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INTRODUCCION

El asma es una enfermedad cronica comun caracterizada por sintomas
respiratorios como disnea, tos, sibilancias y desordenes inflamatorios cronicos de
la via aérea la cual se obstruye y limita el flujo de aire por broncoconstriccion,
mucosidad e inflamacion. Es causada por exposicibn a humerosos organismos,
agentes biologicos y sintéticos. Por su frecuencia se constituye en un problema de
salud publica y se ha estimado que existen aproximadamente 300 millones de
personas en el mundo que la padecen afectando a todas las edades y grupos
étnicos. Adicionalmente la prevalencia del asma se ha incrementado
mundialmente, representando entre el 7 y el 10% de la poblacién en los paises
industrializados. En Colombia se ha reportado una prevalencia global acumulada
del 7.4%. El impacto en costos del manejo del asma excede, en los Estados
Unidos, los 14 billones de dolares anuales, constituyéndose en una de las

enfermedades mas costosas para los sistemas de salud (GINA, 2006).

Actualmente existen varios fenotipos asociados con el asma y cuya etiologia ain
no ha sido relacionada con genes especificos. Hasta el momento se han
identificado varias regiones cromosdmicas ligadas al asma bronquial, entre las
cuales se han descrito varios grupos de genes que codifican para ciertas citocinas
(59), el complejo mayor de histocompatibilidad (6p), la subunidad beta del receptor
FCi (11q), el interferon g (12q) y el locus a/d del receptor de células T (14q), las
cuales estan estrechamente relacionados con susceptibilidad al asma (Guarin,
2001).
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Uno de los genes relacionado con la susceptibilidad y severidad de la enfermedad
es el gen Sintasa LTC4S humano el cual se encuentra situado en 5935. La LTC4
sintasa es una glutation transferasa de unibn a membrana la cual se expresa
solamente en células de origen hematopoyético y es la clave para que se lleve
acabo la sintesis de leucotrienos (LTs) los cuales son potentes mediadores pro-
inflamatorios que promueven la contraccion del musculo liso, la hipersecrecion de

moco, el edema y el reclutamiento de eosindfilos en la via aérea.

Estudios recientes han relacionado un polimorfismo bi-alélico en la region
promotora del gen sintasa LTC4 (A-444C) como un factor de riesgo para el asma,
ya que la presencia del alelo mutante C es mas frecuente en personas con asma

inducido por aspirina y pacientes con asma severa.

Esta investigacion pretende comparar la prevalencia del polimorfismo A(-444)C
ubicado en la region Promotora del gen LTC4 Sintasa humano en controles sanos
y pacientes pediatricos asmaticos provenientes de una muestra de la ciudad de

Bogota.
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2.- MARCO TEORICO

2.1 HISTORIA DEL ASMA

El término asma se deriva de la palabra griega adgma que significa jadeo, ahogo o
dificultad respiratoria y fue empleado por primera vez por Homero en la lliada.
(Pierre, 2008). Desde el afio 2600 a.c. el médico Chino Huang-you en su libro
Nei Ching, usaba la planta Ma-Huang como medicamento ya que es una planta
productora de la sustancia efedrina, la cual estimula los receptores B2

adrenérgicos permitiendo la broncodilatacion de la via aérea.

Hipocrates describié el asma como una enfermedad intolerante mucho mas severa
que una disnea simple. El asma se compar6 con una convulsién epiléptica que se
vio como un castigo divino. Asclepiades de Bithynia (75 A.C.) fue el primero en
distinguir el caracter agudo y crénico de la enfermedad. Galeno y Aretaeus de
Capadocia, observaron que el asma era mas frecuente durante el invierno, y se

presentaba principalmente en horas de la noche.

Después, Pérsico Avicenna, describe el uso de plantas aromaticas para el
tratamiento del asma. Vetee, en afios posteriores relata que el asma se
desencadena por un frio comun, presentandose con mayor frecuencia durante la

estacion de las lluvias, y por la poluciéon del aire de la ciudad.

Hacia el siglo Xl la Escuela de Salerno definié el asma como respiracion
dificultosa fuerte, con tos y sibilancias y sobre todo con gran estrechamiento y
obstruccion del pulmon. Paracelsus, creyo que la enfermedad era el resultado de

agentes externos y no de desequilibrios interiores. Realizé varias investigaciones,
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sostuvo que el asma bronquial s6lo se podia curar a través de las preparaciones
liguidas o substancias quimicas y no por las hierbas; determiné el azufre como

cura ya que este secaba la mucosidad del pulmén asmatico.

Baptista Helmont, destacé que la enfermedad se localizaba primero en los
bronquios y asocio el broncoespasmo con la inhalacion del polvo. (Pierre, 2008).
En 1698, John Floyer hizo referencia a la predisposicion hereditaria de la
enfermedad e identificd las "especies" de las diferentes asmas. Determiné los
periodos convulsivos en los pacientes cuando se encontraban en presencia de los
contaminantes y del humo Henry Hyde fue el primero en describir la patologia y
el tratamiento del asma clasificandolo como una dolencia "intrinseca”. Hizo
referencia a ciertas células presentes en la saliva del asmatico como los

eosinofilos, aporté como tratamiento el uso de la cafeina (Pierre, 2008).

Charles H. Blackley observdé que las personas que sufrian de asma vy rinitis
pertenecian a clases sociales con el nivel socio-econémico y cultural més alto. Su
incidencia era menor entre los obreros rurales, hecho que atribuy6 al nivel cultural
bajo y la posibilidad que ellos desarrollaban inmunidad debido a la gran exhibicion
al polen. William B. Osler hizo referencia a la inflamacion de la via aérea en

algunas personas cuando habia presencia de bronquitis obstructiva.

En 1890 Carl Weigert, describi6é las caracteristicas de los granulos de los
mastocitos, y cred el término "metacromasia”. Dos afios después identifico el
eosinofilo con su citoplasma de granulos acidoéfilos, encontrados previamente en

la saliva de asmaticos (Pierre, 2008).

Hacia 1928, Wilhem Storm estudié el asma inducida por la aspirina, realiz6 un
estudio en 100 pacientes asmatico a los cuales sumistr6 una dosis de aspirina vy
provoco la reaccion pulmonar en 16 de los 100 pacientes analizados. En 1928 H.
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Dekker relacioné acaros y asma. Entre 1969-1974 se introdujeron los términos
de "linfocina", monocina y citocina, relacionados como mediadores derivados de
los linfocitos y monocitos. En el afio 2000 se establecié la relacion de los
reguladores de linfocitos T en el asma. En el 2001 se identificé el primer gen
relacionado con el asma y finalmente hacia el afio 2003 se obtuvo el anticuerpo
Monoclonal anti-IgE el cual es aceptado para el uso clinico en el tratamiento del

asma alérgica moderada y severa persistente (Pierre, 2008).

2.2 ASMA

El asma es una enfermedad cronica comun de la via aérea en donde varias
células y elementos celulares juegan papeles importantes. Fisiol6gicamente se
manifiesta por un estrechamiento generalizado de la via respiratoria causado por
inflamacion crénica, mucosidad y broncoconstriccién. Adicionalmente es una
enfermedad episddica en la cual, las exacerbaciones agudas se intercalan con
periodos asintomaticos que pueden durar desde unos minutos hasta horas. Se
caracteriza por presentar un conjunto de eventos patoldgicos que provocan una
funcién crénica anormal en la via respiratoria causada por la reduccién del
diametro de las vias respiratorias, contraccion del musculo liso, congestiéon
vascular, edema de la pared y presencia de secreciones firmes y espesas (GINA,
2005; Rojas, 2001; Harrison, 1994).

2.3 EPIDEMIOLOGIA DEL ASMA

En los Ultimos afios se ha observado un aumento en la prevalencia de la

enfermedad debido al incremento de sensibilizacion atépica y a otras
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enfermedades alérgicas. Los paises mas afectados son Australia, Brasil, Peru,
Nueva Zelanda, Reino Unido, Costa Rica, Canada y Estados Unidos donde la
prevalencia de este pais es mayor al 10.1% del cual, 15 millones corresponden a
adultos y 5 millones a nifios. Seguido por paises como Uruguay, Paraguay,
Ecuador, Sudéfrica, Costa de marfil y Ucrania los cuales presentan una
prevalencia del 7.6 al 10 %. Argentina, Chile, Kenia, Niger, Arabia, Turquia, Iran,
Espafa, Francia, Japdn, Tailandia y Filipinas presentan una prevalencia del 5.1
al 7.5%, Colombia presenta una prevalencia del 7.4 %. Los paises que
presentan mas baja prevalencia son Meéxico, Rusia, Marruecos, Argelia, Etiopia,
Portugal, Italia, Polonia, India, Pakistan, Malasia, Corea del Sur, Mongolia,
Indonesia, Grecia y Bulgaria con una prevalencia del 2.5 al 5.0 % y algunos de los
paises sin estadistica clara son: Madagascar, Bolivia, Venezuela, Nueva Guinea,
Las Guyana, La Guayana Francesa, Suriname, Nicaragua, Honduras, Guatemala,
el Salvador y Belice (Masoli et al, 2004).

La tasa de mortalidad por asma entre paises se ha podido determinar gracias a
los estudios realizados en pacientes con edades comprendidas entre 5 a 34 afios
de edad, debido a que es mas claro poder establecer el diagnéstico de asma a
partir de los 5 afios puesto que a edades inferiores se puede confundir con
cualquier otro tipo de enfermedad respiratoria permitiendo de esta forma sesgar
los datos estadisticos relacionados con tasa de mortalidad para esta entidad
(Masoli et al, 2004).

