por 18-20 hrs se le adicion6é un volumen

equivalente de fenol equilibrado (amortiguado)

2.

i

Se agité la muestra vigorosamente de 1-2 minutos en un Vortex
Se agitd la muestra por inversion o en un agitador mecanico, por 10 min
Enseguida se centrifugo la muestra a 2500-3000 rpm X 10 min.

Se extrajo la fase superior acuosa y se depositd en un tubo limpio y seco.

Se agregd un volumen de solucién fenol/cloroformo equivalente.

39



7. Se agitd por inversion o en un agitador mecanico, por 10 min.

8. La muestra se centrifugd a 2500-3000 rpm x 10 min.

9. Con una pipeta se retirdé la fase superior acuosa y se deposité en una tubo
limpio y seco. |

10.Cuando fue necesario se repitio la extraccion fenol/cloroformo

11.Se agregd una volumen equivalente a la muestra, de solucion
cloroformo/alcoholisoalilico (24:1)

12.Se agitd por inversién o en un agitador mecanico, por 10 min.

13.Se centrifugd la muestra a 2500-3000 rpm x 10 min.

14.Se colocd la capa superior a un tubo limpio y seco

15.Se agregaron 85 ul de NaCl 1M y un pequeio volumen de etanol absoluto
frio.

16.Se agito por inversién hasta que el DNA se condensé y precipitd.

17.Se retird el DNA con ayuda de una pipeta de punta en gancho, realizando
movimiento giratorios en tormo a las hebras formadas

18.La muestra se dejo secar a temperatura ambiente.
Lavado del DNA

1. En un tubo limpio se colocd aproximadamente un 1 ml de etanol al 70% y se
enjuago el DNA por inmersion, introduciendo y retirando la punta de la pipeta
varias veces y con mucho cuidado.

2. EI DNA se dejé' secar a temperatura ambiente.
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3. En un tubo de Ependorf, rotulado, que contiene TE (Tris EDTA), se
resuspendid el DNA con movimientos suaves para desprenderlo de la
pipeta. Tapar cuidadosamente el tubo.

4. EI DNA contenido en esta solucion se mantuvo a -20°C, o bien a 4°C (una

alicuata).

Extraccion rapida de DNA.

Kit de purificacion Gentra

1. Se centrifugd la muestra de sangre total (periférica) a 2500-3000 rpm
durante 20 min.

2. Una vez centrifugada la muestra se extrajo cuidadosamente la capa de
leucocitos formada en la interfase del plasma y los glébulos rojos. Esto se
realizd con una pipeta Pasteur y en un tubo limpio y seco.

3. Al tubo con los leucocitos, se le agregaron de 8-10 ml de RCLB (Red Cell
Lysis Buffer) tratando de llenar tres cuartas partes del volumen del tubo.

4. Se agité vigorosamente la muestra en un Vortex cerca de 2 min.

5. Se centrifugdé 2500-3000 rpm durante 10 min

6. Se elimino el sobrenadante y se agregaron el mismo volumen de RCLB y
se realizd un nuevo lavado centrifugando a 2500-3000 rpm durante 10

min. Se realizaron los lavados necesarios.
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7. Al sedimento obtenido se le adicionaron 500 ul de RCLB y se agitd
vigorosamente en vortex hasta resuspendio totalmente.

8. Se agregaron 3 ml de WCLB (White Cell Lysis Buffer) y se agitaron
vigorosamente en vortex.

9. Se agregd un 1 ml de precipitador de proteinas y se agitd el tubo x 20 seg.

10.Se centrifugd la muestra a 3500 rpm durante 5 min.

11.Se transfiri® el sobrenadante a un tubo limpio y seco, por decantacion

directa del tubo.

Precipitacion de DNA

12.Se agregd isopropanol al 100% en proporcion 1:2 o 1:1 al volumen de
sobrenadante obtenido en el paso anterior.

13.Se agitd suavemente por inversién hasta observar las fibras de DNA. Se
debe tener precaucién de no agitar vigorosamente para no compactar las
fibras de DNA.

14. EI DNA se retird con ayuda de una pipeta de punta en gancho, realizando
movimientos giratorios en torno a las hebras formadas.

15.El DNA obtenido se dejo secar al aire y a temperatura ambiente.
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Lavado del DNA

16.En un tubo limpio se coloco cerca de 1 ml de etanol al 70% y se enjuago el
DNA por inmersion, introduciendo y retirando la punta de la pipeta varias
veces y con mucho cuidado.

17.Enseguida se seco al aire y a temperatura ambiente

18.En un tubo de ependorf rotulado, que contenia 100ul de solucion hidratante,

se le agrego el DNA obtenido y se mantuvo a 4°C.
ANALISIS MOLECULAR

Analisis de la mutacion AF508.