Este planteamiento fue respaldado por una validacion de estudio basado en datos
de 14 paises en 7 regiones. Los datos demostraron que las tasas de mortalidad
del asma entre los 5 y 34 afios se encuentran en un promedio del 89% segun los
informes derivados de la OMS. Las tasas mas altas de mortalidad se encuentran

en paises como China la cual presenta un 36.7 % seguido de Rusia con un
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28.6%. Los paises que presentan las tasas mas bajas de mortalidad son Brasil,
Canada y Finlandia con un 1.6%. En Colombia se presenta un 10.1% de
Mortalidad (GINA, 2005; Masoli et al, 2004).

Se estima que el asma afecta aproximadamente a 300 millones de individuos de
todas las edades y grupos étnicos a nivel mundial. La mitad de los casos
aparecen antes de los 10 afios de edad y otra tercera parte antes de los 40. En
la infancia existe una relacién varones: mujeres 2:1 que se iguala hacia los 30
afnos de edad (GINA, 2006; GINA, 2005).

2.4 FACTORES QUE CONTRIBUYEN AL ASMA.

La reaccion asmatica se caracterizada por dificultad respiratoria la cual es
causada por exposicion a numerosos factores ambientales como humo de
cigarrillo, polen, &caros, polvo casero, pelos de animales, ejercicio, sustancias
industriales, contaminantes del aire como el ozono, diéxido de sulfuro, oxido de
nitrégeno, compuestos organicos volatiles e hidrocarburos aromaticos policiclicos.
Infecciones virales, farmacos como la aspirina y otros antiinflamatorios no
esteroideos, colorantes, conservantes de alimentos, factores laborales (sales
metalicas, polvo de madera y vegetales, productos industriales y plasticos,
detergentes) y el componente genético el cual se estima que varia entre el 36 %y
el 79 %. (Tabla 1). Se clasifica como una enfermedad multifactorial donde
interfieren multiples genes e influencia ambiental. Se ha estudiado la participacion
de diferentes regiones cromosomicas, en Colombia el 53% de quienes sufren de
asma tienen antecedentes familiares. Por lo tanto es de gran importancia conocer
el componente genético de esta entidad debido a que existen un gran niumero de
genes relacionados con exposicidn a alergenos los cuales son regulados en
distintos loci (GINA, 2006; McCunney, 2005; Weiss y Raby, 2004).
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FACTORES QUE CONTRIBUYEN AL ASMA

FACTORES FACTORES | INFECCIONES
AMBIENTALES | FARMACOS LABORALES VIRALES

antiinflamatorios no . .
Polen esteroideos Polvo de madera Coronavirus obesidad
. Estado
.. Enzimas . - ,
polvo casero Dipidamole pancreaticas Parinfluenza socioecono-
mico

Produccién de

Humo de

cigarrillo Nitrofuranteina alimentos(café, Adenovirus higiene

té, conservantes)

Clamidia y Componente
micobacterias genético

contaminantes

del aire protamina Desinfectantes

Tabla 1. Factores que Contribuyen al desarrollo del asma.

2.5 CRITERIOS DE DIAGNOSTICO.

El asma es una entidad dificil de diagnosticar ya que presenta sintomas similares

a los que ocurren en otras enfermedades tales como reflujo gastrointestinal,
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rinosinusitis, desordenes alérgicos, fibrosis quistica, laringotraqueomalacia,
displasia  broncopulmonar,  bronqueolitis, fistula  traqueo  esoféagica,
inmunodeficiencia cardiaca, y aspiracion de cuerpo extrafio siendo uno de los
impedimentos para poder iniciar un tratamiento efectivo y de alguna forma lograr la
prevencion de la enfermedad. Con el fin de evitar la confusion con otras
enfermedades se han usado criterios clinicos comunes para el diagnéstico del

asma los cuales incluyen:

Sintomas e historia médica de tos principalmente durante la noche, disnea

recurrente y dificultad respiratoria.

Test de espirometria el cual permite evaluar la funcién pulmonar valorando
la severidad, reversibilidad y variabilidad del flujo de aire que puede ser

inhalado y exhalado.

Test de repuesta a broncodilatador donde se analiza la presencia de
obstruccion de la via aérea y la buena respuesta al broncodilatador
aumentando el volumen de expiracion forzada en un segundo mayor al
12%.

Test de cambio de inhalacién con metacolina el cual estimula directamente

el musculo liso de la via aérea induciendo un decrecimiento en el volumen
de expiraciéon forzada en un segundo en mas del 20%, un cambio positivo
del test de metacolina (PCy < 4mg/mL) indica hiperespuesta de la via
aérea. Es de gran ayuda en pacientes con sospecha de asma Yy

espirometria normal.

e Imagen radiografica donde estas se encuentran normales en pacientes con
asma (McCormack y Enright, 2008; GINA, 2006; Padula et al, 2001).
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e Exdmenes de apoyo diagndstico como conteo de eosinofilos en sangre
periférica, esputo, frotis nasal, cuantificacion de inmunoglobulina E total;
pruebas de alergia dérmicas y seroldgicas (RAST y/o ELISA), las cuales
constituyen una herramienta importante para evaluar el componente

alérgico del asma y orientar las medidas de prevencion y tratamiento.

En muchos casos el diagnostico de asma se hace al poner en conjunto los
sintomas y signos del paciente con la historia personal y familiar. En otros
pacientes en especial en los menores de 5 afios se realiza teniendo en cuenta la
evolucién en el tiempo. En casos dudosos la respuesta al tratamiento médico con
antagonistas 32 de accion corta y esteroides inhalados pueden soportar el

diagndstico de asma (Padula et al, 2001)

2.6 FENOTIPOS DEL ASMA

2.6.1 Asma en la Nifez

En la mayoria de los nifios, los sintomas del asma vy dificultad para respirar
mejoran con la edad pero en un 30-40% continlan con episodios recurrentes
hasta la edad adulta, nifios con alto riesgo de desarrollar asma tienen una historia
familiar, pero la historia maternal estd mas asociada con susceptibilidad en los
nifos que en las nifas. (Bel, 2004). A la vez el asma en la nifiez se puede dividir

en tres partes.
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2.6.1.1 Sibilancias transitorias en la infancia

Este fenotipo no tiene una historia familiar de asma, el prondstico de estos nifios

es favorable, pero afecta la funcién pulmonar en el momento del nacimiento.

2.6.1.2 Sibilancias no atdpicas de los nifios y comienzo en la edad escolar

Afecta nifios hacia los tres afios de edad, aproximadamente el 40% no son
atopicos, después inician con una historia de infecciones virales del tracto
respiratorio bajo y presentan mas probabilidad de desarrollar obstruccién de la via
aérea, son personas que responden muy bien a la terapia con antagonistas de los

leucotrienos.

2.6.1.3 Sibilancias persistentes

Se presenta en los primeros 10 afios de vida, se asocia con altos niveles de
atopia, respuesta bronquial y alteracion de la funcién pulmonar por exposicién a
alergenos, virus, bacterias y parasitos, estos son los fenotipos mas comunes que
se encuentran en la nifiez y que son los responsables del desencadenamiento de
esta enfermedad (Bel, 2004)
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2.6.2 Asma en la adolescencia.

Se clasifica en asma persistente desde la infancia hasta la edad adulta y asma

infantil de aparicion tardia.

2.6.2.1 Asma infantil de aparicion tardia.

Afecta principalmente a las mujeres pero en muy baja proporcion, se presenta una

hiper respuesta bronquial durante la pospubertad comparado con la prepubertad.

2.6.2.2 Asma persistente desde la infancia hasta la edad adulta.

Presenta sintomas durante la pubertad y durante la vida adulta, hay proceso

inflamatorio en la via aérea y sibilancias durante toda la vida. (Bel, 2004).

2.6.3 ASMA EN ADULTOS

2.6.3.1 Asma inducida por aspirina (AlA)

Es un fenotipo importante inducido por aspirina y otras drogas anti-inflamtorias no
asteroideas. Se estima que la prevalencia es aproximadamente del 10-20% del

asma presente en la poblaciéon adulta y la enfermedad es mas severa en mujeres

22



que en hombres. La frecuencia de atopia es baja pero el fenotipo estd asociado
con eosinofilia, rinosinusitis, polipos nasales y niveles incrementados de cisteinil
leucotrienos y expresion incrementada de CYSLTR1 sugiriendo patogénesis
exactamente por respuesta inflamatoria (Kiley et al, 2007; Kim et al, 2005; Kedda
et al, 2004, Bel, 2004).

2.6.3.2 Asma resistente a esteroides.

Es otro fenotipo de gran importancia y se ha visto que en un 10% de los pacientes
gue son resistentes a glucocorticoides tienen una pobre respuesta a la terapia con
glucocorticoides y experimentan exacerbaciones frecuentes y sintomas continuos.
Este tipo de resistencia puede ser inducido por varios mecanismos dentro de los
cuales se encuentra la densidad disminuida del receptor glucocorticoide, afinidad
distorsionada del ligando por el receptor y la expresion incrementada de los
factores de transcripcién inflamatorios. Se ha observado que la resistencia a
esteroides en el asma es adquirida en un 95% de los pacientes y que representa
varios subtipos dependiendo del blanco genético del hospedero (Kiley et al, 2007;
Bel, 2004).

2.6.4 ASMA ALERGICA.

La sensibilizacion alérgica es la base de este tipo de asma y es frecuente tanto en
nifnos como en adultos. Las personas que presentan este fenotipo experimentan
comunmente sus primeros sintomas en la nifiez. La fase temprana de la respuesta

es provocada en individuos atopicos, los cuales se caracterizan por liberar
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mediadores recientemente  sintetizados como leucotrienos, histamina,

prostaglandinas y citocinas que inducen broncoconstriccion y edema.

La fase tardia es caracterizada por el influjo y activacion de linfocitos y otras
células inflamatorias que incrementa la produccion de citocinas pro-inflamatorias.
La respuesta inflamatoria es mediada por linfocitos tipo 2 o T ayudadores y
citocinas, pero en estos pacientes hay una mala adaptacion en la respuesta a los
linfocitos T ayudadores los cuales juegan papel importante en la patobiologia de la
enfermedad, incrementando la evidencia de otras armas del sistema inmune que
contribuyen a la patogénesis del asma como es el caso de los linfocitos Tipo 1y
células natural Killer (Kiley et al, 2007; Bel, 2004).

Existen otros fenotipos relacionados con asma como es el asma inmunoldgica, la
cual es causada por el desencadenamiento de la respuesta inmune ya sea por
presencia de alergenos o por presencia de parasitos; también se encuentra el
asma inducida por irritantes, entre otros (Bel, 2004).

2.7 CLASIFICACION DEL ASMA.

Tradicionalmente los grados de sintomas, limitacion del flujo de aire, vy la
variabilidad en la funcién pulmonar han permitido clasificar el asma dependiendo
de la severidad. Por lo tanto el asma alérgica se puede clasificar de dos formas,
en Intermitente (asma leve intermitente) y Persistente (asma leve persistente,
Moderada persistente y Severa Persistente) segun la severidad (GINA, 2006;
GINA, 2005).
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El asma leve intermitente se caracteriza por sintomas intermitentes menos de
una vez por semana, exacerbaciones breves, sintomas nocturnos menos de 2
veces por mes, VEF1y FEP = 80%, variabilidad del FEP y VEF1 < 20%.

El asma leve persistente, presenta mas de un sintoma una vez por semana, pero
menos de una vez al dia, las exacerbaciones afectan la actividad y el suefio,
sintomas nocturnos mas de 2 veces por mes. FEV1 y PEF = 80%, variabilidad del
FEP y VEF1 entre el 20-30%.

El asma moderada persistente, se caracteriza por presentar sintomas diarios, las
exacerbaciones afectan la actividad y el suefio, los sintomas nocturnos son mas
de una vez por semana, uso diario de inhaladores B2 agonistas de corta accion,
FEV1y PEF 60-80%, variabilidad del FEP y VEF1 >30%.

Asma severa persistente: presenta sintomas diarios, exacerbaciones frecuentes,
sintomas de asma frecuentes en la noche, hay limitaciones en las actividades
fisicas, Multiple medicacién de base tomada diariamente; se recomiendan altas
dosis de corticosteroides inhalados, y broncodilatadores de larga accion, el
FEV1y PEF es < 60-80% y la variabilidad del PEF y FEV1 es >30% (GINA, 2006;
GINA, 2005).

2.8 FISIOPATOLOGIA DEL ASMA.

El asma es una enfermedad inflamatoria por excelencia, en la que intervienen

varios grupos celulares, principalmente mastocitos, eosindfilos y linfocitos, con una
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contribucion menor de, neutréfilos, macréfagos y epitelio bronquial. Estas células
producen una compleja red de mediadores quimicos al ser activadas, las cuales
son responsables de la obstruccidbn e hiperreactividad caracteristicas de la
enfermedad (McCunney, 2005).

Una vez exista la exposicion de un alérgeno se inician dos fases inflamatorias.
Una temprana que aparece en el transcurso de minutos y otra tardia que se
presenta después de 6 horas. Los mastocitos residentes en la pared del bronquio
constituyen los principales efectores de la respuesta temprana formando
complejos con IgE en la superficie de los mastocitos y de esta forma activandolos
(Paredes, 2008)

Estas células liberan mediadores inflamatorios como histamina, peroxidasas y
adenosina las cuales induce broncoconstriccién, vasodilatacion, edema y aumento
en la produccién de moco. De igual forma, produce otros compuestos de novo,
como leucotrienos C4, D4 y E4, factor activador de plaqueta, prostaglandinas,
factores quimiotacticos para eosindfilos y neutrdfilos, factor de necrosis tumoral,
interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5) e interleucina 6 (IL-6), que relacionan al
mastocito también con la respuesta tardia del asma. La liberacion de factores
quimiotacticos atrae linfocitos T y eosindfilos, los cuales son las células

mediadoras de la respuesta inflamatoria tardia. (Paredes, 2008; Harrison, 1994)

La Respuesta inflamatoria tardia involucra células T las cuales producen una
serie de citocinas que estimulan eosindfilos y linfocitos B, perpetuando la cadena
inflamatoria caracteristica de la fase tardia del asma. Los eosinéfilos aparecen en
la pared del bronquio 4 horas después de la exposicion al estimulo alergénico y el

reclutamiento maximo aparece a las 24 horas.
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Estas células proceden de la médula 6sea donde maduran bajo la accién de IL-3,
IL-5 y factores estimulantes de colonias granulociticas macréfagos. Los eosinofilos

también poseen multiples compuestos preformados, la mayoria de los cuales son

Proteasas que inducen dafo tisular y provocan denudacion del epitelio bronquial.

Una vez los eosindfilos se encuentren en sangre periférica, son atraidos
rapidamente hacia los tejidos por medio de citocinas (IL-4, IL-5, IL-6 y TNF-a). Las
cuales aumentan la produccion de inmunoglobulina E (IgE), favoreciendo la
expresion de moléculas de adhesién en el endotelio vascular conllevando a una
eosinofilia, liberadas principalmente por los linfocitos T. Poco después de alcanzar
el o6rgano blanco comienza el proceso de degranulacion y muerte celular.
(Paredes, 2008; Harrison, 1994). (Figura 1)

Via aérea

/\/

Histamina,peroxidasa, X
I cid Interlucina-4,
eucotrienos GM-CSF

Granulosde
q proteinas,
leucotrienos

Activacion
de citocinas
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Figura 1. Fisiopatologia del asma.
http://cursweb.educadis.uson.mx/payala/ciencias/Respiratorio/EnfermedadesRespiratorias _archivo

s/image001.png . Modificada.
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Los datos fisiopatoldgicos caracteristicos del asma son la reduccion del diametro
de las vias respiratorias por la contraccion del musculo liso, congestién vascular,
edema de la pared y presencia de secreciones firmes y espesas. El resultado final
es un incremento de la resistencia de las vias respiratorias, a causa de la
disminucién de los volumenes espiratorios forzados, velocidad del flujo,
hiperinflamacion pulmonar, aumento del trabajo de la respiracion, alteraciones de
la funcion de los musculos respiratorios, distribucion anormal de la ventilacion vy
flujo sanguineo pulmonar con desequilibrio de sus relaciones y alteracion de los

gases arteriales (Harrison, 1994).

La patogénesis del asma se relaciona con procesos inflamatorios crénicos de las
paredes de la via aérea llevando a limitacion en el flujo del aire. La Unica forma
de obtener informacion sobre la patologia del asma es mediante el andlisis de

tejido post mortem (Barnes, 1983)

Macroscopicamente en los pacientes que han tenido asma se puede observar en
el pulmén un proceso inflamatorio crénico con mezcla de moco, proteinas séricas,
células inflamatorias y células muertas. MicroscOpicamente  se encuentra
inflamacion extensiva del lumen de la via aérea, presencia de eosindfilos,
linfocitos, alteracion del epitelio, aumento en el tamafio del musculo liso vy
vasodilatacién, permitiendo de esta forma evidenciar la fuga microvascular y
disrupcion epitelial conllevando a la  broncoconstriccion de la via aérea.
Adicionalmente existen mediadores pro-inflamatorios sintetizados de novo que
contribuyen a la patogénesis del asma como es el caso de los cisteinil
leucotrienos, los cuales son de gran interés en la fisiopatologia de esta
enfermedad (GINA, 2005; Barnes, 1983). (Figura 2)
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Figura 2: Patogénesis del asma. http://www.scai.cl/cursos%?20alergia/12.

2.9 CISTEINIL LEUCOTRIENOS

Los leucotrienos son una familia de acidos grasos bioactivos que fueron
originalmente identificados en la década de los 70s, se encuentran en células
RBL-1, y linea de células leucocitarias. Ellos derivan de las membranas oblicuas
que constituyen al acido araquidénico y son miembros de un grupo grande de

biomoléculas conocidas como eicosanoides (Drazen, 1998)

Los cisteinil leucotrienos (Cys-LTs) son potentes mediadores proinflamatorios que
promueven la contracciéon del musculo liso, reduccién de la funcion pulmonar,

hipersecreciéon de moco, edema y reclutamiento de eosindéfilos en la via aérea,
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ademas estimulan el ciclo celular y la proliferacion tanto de células
hematopoyéticas como del musculo liso (Kedda et al, 2004; Pillai et al, 2004).

El proceso Inflamatorio se desarrolla gracias a la biosintesis de leucotrienos a
partir de células como basofilo, monocitos, macrofagos y eosinofilos por un
incremento en el calcio (Ca2+) intracelular y activacion de la fosfolipasa A2
citosolica (PLA2). Posteriormente hay translocacion de la fosfolipasa A2 (PLA2)
citosdlica por la membrana perinuclear permitiendo la liberacion de Acido

araquidénico por la membrana fosfolipidica.