El analisis molecular de la mutacion AF508 en el gen CFTR se realizo

mediante mutagénesis dirigida mediada por PCR (PSM).

Mutagénesis dirigida mediada por PCR (PSM)
Deteccion de la mutacion AF508
La técnica PSM se utilizo para detectar la mutacion AF508. Para llevar a
cabo esta metodologia se sintetizaron un par de 'oligonucleétidos o primers; el
“forward” (F) 3'GCACCATTAAAGAAAATATGAT y el reverse (R)
5'ACCATTAAAGAAAATATGAT, que flanquean el sitio en donde se localiza la

mutacion antes mencionada (Friedman,1990). El oligonucledtido F fue disefado

con un cambio en una base que genera una mutacion puntual que crea un sitio de
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restriccion para la enzima especifica Mbol en el alelo normal pero no en el mutado
lo que permite discriminar ambos alelos (Tabla 4). El programa para obtener el
producto de amplificacién se realizé con 35 ciclos (30 segundos a 94°C, 30

segundos a 55°C, 30 segundos a 72°C) y las condiciones descritas en la Tabla 5.
Digestion enzimatica

En este analisis, el producto de PCR que se obtiene es de 219 pares de
bases (pb). Los alelos sin la mutacion AF508 son digeridos por la enzima Mbol,
generando dos fragmentos, uno de 202 pb y otro de 17 pb, sin embargo los alelos
con la mutacién AF508 no son cortados. Asi los individuos normales (N/N) o
pacientes con asma sin esta mutacion en ninguno de sus alelos, muestran las
bandas de 202 y 17 pb; los pacientes homocigotos (AF508/AF508) presentan la
banda de 219 pb; mientras que los pacientes heterocigotos para la mutacion
AF508 (AF508/N), tienen las bandas de 219, 202 y 17 pb y un heteroduplex
producto del rearreglo entre las cadenas de alelos normales y mutantes durante la
PCR. Para la digestién enzimatica se utilizd una alicuata de 20 ul del producto de
amplificacién, se incubd con 2.5 ul de buffer 10X correspondiente a la enzima de
restriccion Mbo1 con 1 ul (10 U/ul, Promega) (Tabla 5).

Despueés de la digestion de los amplificados, los fragmentos se analizaron
en geles de acrilamida al 9.2% (ver anexo) y asi, se logré distinguir los alelos

mutados de los normales.
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Esta mutacion se buscd en todos los casos indice y en los familiares de

primer grado de los pacientes para detectar a los portadores.

Tabla 4. Oligonucledtidos utilizados para la deteccion de la mutacion AF-508

mediante PSM.

Mutacion | Primer Enzima |Pb Fragmentos
B sssssvosnssssgnsnsisnsagnnsnn AN ARAES 3 generados
AF-508 F:GCACCATTAAAGAAAATATGAT Mbol 219 pb 202 + 17 pb

R:CATTCACAGTAGCTTACCCA

Tabla 5. Condiciones de la PCR para la deteccion de la mutacion AF-508.

Buffer {10X} 2.5ul
MgCl {25 mM} 3ul
DNTPs {10 mM} 1l
Primer F {200ng/ul} 1l
Primer R {200ng/ul} Tl
Taq {1 U} 0.4
H.0 14.2ul
DNA 100 ng/ul 2ul
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Electroforesis de DNA

Geles de agarosa

Se siguieron los métodos descritos por Maniatis y col. (1982) y Sambrook y col.
(1989). Se utilizé agarosa (Boehringer Mannheim) en concentraciones del 1y 3%
para analizar la integridad y los productos de PCR respectivamente. La

concentracion de agarosa utilizada dependié del rango del tamano de los

fragmentos.

Geles de Acrilamida

Se utilizd acrilamida  al 30%. Se requieren 29g de acrilamida mas 1 g de

bisacrilamina.

Preparacion de los geles de acrilamida

Acrilamida/Bis 29:1 (30%): se utilizaron 3 ml de TBE 5X, 7.2 ml de H;O, 150 de

persulfato de amonio al 10% y 15 ul de TEMED.
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B. Genotipificacion de SNPs en genes candidatos

El analisis de los SNPs en los genes TNF-a y ADRBZ2 fueron analizados

mediante el método fluorescente de 5° exonucleasa (TagMan®)(Fig. 12).

Metodo fluorescente de 5’ exonucleasa

La caracterizacion de SNPs fue mediante la técnica de TagMan®. En este
ensayo de discriminacion alélica se disefiaron 2 sondas especificas marcadas en
el extremo 5’ con fluorocromos diferentes, FAM para el alelo 1 y VIC para el alelo
2, ademas ambas sondas tienen en el extremo 3’ un “quencher” (TAMRA), el cual
mientras la sonda permanece intacta, inhibe la emision de fluorescencia. Durante
la reaccion de PCR los primers hibridan con una secuencia especifica del
templado de DNA. Si éste contiene la secuencia polimorfica, la sonda de TaqMén
también hibrida con su secuencia homologa. Durante la PCR, la AmpliTaqg Gold,
que tiene actividad tanto de DNA polimerasa como de exonucleasa 5'-3’, es capaz
de digerir la sonda marcada durante la amplificacion y liberar el colorante
fluorescente de la accion del “quencher”, de tal manera que dadas las condiciones
de astringencia utilizada durante la reaccion, solo la sonda especifica para el
polimorfismo presente sera capaz de hibridar. Por lo tanto es posible diferenciar un

alelo del otro con base en el tipo de fluorescencia emitida. (Holland y cols, 1991).
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Analisis Estadistico
Para determinar si las diferencia observadas en la frecuencia de los SNPs
entre casos y controles se realizd la prueba de chi-cuadrada, utilizando los

programas estadisticos SPSSy NCSS.

RESULTADOS

ANALISIS DE LA MUTACION AF508
En los 90 casos se logré amplificar el exén 10 del gen CFTR (Fig. 10). El
analisis de la mutaciéon AF508 mostré ausencia de la mutacion en los pacientes

con asma, ya que todos ellos mostraron la banda de 202 pb, producto de la

digestién con la enzima Mbol. Se incluyeron como controles pacientes con FQ

heterocigotos y homocigotos para esta mutacion y todos ellos fueron positivos.

(Fig 11).
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219pb

Figura 10. Amplificacion del exén 10 del gen CFTR. Gel de agarosa al 3%,
donde se muestra la amplificacién de todas las muestras. Carril 1: marcador de
peso molecular (100pb); carriles 2 y 5: pacientes con asma; carriles 3, 4 y 6:

pacientes con la mutacién AF508 diagnosticados con FQ.
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Figura 11. Analisis de la mutacion AF508. Gel de acrilamina al 15%. Carril 1:
marcador de MPM; carriles 2 y 5: pacientes asmaticos; carriles 3 y 4: pacientes
con FQ heterocigotos para la mutacion AF508 y carril 6: paciente con FQ

homocigoto con la mutacion AF508.
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DISCRIMINACION ALELICA
Se realizo la discriminacion alélica mediante el método de fluorescencia
5’esonucleasa (TagMan), de polimorfismos localizados en los genes ADRBZ2 y

TNFa (Fig. 12).

Analisis de los polimorfismos en el gen 3; adrenérgico

Se incluyeron para esta parte 90 pacientes asmaticos y 250 controles
sanos.

El analisis molecular de los SNPs Arg16Gly, el cual conduce al cambio de
una arginina por una glicina y del SNP GIn27Glu que causa el cambio de un acido
glutamico por una glutamina en el gen ADRB, mostro la siguiente distribucion: las
frecuencias de los genotipos Arg16Arg, Arg16Gly y Gly16Gly en los casos fueron
de 13, 57 y 30% respectivamente, mientras que en los controleé fueron de 15, 52,
y 33%, sin embargo cuando se aplicé la prueba estadistica % obtuvimos un valor
de 0.48, con una Py 5 de 0.78, por lo tanto no hay una diferencia significativa ent?e
estas frecuencias genotipicas (Tabla 6). Con respecto a la frecuencias alélicas
para los alelos A y G del polimorfismo Arg16Gly se observan frecuencias
idénticas entre casos y controles (41% (A) y 59% (G)) (Xz de 0.024 y una Poos
0.87 (Tabla 7). |

En relacién a los datos obtenidos con el SNPs Glu27GlIn las frecuencias de
los genotipos GIn27GIn, GIn27Glu, Glu27Glu en los casos y controles fueron de
75,23y 2% Vs 77, 22 y 1% respectivamente, con una +% de 1.01 y una Pg s 0.60,