El Acido araquiddnico es convertido posteriormente por accién de la proteina
Activadora de la 5- lipooxigenasa y la enzima 5-lipooxigenasa en 5-HPETE (acido
5, hidroxiperoxieicosatetraenoico) y subsecuentemente a cisteinil leucotrieno A4
(LTA4). Luego la Sintasa LTC4 conjuga LTA4 con la glutatién transferasa (GSH)
para formar cisteinil leucotrieno C4 (LTC4). El clivaje secuencial del acido
glutdmico y glicina por la glutation transferasa permite el transporte
transmembrana del leucotrieno LTC4 que posteriormente es convertido en
leucotrieno D4 y E4 (Lam, 2003; Lam y Austen, 2002)

Los leucotrienos ejercen su accion biolégica por unidon y activacion a los
receptores Cisteinil Leucotrienos 1 y 2, Los cuales pertenecen a la clase de
receptores de acoplamiento a proteina G. EI receptor cisteinil leucotrieno 1
(CYSLTR1) conocido como LTD4 o LTRy es una proteina asociada a la
membrana, pesa 45 Kd, el gen se encuentra localizado en el cromosoma X,
ademas fue reportado por estar expresado en mayor proporcion en ceélulas del
musculo liso del pulmén humano, eosinofilos y monocitos de sangre periférica, la
estimulacién del receptor resulta en constriccion del musculo liso (Pillai et al,
2004; Drazen, 1998).
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Este receptor es especifico de antagonistas leucotrienos como montelukast,
zafirlukast y pranlukast los cuales son actualmente utilizados para controlar la

broncoconstriccion y la inflamacion en pacientes asmaticos. (Figura 3).

Estudios clinicos han demostrado que la respuesta clinica a antagonistas
CYSLTR1 es altamente variable y cerca del 30 % de los pacientes asméaticos no

responden al tratamiento.

El receptor cisteinil leucotrieno tipo 2 (CYSLTR2) conocido como LTB; o LTRq,
se encuentra en el musculo liso vascular del pulmén humano y esta localizado en
el brazo largo del cromosoma 13 en 13gl4. Pillai y et al en el afio 2004
identificaron un polimorfismo de nucleétido simple (SNP) en la regién codificante
del receptor CYSLTR?2 identificado como 601 A>G que produce un cambio de una
Metionina por una Valina en la posicion 201. La presencia del alelo G se asocia
como un alelo protector contra el asma. La localizacion del polimorfismo 601 A>G
en el dominio 5 transmembrana sugiere un cambio en la interaccion ligando-
receptor o una habilidad disminuida para iniciar respuesta. A demas este
polimorfismo es transmitido con una tasa baja en pacientes asmaticos (Pillai et al,
2004; Drazen, 1998).
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Figura 3 Ruta de la Biosintesis de Leucotrienos (Drazen, 1999). Modificada.

La via de sintesis de Cys-LTs esta caracterizada por la presencia de tres enzimas
de gran importancia la 5-lipooxigenasa (ALOX5), proteina de activacion de la 5-
lipooxigenasa (ALOXAP) vy la sintasa LTC4 La ALOX5AP es una proteina de
membrana altamente hidrofébica de 18 kda, considerada por ser parte integral
de la via ALOX5 ya que sirve como sitio de union, cofactor de la enzima y
metabolismo del acido araquidonico, ademas cataliza los dos primeros pasos en la
formacion de Cys-LTs, los cuales estdn presentes en abundancia en los
macréfagos alveolares. También transfiere acido araquidonico a ALOX5
permitiendo la produccion eficiente de LTA, La activacion de ALOX5 genera altos
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intermediarios reactivos LTA, los cuales son rapidamente convertidos en potentes
componentes antiinflamatorios LTB4, LTCy4, y LTD4, por accion de la leucotrieno
C4 sintasa (Kim et al, 2005; Drazen, 1998).

2.10 PROTEINA SINTASA LTCA4.

La sintasa LTC, es una proteina de 18Kd considerada como un homodimero vy
su actividad esta relacionada con la presencia de iones magnesio (Mg®") e
inhibida por iones cobalto (Co?*) y por inhibidores de la proteina activadora de la
5 lipooxigenasa (FLAP); tiene localizacion microsomal y caracteristica para
conjugar xenobioticos; exhibe susceptibilidad diferencial para inhibidores vy
ademas es una glutation transferasa de union a membrana, se expresa solamente
en células de origen hematopoyético, principalmente en eosindlfilos, basofilos,
mastocitos, monocitos, macrofagos y es la llave para que se lleve a cabo la

sintesis de Cys-LTs la cual convierte LTA; en LTCy,

Codifica para 150 aminoé&cidos, revela dos sitios de fosforilacion potenciales de la
PKC y un sitio de N-Glicosilacion. 31% de los aminoacidos son idénticos a los de
la proteina activadora de de la 5 lipooxigenasa, 2/3 (44%) de la N-terminal de
estas proteinas son idénticas. La estructura secundaria presenta 3 dominios
hidrofébicos y 2 loop hidrofilicos. La sintasa LTC,4 del ratén también codifica para
150 aminoacidos y el 88% de la secuencia es similar a la del humano, las
diferencias entre la sintasa LTC4 humana y la del raton estan presentes en 18
aminoacidos de los cuales 9 se localizan en la region carboxi-terminal de la

proteina del raton (Lam, 2003; Lam y Austen, 2002).
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2.11 GENETICA DEL ASMA

La genética de susceptibilidad al asma es compleja, donde algunos genotipos
confieren proteccion y otros riesgos dependiendo de la exposicion ambiental
encontrada. En este punto un nimero de genes tienen que ser identificados ya
gue contienen polimorfismos con gran influencia en el desarrollo de enfermedades
pulmonares e inmunes incrementando el riego para desarrollar asma (Kiley et al,
2007)

Dado a que el asma y las alergias en general involucran la interaccion de factores
ambientales y genéticos, muchos estudios hasta ahora revelan que existe una
contribucion hereditaria importante en la etiologia de estas enfermedades. Sin
embargo la herencia de este tipo de desordenes no sigue un patrén de herencia
clasica mendeliana caracteristica de desérdenes ocasionados por un solo gen. Por
el contrario, las evidencias demuestran que el asma sigue un patrén de herencia
similar al observado en desérdenes genéticos complejos, denominados asi debido
a gue varios genes influencian la susceptibilidad a la enfermedad y pueden

interactuar en un rasgo complejo (Guarin y Mendoza, 2001).

Hasta la fecha se han realizado varios estudios de ligamiento con el fin de
identificar marcadores cromosémicos especificos que conduzca a la identificaciéon
del gen de la enfermedad. Hasta el momento se han reportado muchas regiones
cromosomicas ligadas al asma bronquial pero aun no se han identificado genes
especificos para esta entidad. Se han identificado regiones que incluyen el grupo

de genes que codifican para varias citocinas en el brazo largo del cromosoma 5
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(509); el complejo mayor de Histocompatibilidad en el cromosoma 6p; la subunidad
beta del receptor Fci en el cromosoma 11q; la region en el brazo largo del
cromosoma 12 (12qg) que contiene el gen de interferon g, y el locus a/d del
receptor de células T en el brazo largo del cromosoma 14q. Adicionalmente se han
revelado evidencias de ligamiento con asma en las regiones cromosomicas de
los cromosomas 6 y 11 en (6p21 y 11gl3) y cuatro regiones nuevas que
involucran los cromosomas 4q34-35, 7pl13, 13914.1-14.2 y 16g21-24. Hasta la
fecha han ganado mayor importancia los cromosomas 5y 11 los cuales estan
relacionados con genes implicados en procesos inflamatorios alérgicos y atopia.
Sobre el cromosoma 5 también se localiza el gen LTC4 sintasa humano sobre el
cual se han podido encontrar polimorfismos asociados con la severidad del cuadro

clinico de la enfermedad (Guarin y Mendoza, 2001). Tabla 2.

CROMOSOMA REGION CROMOSOMICA INVOLUCRADA
Cromosoma 5 5q 31-33; 5q(35)
Cromosoma 6 6p21.3

Cromosoma 11 11913

Cromosoma 12 12914.3-24.1

Cromosoma 13 13q14

Cromosoma 20 20p13 gen ADAM 33
Cromosoma X Xq13.2-g21.1

Tabla 2. Regiones cromosémicas involucradas con susceptibilidad al asma.
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2.12 GEN SINTASA LTC4 HUMANO.

El gen Sintasa LTC; (LTC4S) humano esta situado en el brazo largo del
cromosoma 5 (5q35), codifica para un gen de aproximadamente 2.51 Kb el cual
consta de cinco exones de 71-257 pb y cuatro intrones. El gen humano para la
proteina activadora de 5- lipooxigenasa (FLAP) es mayor a 31 Kb por lo tanto el
segundo, tercer y cuarto exon de la sintasa LTC4 son idénticos en tamafio al del
gen FLAP. El Primero y quinto exon difiere Unica y exclusivamente por un nimero
minimo de nucledtidos en la region no codificadora 5” y 3. Analisis en la region
no codificadora 5" han revelado tres sitios de iniciacién de la transcripcion del gen
LTC4S humano localizados a 66, 69 y 96 nucleotidos corriente abajo del sitio de
traduccion ATG. Adicionalmente este gen esta localizado distalmente a un cluster
de genes que codifican para citocinas y centralmente a un grupo de células Th2 y
genes implicados en procesos inflamatorios. También se han realizado varios
estudios sobre la region no codificadora del gen LTC4 sintasa humano sobre el
cual se han identificado dos polimorfismos, uno ubicado a -1072 pb vy el otro a -
444 pb el cual estd estrechamente relacionado con la severidad del cuadro clinico
de la enfermedad (Kedda et al, 2004; Lam, 2003; Sayers I-1 et al, 2003; Lam y
Austen, 2002). (Figura4).
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Figura 4. Esquema gen LTC4 Sintasa Humano. (Sayer | et al, 2003)

2.13 ESTUDIOS POBLACIONALES SOBRE LA REGION PROMOTORA DEL

GEN LTC4S SINTASA HUMANO.