(Tabla 8). Las frecuencias alélicas se encontraron en un 87% para el alelo C y un
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Figura 12. Discriminacién Alélica de ADRB2 (GIn27Glu) mediante el método

de TagMan. Se muestra en azul los homocigotos (CC), en verde los heterocigotos

(CG) y en rojo los homocigotos (GG).
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22% para el alelo G en los casos, mientras que en controles se observo un
porcentaje de 88 y 12% respectivamente (v? de 0.9 y una Po s de 0.3) (Tabla 9).
En ningun caso se observaron diferencias significativas, el analisis de genotipos
en el gen ADRB2 permitié identificar 8 diplotipos diferentes tales como: AA/GG,
AA/CC, AG/GG, AG/CG, AG/CC, GG/GG, GG/CG y GG/CC Cuando se comparo
la distribucion de los diplotipos entre casos y controles se obéervé que AA/GG se
encontrd sélo en uno de los controles (0.04%), mientras que el AG/GG se
encontrd solo en los casos (1%, Po.os 0.09); el diplotipo AA/CC se observé con una
frecuencia idéntica (14%) entre casos (n=12) y controles (n=35), asi mismo se
observaron frecuencias similares entre casos y controles con los diplotipos GG/CC
(11%) y AG/CC (41% vs 42%). Otros genotipos fueron el AG/CG con frecuencias
de 14% en los casos y el 11% en los controles (Poos de 0.29), el GG/GG con 1%
en casos y 0.6% en controles y el GG/CC con una distribucion del 18% en casos y
21% en controles. En ninguno de los casos se observaron diferencias

significativas (Tabla 10).

52



A/

Tabla 6. Frecuencias genotipicas del polimorfismo Arg16Gly del gen ADRB2 en

una muestra de pacientes mexicanos con asma.

POLIMORFISMO | GENOTIPO CASOS CONTROLES v2 Po.os
n(%) n(%)
AA 12 (13} 37 (15)
Arg16Gly
AG 51(57) 131 (52) 0.48 0.78
GG 27 (30) 82 (33)
Total 90 250
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Tabla 7. Frecuencias alélicas del polimorfismo Arg16Gly del gen ADRB2 en

pacientes mexicanos con diagnostico de asma.

POLIMORFIS ALELO CASOS CONTROLES Y2 Po.os
MO n(%) n(%)
A 75 (41) 205 (41)
Argl6Gly 0.024 0.87
G 105 (59) 295 (59)
Total 180 500
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Tabla 8. Frecuencias genotipicas del polimorfismo GIn27Glu localizado en el gen

ADRB?2 en pacientes mexicanos diagnosticados con asma.

POLIMORFISMO GENOTIPO CASOS n(%) CONTROLES xz Po.os
n(%)
CC 65 (75) 192 (77)
GIn27Glu 1.01 0.60
CG 23 (23) 55(22)
GG 2(2) 3(1)
Total 90 250
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Tabla 9. Frecuencias alélicas del polimorfismo GIn27Glu localizado en el gen

ADRB?2 en pacientes mexicanos diagnosticados con asma.

POLIMORFISMO ALELO CASOS n(%) CONTROLES Y2 Po.os
n(%)
C 153 (87) 439 (88)
GIn27Glu 0.9 0.3
% 27 (22) 61 (12)
Total 180 500
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Tabla 10. Distribucion de genotipos en el gen ADRj2 en pacientes mexicanos

con diagnostico de asma.

GENOTIPOS CASOS CONTROLES Py
ADRB16/ADRB27 n(%) n(%)
AA/GG 0 (0) 1 (0.4) 0.54
AA/CC 12 (14) 35 (14) 0.88
AG/GG 1(1) 0 (0) 0.09
AG/CG 13 (14) 26 (11) 0.29
AG/CC 37 (41) 106 (42) 0.85
GG/GG 1(1) 2 (0.6) 0.78
GG/CG 10 (11) 27 (11) 0.92
GG/CC 16 (18) 53 (21) 0.49
TOTAL 90 250
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ANALISIS DE CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO

Los pacientes se clasificaron de acuerdo con la gravedad de la enfermedad.
De un total de 90 pacientes asmaticos, 34 fueron diagnosticados con fenotipos
intermitente leve, 25 con persistente leve, 29 con persistente moderada y 2 con

persistente severa (Tabla 11).

El analisis de la correlacion entre los polimorfismos en el gen ADRB2 vy la
gravedad de la enfermedad no mostro diferencias estadisticamente significativas
para el diplotipo AA/CC; la frecuencia de este diplotipo en pacientes con fenotipo
intermitente leve fue del 12%, en persistente leve del 20% y en persistente
moderada 7% con una Py g5 0.34. El genotipo AG/GG se encontrd solo en el grupo
en pacientes con asma intermitente leve con una frecuencia del 3%. El diplotipo
AG/CG se encontré en el 17% de los pacientes clasificados como intermitente
leve, en el 12% de los pacientes clasificados como persistente leve yenel 13%
de los pacientes clasificados como persistente moderada. El diplotipo AG/CC se
encontré en el 47% en los casos con fenotipo intermitente leve, en el 40% de los
pacientes con el fenotipo persistente leve y en el 38% de los pacientes con
fenotipo persistente moderada. El diplotipo GG/GG solo se observéd en un paciente
con fenotipo persistente leve (4%); El diplotipo GG/CG se observo en el 6% de los
pacientes con fenotipo intermitente leve y en el 28% de los casos con asma
persistente moderada; el diplotipo GG/CC se observé en el 15% de los pacientes
con asma intermitente leve, en el 24% con persistente leve, en el 14% con