Se han documentado varios tipos de polimorfismos, la mayoria son polimorfismos
de nucledtido simple (SNPs); este polimorfismo comprende cambios en un solo

nucledtido en el DNA codificante y estadisticamente ocurre en intervalos de

1000-pb en nuestro genoma (Hawkins et al, 2005).

Estudios recientes han mencionado un polimorfismo bi-alélico del gen sintasa

LTC,4 en la region promotora donde se ha explorado la transversion de A por C en
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el promotor LTC4S permitiendo confirmar la presencia de un polimorfismos en la
posicion -444 corriente abajo del codon de iniciacion . Ademas se ha identificado
un nuevo polimorfismo en la posicién -1072 que involucra la substitucion de una
G-A, a nivel de este polimorfismo no se ha correlacionado el alelo A como factor
de riesgo para desarrollar asma y no tiene un papel funcional en la expresion del
gen. El polimorfismos -444 A/C fue reconocido en la region no codificadora del
gen LTC4 sintasa donde el alelo C se pudo relacionar como un factor de riego
para pacientes con asma intolerante a la aspirina comparados con pacientes con
asma tolerante a la aspirina o sujetos normales, también se ha relacionado con
severidad del cuadro clinico de la enfermedad pero no se ha relacionado con

polipos nasales (Kedda et al, 2004; Sayers I-1 et al, 2003).

Estudios realizados por Currie et al en el 2003 permitieron conocer las
frecuencias alélicas para el polimorfismo sintasa LTC, encontrando que el 71%
pertenecen al tipo silvestre Ay 29% a la variante C, por lo tanto las frecuencias
Genotipicas fueron de 49% para el genotipo AA, 6% para el genotipo CC y 44 %
para el genotipo AC donde la respuesta a tratamiento con adenosina monofosfato
(AMP) y metacolina fue significativa en el genotipo AA y AC/CC, ademas
pudieron demostrar que el polimorfismo LTC, no determina respuesta a

tratamiento con antagonistas leucotrienos (Currie et al, 2003).

Sanz et al en el ailo 2006 analizaron los polimorfismos -444A > C LTC4S 'y 927
> C CYSLTR1 en pacientes asmaticos Espafioles y encontraron que en los
hombres el alelo C del 927t>C CYSLTR1 fue mas comun en pacientes con asma
(23%) que en los controles (8%), mientras que la presencia de este mismo alelo
en las mujeres y los controles fue muy similar (23%) y (22%) respectivamente,
posiblemente esta diferencia se debe a la localizacion del gen en el cromosoma X,

ya que en los hombres solo hay un cromosoma X y en las mujeres 2 cromosomas
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X . La combinacién del alelo T de 927T>C CYSLTRL1 y el alelo A de -444 A>C
LTC4S fue mas comun en los controles que en los pacientes asmaticos y la
combinacion del alelo CA (927T>C CYSLTR1/-444 A>C LTC4S) fue mas comun
en pacientes con asma que en los controles. En este estudio también se pudo
relacionar la presencia del alelo C del polimorfismo 927T>C con dermatitis atopica
en un grupo de niflos (Sanz et al, 2006).

Acevedo et al. en el afilo 2007 realizaron un estudio en la poblacién de Cartagena
Colombia para observar la reaccion de nifios asmaticos frente a alérgenos
encontrando que portadores del alelo C se asocian con baja respuesta a IgE y a
menor sensibilizacion. Adicionalmente no encontraron  asociacion entre el
Polimorfismo y el cuadro clinico del asma, pero si pudieron determinar que las
frecuencias alélicas y genotipicas de la poblacién de estudio eran totalmente
diferentes a otras que se habian reportado en otros paises posiblemente por la

gran mezcla de etnicidad en esta region (Acevedo et al, 2007)

Asano et al. en el afio 2002 realizaron otro estudio en 349 pacientes asmaticos en
Japon donde ellos pudieron encontrar que el alelo C se asocia con baja
respuesta a antagonistas leucotrienos. Adicionalmente encontraron incrementado
del alelo C en pacientes con asma tolerante a la aspirina pero no hallaron

asociacion entre el polimorfismo y la severidad del asma (Asano et al, 2002)

Sampson et al en el afilo 2000 realizaron otro estudio en una poblacién de
Inglaterra donde encontraron que pacientes portadores del alelo C son capaces
de aumentar el volumen de expiracion forzada en 1 segundo (FEV1) y la

capacidad vital forzada (FVC) adicionalmente encontraron asociacion entre el
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alelo C y la severidad del cuadro clinico de los pacientes con asma (Sampson et
al, 2000).

Kim et al en el ailo 2006 realizaron un estudio en nifios coreanos con el fin de
poder Correlacionar la presencia del polimorfismo -444 A/C con el fenotipo de
asma inducida por el ejercicio encontrando que hay asociacion entre el
polimorfismo y la severidad de la broncoconstriccion inducida por el ejercicio,
sugieren que el alelo C es un factor de riesgo para desarrollar cuadro clinico
severo de la enfermedad y adicionalmente para desarrollar asma como tal (Kim
et al, 2006).

Los estudios poblacionales que se han realizado hasta el momento han mostrado
controversia relacionada con la presencia y ausencia del polimorfismo, donde
algunos autores describen el polimorfismo como un medio protector contra la
enfermedad y otros quienes dicen que aquellos que portan o tienen el
polimorfismo son personas que estan mas expuestas a desarrollar cuadros
clinicos severos de la enfermedad y adicionalmente a tener asma durante toda su
vida. Es por esto la importancia de conocer la prevalencia del polimorfismo en la
poblacion de estudio sobre una muestra de la ciudad de Bogotd en pacientes
asmaticos y controles sanos para poder conocer como se comporta tal
polimorfismo en esta poblacion y de esta forma poder inferir su relacion con la
enfermedad. Es asi la importancia de estudiar este polimorfismo ubicado sobre el

gen sintasa LTC4 humano.
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2.14 FARMACOGENETICA EN EL RECEPTOR CYSLT.

La farmacogenética se aplica al estudio de la contribucion de las diferencias
genéticas entre individuos a la variabilidad en la respuesta a farmacos,
permitiendo identificar la asociacion entre una caracteristica genética y una
determinada respuesta. La respuesta variable se refiere habitualmente a la
eficacia o a la toxicidad del farmaco donde la caracteristica genética suele ser un
polimorfismo en un gen o en un determinado locus. Los mecanismos por los
cuales los polimorfismos genéticos causan diferentes respuestas a farmacos
pueden ser diferentes, en primer lugar, hay variantes genéticas asociadas con
alteraciones de la absorcion, distribucion o metabolismo de la droga lo que
provocaria un incremento o disminucion de su accién, otro mecanismo seria la
variante genética en la diana sobre la cual actda el medicamento. En estos casos
no son polimorfismos concretos los que modulan la respuesta a un medicamento

si no determinadas combinaciones de éstos haplotipos (Orriols y Quiros, 2006).

Los leucotrienos son liberados de un gran numero de células dentro de las que se
encuentran mastocitos, eosinoéfilos, y otras células inflamatorias de la via aérea de
pacientes asmaticos. Cisteinil leucotrienos C,, D4, E4, se liberan primeramente por
la actividad de mastocitos y eosindfilos los cuales son potentes contribuidores a
los cambios fisiologicos y patolégicos caracteristico del asma. Los leucotrienos
incrementan la permeabilidad microvascular modulando en primer lugar las fibras
del nervio aferente y estimulando la libracion de moco, transporte lento de mucus
y decrecimiento de la actividad del cilio respiratorio humano. La terapia
antileucotrieno inhibe sintesis de leucotrienos inhibiendo por un lado la 5-
lipooxigenasa (ALOX5) y por otro lado blogueando el receptor cisteinil
leucotrieno. Polimorfismos en el gen Sintasa LTCs (A-444C) se han

correlacionado con buena respuesta en pacientes asmaticos a zafirlukas. Los
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resultados muestran que los sujetos homocigotos por mutaciones en ALOX5 o
LTC,4S tienen una respuesta reducida a la terapia con zafirlukas, ademas

presentan un decrecimiento en el FEV; (Morrow, 2007).

Los modificadores leucotrienos disminuyen la necesidad para rescatar terapia oral
glucocorticoidea ya que permite la reduccion de dosis de glucocorticoides
inhalados. Datos publicados indican la magnitud de mejoramiento en FEV; en
respuesta a glucocorticoides inhalados comparada con la respuesta a

antileucotrienos en pacientes con asma moderada persistente.

Adicionalmente se ha observado que los glucocorticoides inhalados reducen la
respuesta a metaclonina en la via aérea y se cree que es un indice de reactividad
no especifica en esta via. Hasta el momento no se han reportado estudios del
efecto de los modificadores leucotrienos en respuesta a metaclonina (Drazen,
1999).

Se ha observado que la inhalacion de una sola dosis de glucocorticoides causa
eosinofilia persistente en la mucosa bronquial y esputo de pacientes asmaticos,
es asi que las drogas modificadoras de leucotrienos han proporcionado una
reduccion significativa de la eosinofilia en sangre periférica y via aérea en

pacientes asmaticos clinicos (Sampson et al, 2000).

La capacidad para sintetizar Cys-LT a partir de eosinodfilos esta influenciada por
polimorfismos en los genes que codifican para la via de los leucotrienos, por ende
Polimorfismos en el gen que codifica para la 5 lipooxigenasa (5-LO) maodifica la

transcripcion del gen y disminuye la respuesta clinica por inhibicion de sintesis de
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leucotrienos ya que las diferencias en cuanto a la expresion de la sintasa LTC4 en
eosindfilos y otros leucocitos es solamente por tasas limitadas de sintesis de

LTC,4 e incremento en la estimulacion de la via 5-lipooxigenasa.

Segun Sampson et al., creen que la prevalencia incrementada de la variante
genotipo sintasa LTC,; en pacientes con asma severa (56%) comparada con
sujetos normales (32%) Yy el aumento en la capacidad para producir LTC4 en
eosinofilos cuando son estimulados, tienen un componente genética que permiten
el aumento en la produccion de Cys-LT in vivo y se deben principalmente a
factores que predisponen para asma severa y no por sensibilidad a aspirina, por
lo tanto pacientes que portan esta variante genotipica representan un grupo
privilegiado y buena respuesta a la terapia con antileucotrienos (Zafirlukast) ya que
se ellos observaron una mejor respuesta a la funciébn pulmonar (Sampson et al,
2000).

Desafortunadamente los datos utilizados en este estudio no fueron
estadisticamente significativos por el tamafio de muestra (23 pacientes) por lo
tanto se requieren mas estudios con una poblacibn méas grande para poder

demostrar el efecto farmacogenético a nivel de este polimorfismo.

Montelukast es un medicamento recomendado en bajas dosis junto con
corticoesteroides inhalados para el tratamiento de pacientes con sama
persistente. Se ha visto que polimorfismos repetidos en el promotor ALOX5 vy
polimorfismos en el gen LTC4 sintasa humano contribuyen a la variabilidad en
respuesta a tratamiento con Montelukast y otros modificadores leucotrienos.
Pacientes asmaticos heterocigotos que presentan el genotipo AC y reciben

tratamiento con Montelukast tienen un 80% de reducir el riesgo de tener asma
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exacerbada comparada con los homocigotos AA y CC, la presencia del
polimorfismo A-444C y mutaciones en el gen MRP1(gen encargado del transporte
de los leucotrienos al espacio extracelular) permiten de esta forma que exista un
incremento en la concentracion de los mismos y por ende se afecte la respuesta
al antagonista leucotrieno montelukast. Por lo tanto se ha podido establecer que
las variantes del gen contribuyen a la variabilidad de respuesta a drogas en los

diferentes fenotipos ligados al asma (Lima et al, 2006).

Asano et al, evaluaron el efecto del pranlukast en 48 pacientes japoneses que
presentaban asma moderada y severa persistente, encontrando que pacientes
gue portaban el genotipo AC/CC presentan una alta respuesta broncodilatadora en
mas del 15% al FEV; comparado con los pacientes que portan el genotipo AA.
Segun el analisis de regresion lineal demostraron que la reversibilidad de la via
aérea a salbutamol vy la presencia del alelo mutante (C) independientemente
predicen la respuesta clinica a pranlukast. Ademas confirman que la variante del
alelo estd significativamente asociada con diferencias en la respuesta de la
funcion pulmonar y al tratamiento con antagonista leucotrienos (Asano et al, 2002)

Pacientes que portan el alelo C(-444) se asocian con asma intolerante a la
aspirina responden mejor al tratamiento con drogas antileucotrienos ya que
presentan una tasa de excreciéon de LTE,4 urinario mayor que los que portan el
genotipo AA. Quiere decir que niveles de IgE en suero, conteo de eosinéfilos en
sangre periférica 0 tasa de excrecion de LTE4 urinario muestran una larga
variabilidad interindividual sugiriendo que estos parametros no pueden ser
usados como predictores de la respuesta clinica en pacientes individuales
(Asano et al, 2002).
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3. JUSTIFICACION.

El asma es una enfermedad multifactorial donde tanto el componente genético
como el ambiental desempefian un papel importante en su presentacion, por su
frecuencia constituye un problema de salud publica ya que se ha estimado que
existen aproximadamente 300 millones de personas en el mundo que la padecen,
afectando todas las edades y grupos étnicos. En Colombia se ha reportado una

prevalencia global acumulada de 7.4%.

Hasta el momento se han ligado varias regiones cromosomicas al asma bronquial
y se han propuesto alrededor de 100 genes como posibles candidatos para esta
patologia. En la region promotora del gen LTC4 se encuentra un polimorfismo de
nucleotido anico denominado A(-444)C, este cambio se ha relacionado con un
aumento en la transcripcion del gen y por tanto con la elevacién de la enzima
sintasa LTC4. Esta enzima esta relacionada con la biosintesis de leucotrienos, la
cual convierte LTA; a LTC,4 Algunos estudios han reportado que su incremento
puede llevar a un aumento en la biosintesis de cisteinil leucotrienos, los cuales son
potentes mediadores proinflamatorios que promueven la contraccion del musculo
liso, la hipersecrecion de moco, el edema vy el reclutamiento de eosindfilos en la
via aérea asociandose asi, con una mayor severidad del fenotipo asmatico. Sin
embargo, otros analisis en diferentes poblaciones reportan que esta correlacion no
es tan directa y podria ser dependiente de otros factores como la raza y el

ambiente entre otros.

Debido a la controversia planteada entre la asociacion del polimorfismo y el
fenotipo asmatico, se busca con el presente estudio establecer las frecuencias

alélicas y genotipicas para el polimorfismo A(-444)C ubicado en la region
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Promotora del gen LTC4 Sintasa humano en controles sanos y pacientes
pediatricos con asma y correlacionar el genotipo presente en cada paciente con
los grados de severidad de la enfermedad. Este estudio servira como base para
futuros proyectos encaminados a encontrar la relaciéon del polimorfismo con la

respuesta al tratamiento.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El asma es una enfermedad multifactorial en la cual intervienen diversos factores
genéticos y ambientales. En Colombia se estima que la prevalencia de asma en la
poblacion es del 7.4%, afectando principalmente a la poblacion pediatrica.

Dentro de los factores genéticos estudiados se han analizado polimorfismos del
gen LTCA4S. El polimorfismo A(-444)C se ha sugerido que incrementa la actividad
transcripcional del gen LTC4S y por ende la actividad de la enzima sintasa LTC4
llevando a un incremento en la biosintesis de leucotrienos, mediadores
proinflamatorios asociados con la patogénesis de la enfermedad. Por otro lado se
ha sugerido que portadores del alelo C.444 polimoérfico presentan diferencias en la
respuesta de la funcién pulmonar y un cuadro clinico severo. Este estudio
pretende identificar las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo de
interés en una muestra de pacientes de la ciudad de Bogota, compararlas con la
distribucién en controles sanos y correlacionarlas con la severidad del cuadro
clinico de la enfermedad, teniendo en cuenta la gran heterogeneidad étnica

presente en nuestra poblacion.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Comparar las frecuencias alélicas y genotipicas para el polimorfismo A(-444)C
ubicado en la region Promotora del gen LTC4 Sintasa humano en controles sanos
y pacientes pediatricos asmaticos provenientes de una muestra de la ciudad de
Bogotd y correlacionar estos genotipos con el grados de severidad clinica del

asma.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Identificar el polimorfismo A(-444)C en la regién promotora del gen LTC4S

en controles sanos procedentes de la ciudad de Bogota.

e Determinar la distribucién del polimorfismo A(-444)C en pacientes

pediatricos con asma en una muestra de la ciudad de Bogota.

e Comparar las frecuencias obtenidas para el polimorfismo A(-444)C en la

poblacién asmética y los controles sanos de la muestra analizada.

e Determinar las frecuencias alelicas y genotipicas en la poblacion de

estudio.

e Correlacionar el polimorfismo A(-444)C con los grados de severidad del

asma en los pacientes analizados.
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e Comparar los hallazgos con reportes previos de la literatura nacional y

mundial.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 TIPO DE ESTUDIO

Estudio de casos y controles

6.2 POBLACION DE ESTUDIO

Se incluyeron 101 muestras de ADN de pacientes asmaticos obtenidos del Banco
de ADN del Instituto de Ciencias Bésicas de la Universidad del Rosario y 202

controles sanos, para un total de 302 con una relacion 1:2.

6.3 CRITERIOS DE SELECCION

6.3.1 CRITERIOS DE INCLUSION.

PACIENTES

- Edad: 2-16 afos de los cuales se obtuvo el ADN del Banco de ADN de la
Universidad del Rosario y quienes tenian un diagnostico confirmado de asma
siguiendo los criterios de la Asociaciéon Americana de Térax.

- Aceptacion voluntaria de participar en el estudio mediante llamada telefénica
(anexo 2)
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CONTROLES

- Personas sanas, mayores de edad, no relacionadas, sin antecedentes familiares
y/o personales de asma, fibrosis quistica 6 enfermedades pulmonares crénicas y
sin antecedentes personales de alergia, hipertension y atopia.

- Aceptacion voluntaria para participar en el estudio mediante llamada telefénica

(anexo3).

6.3.2 CRITERIOS DE EXCLUSION:

e Diagnésticos alternativos o] adicionales al asma, como:
laringotraqueomalacia, cuerpos extrafios en la via aérea o el esodfago,
infecciones virales cronicas, tuberculosis endobronquial, croup, pertusis,
sindromes de aspiracion, bronquiectasias, inmunodeficiencias, fibrosis
quistica 6 anomalias congénitas de los sistemas respiratorio, cardiovascular
0 gastrointestinal.

e Pacientes que no desean participar en el estudio.
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7. METODOLOGIA

7.1 OBTENCION MUESTRA DE ADN.

Se tomaron muestras de ADN de 101 pacientes asmaticos y 202 controles sanos
del banco de ADN del instituto de Ciencias Basicas de la Universidad del Rosario

previo consentimiento informado (anexo 1).