persistente moderada y en uno de los 2 casos con asma persistente severa.
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Tabla 11. Polimorfismos en el gen ADRj2 y la gravedad del asma en pacientes

mexicanos
Genotipos Intelr(r;/iteente Perlsei?/t:nte Persistente | Persistente
ADRB16/ADRB27 5 ” Moderada Severa
n ( /o) n ( /o) o Po.os
n ( /o) n
AA/CC 4(12) 5 (20) 2(7) 1 0.34
AG/GG 1(3) 0 0 0 0.44
AG/CG 6 (17) 3(12) 4 (13) 0 0.81
AG/CC 16 (47) 10 (40) 11 (38) 0 0.74
GG/GG 0 1(4) 0 0 0.27
GG/CG 2 (6) 0 8 (28) 0 0.002
GG/CC 5 (18) 6 (24) 4 (14) 1 0.54
TOTAL 34 25 29 2
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Analisis de haplotipos

El analisis de haplotipos del gen ADRB2 mostro6 la presencia de 3
combinaciones: Gly16/GIn27, Arg16/GIn27, Gly16/Gly27. La primera combinacion

mostrod un OR de 0.98 (95% Cl 0.68-1.42), la segunda mostré un OR de 0.96 (95%

Cl 0.66-1.39) y la tercera del 1.04 (95% CI 0.58-1.86). En ninguna de ellas se

encontraron diferencias significativas.
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Tabla 12. Frecuencia de haplotipos en el gen ADRB2 en pacientes con

diagndstico de asma.

CASOS | CONTROLES OR
ADRB2 X* Po.os
n (%) n (%) (95% Cl)
GiC 76 (47) 243 (48) 0.001 0.97 0.98 [0.68-1.42]
AIC 66 (41) 204 (40) 0.04 0.83 0.96 [0.66-1.39]
e 19 (12) 62 (12) 0.001 0.97 1.04 [0.58-1.86]
TOTAL 161 509
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Analisis de los polimorfismos del gen TNF-a

Polimorfismo —238 G/A

La frecuencia del genotipo GG fue de 91% eh los casos y del 89% en los
controles; el heterocigoto GA se encontro en el 8% de los casos y en el 10% en
los controles, mientras que la frecuencia de los homocigotos para el alelo A fue
del 1% tanto en casos como en controles. En ningun caso se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (Po.os de 0.79) (Tabla 13). El analisis de
la frecuencias alélicas mostro que el 95% en los casos y el 94% de los controles
presentaron el alelo G, mientras que para el alelo A se obs.ervo una frecuencia
del 5% en los casos y un 6% en los controles, no obteniendo una diferencia

significativa (%2 0.16 y Pg0s de 0.68) (Tabla 14).
Polimorfismo —308 G/A
La frecuencia del genotipo GG fue de 86% en los casos y del 91% en los

controles; el heterocigoto GA se encontré en el 13.5% de los casos y en el 9% de

los controles, mientras que no se observaron homocigotos para el alelo A tanto en
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casos como en controles. En ningun caso .se encontraron diferencias

estadisticamente significativas (Pg.05 de 2.07) (Tabla 15). El analisis de las

Tabla 13. Frecuencias genotipicas del polimorfismo —238 localizado en la region

promotora del gen TNF-a.

POLIMORFISMO | GENOTIPO CASOS CONTROLES . Po.os
n (%) n (%)
GG 82 (91) 223 (89)

TNF-o. -238 GA 7(8) 25 (10) 0.44 0.79
AA 1 (1) 2Ly
Total 90 250

LV
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Tabla 14. Frecuencias alélicas del polimorfismo —238 localizado en la region

promotora del gen TNF-a.

POLIMORFISMO ALELO CASOS CONTROLES 12 Po.05
n(%) n(%)
G 171 (95) 471 (94)
TNE- 0.16 0.68
a-238 A 9(5) 29 (6)
Total 180 500
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Tabla 15. Frecuencias genotipicas del polimorfismo —308 localizado en la region

promotora del gen TNF-a.

POLIMORFISMO | GENOTIPO CASOS CONTROLES %2 Po.os
n(%) n(%)
GG 78 (86.5) 226 (91)
TNF-a -308 2.07 0.15
GA 12 (13.5) 20 (9)
AA 0 0
Total(n) 90 250
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frecuencias alélicas mostré que el 93% en los casos y el 94% de los controles

presentaron el alelo G, mientras que para el alelo A se observé una frecuencia

del 7% en los casos y del 6% en los controles, no obteniendo una diferencia

significativa (x2 1.34 y Pgos de 0.24) (Tabla 16).