7.2 MUESTRA DE ADN.

Las muestras de ADN de los pacientes asmaticos fueron tomadas del Banco de
ADN del Instituto de Ciencias Basicas de la Universidad del Rosario, previo
consentimiento de participar en el presente estudio mediante llamada telefonica.

(anexo 2).

Las muestras de ADN de los controles fueron tomadas del Banco de ADN del
Instituto de Ciencias Basicas de la Universidad del Rosario, previo consentimiento
firmado y aprobacion voluntaria de participar en el presente estudio mediante

llamada telefonica. (anexo 1y 3).
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7.3 DETERMINACION DEL POLIMORFISMO A(-444)C DEL GEN LTC4.

Mediante la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) se amplificé el fragmento
de interés de la region promotora del gen LTC, sintasa. Se utilizaron los primers

descritos previamente por Asano et al. (Asano et al 2002)
Forward 5 -CAACGACTAAGGCTGGCAGG-3'.
Reverse 5-CACTTTCTCCAGGGCCTTGC-3'.

La mezcla de reaccion fue hecha a un volumen final de 20ul; la reaccion incluye
4ul de ADN gendmico, 1X de Buffer para PCR de 10X (160 mM (NH,4)».SO,4, 670
mM Tris-HCI pH 8.8; y 0.1% de Twen 20), 0.1 pmol/ul de cada primer, dNTPs
2mM, MgCl, 1.2mM, 1.2 U de Taq DNA polimerasa. La reaccion se inicié con una
desnaturalizacion de 5 minutos a 94°C, seguido de 40 ciclos que consistian en
45seg a 94°C, 45 seg. a 61°C y 45seg a 72°C; finalmente un ciclo de extension

final de 10 minutos a 72°C.

La digestiébn enzimatica del fragmento amplificado de 258 pb se realiz6 con la
enzima Mspl (cepa ATCC 49670) la cual reconoce secuencias palindromicas
5"..CCGG..3" y 3"..GGCC..5". De cada producto amplificado se tomaron 10ul y se
mezclaran con buffer 1X el cual contiene (50mM de NaCl, 10mM de Tris-HCI,
10mM de MgCl,, 1 mM de ditiotreitol | y pH 7.9), 4U de enzima Mspl (50mM Tris-
HCI (pH 7.4), 0.1 mM EDTA, 1mM ditiotreitol, 200 pg/ml BSA y 50% de glicerol) y
agua. La mezcla fue incubada a 37°C por 6 horas, transcurrido este tiempo se
detuvo la reaccion agregando azul de bromofenol. Los fragmentos de digestion se
visualizaron en geles de poliacrilamida al 12%, donde se pudo observar un
fragmento de 199 pb y 60 pb para el alelo A y otro fragmento de 166 pb, 60 pb y
32 pb para el alelo C. Se utilizaron controles negativos de PCR en cada montaje,
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teniendo en cuenta que la enzima realiza su corte ya sea sobre el alelo silvestre o
polimorfico permitiendo evidenciar de esta forma un fragmento constante de de 60
pb el cual servia como control interno de restriccion, por dltimo se utiliz6 un

marcador de peso conocido. Figura 5.

Figura 5: Productos digeridos con la enzima MSPI. Carril 1. producto amplificado (PA) de
258pb sin digerir, Carril 2: Genotipo A/C (bandas de 199 y 166 pb). Carril 3: Genotipo A/A
(banda de 199 pb), Carril 4 Marcador de peso molecular (MP) 50-500pb, Carril 5: Genotipo
A/C (banda de 199pb y 166 pb). Carril 6: Genotipo A/A (banda de 199pb). Carril 7: Control

negativo.
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7.4 ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizé mediante el programa EPI Info 3.5 para Windows

y el programa SPSS version 16.

Se utilizé el test de chi-cuadrado (X®) con correccién de continuidad de yates
(valores esperados menores de 5); La determinacion de frecuencias alélicas y
genotipicas se hizo por conteo directo. Las pruebas se evaluaron a un nivel de
significancia del 5% (p< 0.05).
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8. RESULTADOS

8.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LA POBLACION DE ESTUDIO.

Se analizaron 303 personas de las cuales, 101 pertenecian a pacientes
diagnosticados con asma provenientes de la Clinica Infantil Colsubsidio de la
ciudad de Bogota. Estos correspondian a 46 (45.6%) nifias y 55 (54.4%) nifios,
con un promedio de edad de 8.82 £3.28 afios.

Adicionalmente se tomaron 202 controles sanos procedentes de la ciudad de
Bogotd, de los cuales 114 (56.4%) pertenecian al género femenino y 88 (43-6%) al

género masculino, con un promedio de edad de 22.94+7.43 afos. (Tabla 3)

FEMENINO MASCULINO EDAD

GRUPO N o o) (afios)

ASMA 101 | 46 (45.6%) | 55 (54.4%) | 8.82+3.28

CONTROL | 202 | 114 (56.4%) 88 (43.6%) 22.94+7.43

Tabla 3. Caracteristicas Generales de la Poblaciéon de estudio.
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8.2. ESTUDIO MOLECULAR.

El andlisis poblacional realizado sobre las muestras permitid determinar las

frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo A(-444)C.
El calculo de las frecuencias alélicas esperadas se realizé con base en la formula:
p =D + 1/2H.

D corresponde al numero de individuos con el genotipo AA, que tienen doble dosis
del alelo dominante (A) y H corresponde al niUmero de individuos heterocigotos

con una sola dosis del alelo dominante o recesivo (A/C).
Para determinar la frecuencia alélicas del alelo C se utilizo la formula
q=R+1/2H

R corresponde al ndmero de individuos homocigotos para el alelo C y H

corresponde al numero de individuos heterocigotos.

8.2.1 COMPARACION DE FRECUENCIAS ALELICAS Y GENOTIPICAS ENTRE
CASOS Y CONTROLES.

La frecuencia del alelo A en la poblacién de estudio (casos-controles) fue de 0,86
y para el alelo C de 0,15,(n=303). Las frecuencias alélicas encontradas a nivel de
pacientes fueron de 0,84 para el alelo Ay 0,16 para el alelo C. En lo referente a
los controles se encontro 0.87 para el alelo A y 0.13 para el alelo C, al
compararlas no se reportaron diferencias estadisticamente significativas entre las

dos poblaciones de estudio (p=0.295).
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Para el célculo de frecuencias genotipicas esperadas se utilizo la siguiente formula
2_.2 2
(p+a)"=p“+2pa+q”.

La frecuencia del genotipo A/A corresponde a la frecuencia del alelo p (A) al
cuadrado, la frecuencia de los heterocigotos es entonces el doble de la frecuencia
del alelo p y q, y la frecuencia genotipica de los homocigotos recesivos (C/C)

corresponde a el cuadrado de la frecuencia del alelo q (C).

Las frecuencias Genotipicas encontradas en los pacientes fueron: 0.68 para el
genotipo A/A y 0.32 para el genotipo A/C. Los controles presentaron una
frecuencia del 0.74 para el genotipo A/A y 0.26 para el genotipo A/C; no
encontrdndose diferencias estadisticamente significativas entre las dos
poblaciones de estudio (p 0.195). Al tomar en conjunto los datos de los dos grupos
analizados, se encontré que las frecuencias genotipicas fueron de 0.71 para el
genotipo A/A, 0.29 para el genotipo A/C y 0.0 (0%) para el genotipo C/C. (Figura
6ay 6b)

Finalmente, para este estudio poblacional se verificé que la poblacién de estudio
se encontrara en equilibrio de Hardy-Weinberg. Esto se realiz6 por medio de una

prueba de ji-cuadrado mediante la férmula.
X%= 5 (O-E)’/E,
O corresponde al numero de individuos observados,

E corresponde al numero de individuos esperados, comparando los dos grupos de
estudio. Para esta prueba se acepta el equilibrio de Hardy-Weinberg cuando
p>0.05.
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Figura 6: Comparacion Frecuencias alélicas y genotipicas entre casos y controle

¥ PACIENTES

® CONTROLES

Figura 6a: Comparacion frecuencias alélicas entre casos y

™ PACIENTES

¥ CONTROLES

gl CENOTIPO [

Figura 6b: Comparacion frecuencias genotipicas entre casos y controles.
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Al realizar la prueba de Hardy- Weinberg, dio como resultado que la poblacion se
encuentra en equilibrio y no se encuentra sobrerrepresentacion de los alelos con
un OR: 0.87 (95%;IC 0.52-1.44), entre Pacientes y controles, lo cual indica que el
alelo C se distribuye de forma similar entre casos y controles y su presencia
establece un riesgo reducido para desarrollar asma. La tabla 4 recoge los
resultados totales del estudio.

Al comparar el genotipo AA y AC entre pacientes se obtuvo un OR de 0.41; 95%;
IC: 0,025-6,85. Adicionalmente se realiz6 el analisis entre los genotipos AA y AC
entre casos y controles encontrando un OR de 0,84; 95%; I1C:0,48-1,48.

FRECUENCIA GENOTIPICA FRECUENCIA
POBLACION ALELICA
DE ESTUDIO

Tabla 4: Frecuencias alélicas y genotipicas entre pacientes y controles.