Tabla 16. Frecuencia alélica del polimorfismo -308 localizado en la region

promotora del gen TNF-o

POLIMORFISMO ALELO CASOS CONTROLES %2 Po.0s
n(%) n(%)
G 168 (93) 472 (94)
TNF-
a-308 1.34 0.24
A 12 (7) 22 (6)
Total 180 500
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El analisis de diplotipos en el gen TNF-a

Con los polimorfismos mencionados se encontraron 7 diferentes diplotipos
en el gen TNF-a tales como: GG/GG, GA/GG, GA/GA, GA/AA, AAIGG, AAIGA y
AA/AA. El diplotipo GG/GG se encontr6 con una frecuencia del 1% en los casos y
0.4% en los controles (Pgos5 0.78), el GA/GG se observé con una frecuencia del 8%
tanto en los casos como en controles (Poos 0.94), el GA/GA se encontroé ausente
en los casos y presente en el 0.4% de los controles (Poos 0.396), el GA/AA se
encontrd solo en el 1% en los controles (Poos 0.29), el AA/GG se documento con
una frecuencia del 78% de los casos y 84% de los controles (Poos 0.47), el
genotipo AA/GA estuvo presente en el 13% de los casos y en el 6% de los
controles (Po.0s de 0.039), el AA/AA no se observo en ninguno de los casos y en
los controles solo se encontraron 4 casos (1%) (Poos 0.22). Estos resultados
mostraron diferencia significativas solo para el diplotipo AA/GA encontrandose con

una mayor frecuencia en los casos que en los controles (Tabla 17).

Analisis de correlaciéon genotipo-fenotipo

El total de pacientes con asma intermitente leve fueron 34 casos, con
persistente leve 25, con persistente moderada 29 y con persistente severa 2,

dando un total de 90 casos estudiados (Tabla 18).

En la correlacion de los diplotipos y la gravedad de la enfermedad se

observd que el genotipo GG/GG soélo se encontré en pacientes con asma
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persistente moderada (Poos 0.54), para el diplotipo GA/GG se documentd una
frecuencia del 3% en el grupo con fenotipo intermitente leve, del 4% en persistente
leve y del 8% en persistente moderada; este diplotipo también se observé en uno
de los pacientes con fenotipo persistente severo (Pogs 0.76); AA/GG se encontro
en el 70% de los pacientes clasificados como intermitente leve, en el 92% de los
pacientes con persistente leve, en el 74% de pacientes con persistente moderada
y en uno de los pacientes con persistente severa (Pgos 0.13); el genotipo AA/GA
se encontrd en el 22% de los pacientes con asma intermitente leve, en el 4% de
los pacientes con fenotipo persistente leve y en el 14% de los pacientes con asma
persistente moderada (Po050.18) (Tabla 18).

Se encontraron en nuestra poblacion 3 haplotipos en el gen TNF-a:
G238/G-308, A-238/G-308 y G-238/A-308, cuya frecuencia no mostro diferencias

significativas entre casos y controles.
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Tabla 17. Distribucion de genotipos en el gen TNF-a.

Genotipos Casos Controles Poos

-238/308 n(%) n (%)

GA/GA

GG/GG 1(1) 2 (0.4) 0.78
GA/GG 7 (8) 19 (8) 0.94
GA/GA 0 2 (0.4) ‘ 0.396
GA/AA 0 3(1) 0.29
AA/GG 71 (78) 204 (84) 0.47
AA/GA 12 (13) 16 (6) 0.039
AA/AA 0 4 (1) 0.22

Total 90 250

Tabla 18. Polimorfismos en el gen TNF-« y la gravedad de la enfermedad.

Genotipos Intermitente | Persistente | Persistente | Persistente p
TNF-« leve leve Moderada | Severa 002
n(%) n(o/o) n(o/o) n(%)

GG/GG 0 0 1(3) 0 e
GA/GG 3(8) 1(4) 2 (8) L S
AAIGG 24 (70) 23(92) | 22(74) L o
AA/GA 7 (22) 1(4) 4 (14) g Vied
TOTAL 34 o5 29 2
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Tabla 19. Frecuencia de haplotipos en el gen TNF-a

CASOS | CONTROLES OR
TNF-c & P
n(%) n(%) (95% Cl)
0.83
GIG 159 (88) 454 (89) 0.27 0.6033
: [0.47-1.49]
0.66
AIG 12 (7) 21 (5) 1.26 0.26
[0.31-1.43]
1.1
GIA 8 (5) 25 (6) 0.067 0.79
[0.47-2.69]
TOTAL 180 500
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DISCUSION

El asma es un padecimiento cuya frecuencia ha aumentado en los ultimos
afos en forma considerable en los nifios, se calcula que entre el 10 y el 15% de la
poblacion general padece la enfermedad. Diversos estudios han puesto en
evidencia la fuerte correlacion entre los factores ambientales y los genéticos con el
desarrollo y gravedad del asma, asi como con la respuesta al tratamiento. Uno de
los genes que se han asociado al origen del asma es el gen CFTR, el cual es el
responsable de la fibrosis quistica (FQ). En poblaciones francesa, griega, israelita
y danesa se ha documentado que individuos heterocigotos para la mutacion
AF508 tienen una mayor susceptibilidad para desarrollar asma. De hecho en la
poblacién israelita la mutacién AF508 se ha identificado en aproximadamente el
2% de los padres diagnosticados como asmaticos y cuyos hijos padecen FQ

(Mussaffi y cols, 2000).

En 1998 Morten y Cols (Morten y cols, 1998) estudiaron 250 pacientes
diagnosticados con asma y observaron que el 9% era portador de la mutacion,
posteriormente los mismos autores (Morten y cols, 2001) reportaron otro estudio
con un mayor nuumero de individuos (n=605) diagnosticados con asma severa
donde encontraron que el 38% tenia la mutac;ién mencionada en estado

heterogigoto. Por otra parte, en Francia se ha reportado una frecuencia de 2.9%
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de dicha mutacion en pacientes diagnosticados con asma (Guilloud-Bataille y cols,
2000).

En nuestro estudio, donde se incluyeron 90 pacientes, no se encontro la
mutacion AF508. Nuestros resultados sugieren que la mutacion AF508 no participa
en el desarrollo del asma en la poblacion mexicana, sin embargo no podemos
descartar la posibilidad de su participacion, incluso de otras mutaciones en el gen
CFTR con son G542X, Al507, N1303K, S549N, entre otras, ya que el tamafno de
la muestra es muy pequefo, por lo que el estudio no alcanzé un poder estadistico
adecuado para que nuestros resultados sean contundentes. Es importante senalar
que el gen CFRT esta asociado al incremento de la funcién pulmonar en
individuos asmaticos con obstruccion en las vias aéreas y es importante
mencionar que este gen esta jugando una papel importante en la hiperactividad

bronquial.

En algunas poblaciones el estudio de los polimorfismos (SNPs) Arg16Gly,
GIn27Glu, en el gen ADRB2 y TNFu-238 vy TNFa308 en el gen TNF-o. han
revelado que estos se encuentran asociados al asma (gravedad: ADRB?2,
susceptibilidad: TNF-a.) (Rehisaus y cols, 1993; Uday y cols, 2001, Matthias y cols,
2000). Asi mismo, se ha observado que el efecto de cada uno de estos
polimorfismos en la susceptibilidad del asma es diferente entre las poblaciones y

aun dentro de una misma poblacion (Matthias y cols, 2000).
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En este trabajo nosotros analizamos los polimorfismos Arg16Gly, GIn27Glu,
TNFa-308 y TNFo—238 en individuos asmaticos y en un grupo de individuos

Sanos.

El analisis de la frecuencia del polimorfismo Arg16Gly en el gen ADRB2, no
mostré diferencias estadisticamente significativas entre los casos y los controles.

Estos resultados estan de acuerdo con algunos autores donde, ellos reportan
una falta de asociacion entre este polimorfismo y asma, aunque ellos observaron
que existe una disminucion de la expresion del receptor B2 adrenergico (Green y

Cols; 1995, Matthias y cols; 2000, Wang y Cols; 2001).

El analisis del polimorfismo GIn27Glu mostré que el estado homocigoto
(Glu27Glu) se presenta con una frecuencia relativamente baja en nuestra
poblacion (casos: 2% vs controles: 1%) mientras que en poblacion alemana vy
asiatica es mas frecuente, incluso a diferencia de lo observado en nuestra
poblacién, en Alemania y Asia la frecuencia de este alelo es mayor en pacientes

asmaticos (Gree y cols, 1994; Martinez y cols, 1995; Matthias y cols, 2001).

Al analizar la distribucion de los genotipos en nuestra poblacién de estudio
observamos que el diplotipo Arg16Glu/Gly27Gly no mostré diferencias
significativas entre casos y controles, sin embargo este genotipo fue frecuente en
la poblacién mexicana, similar a lo reportado en otros estudios como en la

poblacién caucasica (Matthias y cols, 2002; Martinez y cols, 1995).
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Interesantemente al analizar la asociacion del genotipo con la gravedad de la
enfermedad, observamos que el diplotipo Gly16Gly/GIn27GlIn es significativamente
mas frecuente en individuos que presentan asma persistente moderada, lo que
sugiere el gen ADRB2 es un gen modificador que se asocia con la gravedad del
asma en poblacion mexicana. Otro de los genotipos que se asociaron con la
gravedad de la enfermedad en la poblacién mexicana fue el genotipo
Gly16Gly/Glu27Glu, ya que éste se encontré con mayor frecuencia en individuos
con asma persistente leve. Lo anterior sugiere que en asma podria ser posible
encontrar genotipos marcadores de cada clasificaciéon, lo cual contribuiria a

mejorar las estrategias de diagnostico y tratamiento.

Otro de los genes analizados fue el gen TNFa, el cuél es una molécula

proinflamatoria con efectos biologicos relevantes en la inflamacion y en la
remodelaciéon de las vias aéreas al activar a los eosinofilos, liberando

metaloproteasas implicadas en este proceso (Uday y cols, 2001).

Al analizar el polimorfismo —238 localizado en la region promotora del gen
TNFo. se observé que las frecuencias de los alelos y genotipos son muy similares
tanto en casos como en controles, resultados similares a los realizados en la
poblacion caucasica (Doo y cols, 2003).

Al analizar la frecuencia del polimorfismo —308 en nuestra poblacion

observamos que tanto los casos como los controles tienen una frecuencia similar,
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a diferencia de lo reportado previamente en la poblacién caucasica, donde dicho
polimorfismo en estado heterocigoto participa en la etiologia del asma (Louis y
cols, 2000 y Buckova y cols, 2002). Por otra parte al analizar la distribucion de los
diplotipos observamos que el genotipo AA/GG tiene una alta frecuencia en nuestra
poblacién (78% vs 84), genotipo que podria ser caracteristico de la poblacion
mexicana, sin embargo no observamos una diferencia estadisticamente
significativa entre casos y controles.

En contraste, el genotipo AA/GA mostré diferencias estadisticamente
significativas entre casos y controles, sugiriendo que este genotipo podria tener
un papel en la susceptibilidad del asma en poblacién mexicana. Estos resultados
apoyan lo observado en otras poblaciones como la Coreana (Soo-Jong y Cols;
2007), la caucasica de EU vy la indu (Shilpy y cols; 2006).

El genotipo GG/GA no se observd en nuestra poblacion, mientras que en

poblacion Japonesa es uno de los mas frecuentes (Migita y cols, 2005).

Al analizar la relacion de los genotipos con la gravedad de la enfermedad no
observamos ninguna diferencia estadisticamente significativa, similar a lo

observado en otras poblaciones como la Coreana (Chang y cols, 2005).

Al analizar la frecuencia de los haplotipos derivados de los polimorfismos —
238 y —308 localizados en dicho gen se observaron las siguientes combinaciones:
G/G, A/G, G/A, sin embargo no se observaron diferencias significativas entre

casos y controles.
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En resumen, los resultados de esta tesis sugieren que el gen ADRB2 es un
gen modificador, mientras que el gen TNFa es un gen de susceptibilidad para el
desarrollo del asma, aunque también parece ser que se encuentra involucrado en
la gravedad de la enfermedad. Por otra parte, estos resultados apoyan la
aseveracion de que existen variaciones interpoblacionales, por lo que es necesario
el analisis de los genotipos relacionados con enfermedades como el asma en cada

poblacion.
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CONCLUSIONES

El andlisis de las frecuencias de los alelos y de los genotipos del gen ADRB2,
sugiere que este gen no participa en la susceptibilidad para desarrollar asma en la

poblacién mexicana.

La asociacion del genotipo GG/CG del gen ADRB2 con la gravedad del asma
observada en este trabajo, apoyan la hipotesis de que polimorfismos en este gen

podrian modificar la gravedad del asma.

El andlisis de la frecuencia genotipica del polimorfismo —-308 del gen TNF-a,
sugiere que este gen tiene un papel importante en la susceptibilidad para padecer

asma y apoya los resultados observados en otras poblaciones.

El analisis de los polimorfismos del gen TNF-o. muestra una distribucion de los
genotipos de acuerdo con la gravedad de la enfermedad, por lo que analisis
similares podrian contribuir en un futuro para la clasificacion y el manejo de los

pacientes con asma.

Existe una gran heterogeneidad en la frecuencia y distribucion de los

polimorfismos en los genes analizados en comparacion con otras poblaciones.

Es necesario incrementar el tamano de la muestra.
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