8.2.2 COMPARACION FRECUENCIAS ALELICAS ENTRE EL PRESENTE
ESTUDIO Y LAS REPORTADAS EN DIFERENTES PAISES.

La comparacion de las frecuencias alélicas de controles sanos obtenidas en el
presente estudio y las reportadas a nivel mundial (Acevedo et al, 2007; Kim et al,
2006; Garcia et al, 2005; Kedda et al, 2004; Asano et al, 2002, Sampson et al,
2000 y Van Sambeek et al. 2000) demostraron diferencias significativas con los
paises de Japobn, Cartagena y Estados Unidos (p=0,002819, p=0,00018 Yy
p=0,000053) respectivamente. (Tabla 5a), Referente a la comparacién de
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frecuencias alélicas a nivel de pacientes asmaticos y aquellas comparadas con
otras poblaciones a nivel mundial, demostraron similitud con los paises de Corea,
Australia, Espania, Inglaterra 'y Japon (p=0,53202, p=0,95384,
p=0,96607,p=0,93442 y p=0,06696. (Tabla 5b).

Tabla 5: comparacién frecuencias alélicas controles sanos y pacientes

asmaticos entre diferentes paises.

INGLATERRA 56 6 0,57981
BOGOTA 351 53
AUSTRALIA 797 119 0,9798
BOGOTA 351 53
COREA 244 48 0,26358
BOGOTA 351 53
ESPANA 178 28 0,97063
BOGOTA 351 53
JAPON 268 74 0,002819
BOGOTA 351 53
CARTAGENA 748 52 0,00018
BOGOTA 351 53
ESTADOS UNIDOS 199 75 0,000053
BOGOTA 351 53

Tabla 5a: Comparacion frecuencia Alélicas controles sanos entre diferentes paises.
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Tabla 5b: comparacion frecuencias alélicas pacientes asméticos entre diferentes paises.

8.2.2.1 COMPARACION DE LAS FRECUENCIAS GENOTIPICAS CON LAS
REPORTADAS EN LA LITERATURA.

De igual forma se realizé la comparacion entre las frecuencias genotipicas de
controles sanos y las reportadas a nivel mundial, donde se pudo observar que las
frecuencias de los genotipos A/A, A/IC y C/C son similares a las reportadas por
Inglaterra genotipo A/A(p=0,390987) OR: 0,65; 95% CI 0,27-1,55 A/C,
(p=0,627728) OR: 1,34; 95% ;Cl 0,55-3,23 C/C (p=0,13304) OR:0,00 95%; CI
0,00-2,66. Con Cartagena se observé similitud en los genotipos A/A
(p=0,0616594) OR: 1,13;95%;ClI 0,75-1,69; A/C (p=0,1788397), OR: 0,75; 95%;
IC 0,49-1,13, pero se encontraron diferencias significativas en el genotipo C/C
(p=0,0107306) OR: 0,00; 95%; IC 0,00-0,084. (Tabla 6a). Con los demas paises
como es el caso de JapoOn, Espafia, Australia, Corea y Estados unidos Se

encontraron diferencias estadisticamente significativas (Tabla 6a).
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Tabla 6: Comparacion frecuencias genotipicas controles y pacientes entre
diferentes paises.

PAIS AA | VALORP | AIC [ VALORP | CIC_ | VALORP

oA SRRA 20 0390087 0 0,62728 2 0,13304

A1 0,0616504 [— oo 0,1788387 [—>— 0,0107306
B‘g\ggTNA 1% 0,02719 = 0,30698 100 0,000354
BESZ/?)NT/: o>—| 0,0005706 [—¢= 0,02168 ‘ 0,00043

s 82%’§FLA'A iig 0000012 —=Ct— 0,005665 302 0,00027
B%%Rng 16;169 0,0000001 g;‘ 0,0009186 106 0,0000052
o 3 |oo001598 | °°  |o00210658 | ' | 0,0000366
BOGOTA 149 53 0

Tabla 6a: Comparacion frecuencias genotipicas controles sanos entre diferentes paises.

La comparacion entre las frecuencias genotipicas a nivel de pacientes asmaticos y
aguellas reportadas en diferentes partes del mundo demostraron datos similares a
los encontrados en paises como Japén e Inglaterra con relacion al genotipo A/C y
A/A encontrando valores de (p=0,33308, p=0.15507); A/C (0.69861, 0,52889), C/C
(p=0,13418) respectivamente. Tabla 6b. Se demostré diferencia significactiva a
nivel del genotipo C/C con Inglaterra (P=0,03317); OR: 0,00; 95%; CI 0,00-0,91.
Por otro lado se observaron diferencias estadisticamente significativas con los

paises de Espafia, Australia, Corea y Estados Unidos. (Tabla 6b)

63



JAPON 225 0,33308 113 0,69861 i} 0,13418
BOGOTA 71 30 0

INGLATERRA 12 0.15507 9 052869 2 0,03317
BOGOTA 71 30 0

Tabla 6b: Comparacidon frecuencias genotipicas pacientes asméaticos entre diferentes
paises.

Al comparar las frecuencias genotipicas de la Poblacion de estudio Bogota
Colombia con aquellas reportadas a nivel mundial, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas con Inglaterra en los genotipos A/A (p=0,06858)
OR: 0,55;95%; CI 0,29-1,04; y A/C (P=0,3152) OR: 1,44;95%, CI 0,74-2,77; pero si
se encontraron diferencias significativas con el genotipo C/C (p=0,0032) OR: 0,00;
95%; CI 0,00-0,39 similar a lo observados en los demas paises Japon, Espafia,
Australia, Corea Estados Unidos y Cartagena. Tabla 7.
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Tabla 7: comparaciéon frecuencias genotipicas controles sanos y pacientes

asmaticos con aquellas reportadas a nivel mundial

PAIS AJA VALOR P AIC VALOR P CI/C VALOR P

INGLATERRA 32 19 3

0,06858 0,3152 0,0032

BOGOTA 220 83 0

JAPON 332 167 21
0,01232 0,1794 0,00045

BOGOTA 220 83 0

ESPANA 113 95 18
0,0000002 0,00059 0,000002

BOGOTA 220 83 0

AUSTRALIA 546 440 80
0,00000 0,00001 0,0000018

BOGOTA 220 83 0

COREA 262 264 65
0,00000 0,0000008 0,0000000

BOGOTA 220 83 0

ESTADOS UNIDOS| 123 85 23
0,0000058 0,0261186 0,0000001

BOGOTA 220 83 0

CARTAGENA 625 173 25
0,2850669 0,0290833 0,0045106

BOGOTA 220 83 0

8.2.3 COMPARACION ENTRE EL GENOTIPO Y EL

PRESENTE EN LOS PACIENTES ANALIZADOS.
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GENOTIPO AA
® GENOTIPO AC

1 1

Asma no aAlergica Intermitente  Leve Intermitente ~ Moderada Severa
especificada Persistente Persistente

Figura 7: Comparacién entre el genotipo y el tipo de asma entre pacientes.

En los 101 pacientes asmaticos analizados se realiz6 la clasificacion teniendo en
cuenta el fenotipo del asma, encontrando seis fenotipos, de los cuales el 46%
portaban el genotipo A/A y el 32% el genotipo A/C. El 1% de los pacientes
presentaba asma no especificada e intermitente, el 2% presentaban asma alérgica
y severa, el 24% presentaban asma leve intermitente y el 38% presentaba asma
moderada persistente (Tabla 8, figura 7). Los datos no demostraron asociacion
entre el fenotipo de asma y presencia del alelo C_s44 polimorfico ( p= 0.107). Tabla
8. Adicionalmente se realiz0 la comparacion entre los diferentes fenotipos de
asma y los genotipos AA y AC presente en los pacientes analizados donde se
obtuvo como resultado un OR de 0,00 para el fenotipo de asma no especificada y
asma intermitente, OR 0,48 para el fenotipo de asma Alérgica y severa
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persistente, un OR de 5,3 para asma leve intermitente y un OR: 2,9 para el

fenotipo de asma moderada persistente.

GENOTIPO Valor de p
TIPO DE ASMA A/A A/C
0 1
NO ESPECIFICADA (0.0%) (100%)
1 1
ALERGICA (50%) (50%)
1 0
INTERMITENTE (100%) (0.0%) 0.107
21 3
LEVE INTERMITENTE (87.5%) (12.5%)
22 16
MODERADA PERSISTENTE (57.9%) (42.1%)
1 1
SEVERA PERSISTENTE (50%) (50%)

Tabla 8: Clasificacion fenotipica del asma en los pacientes analizados.

8.3 CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO

En los pacientes analizados se observé que un 33.3% han requerido manejo
hospitalario por complicaciones inherentes a su patologia, con un promedio de 3.7
hospitalizaciones por paciente. De los pacientes asmaticos hospitalizados el
57.1% portaban el genotipo A/A'y el 42.9% el genotipo A/C. De los que no habian
requerido manejo hospitalario el 73.8% portaban el genotipo A/A y 26.2% el

genotipo A/C. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
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el genotipo AA y AC y el nimero de hospitalizaciones por paciente (p 0.146).
Tabla 9. Con un OR: 0.47; 95% CI 0,14-1,64.

En la poblacion asmatica estudiada no se encontro el genotipo C/C.

De los 101 pacientes analizados, dos presentaban asma severa, uno portaba el
genotipo A/A 'y el otro el genotipo A/C.

Tabla 9: Genotipo y caracteristicas clinicas de los pacientes asmaticos

PROMEDIO GENOTIPO  \/510r
GRUPO ASMA | TOTAL

HOSPITALIZACIONES

21 12 9
HOSPITALIZADOS 3.7
33.3% 57.1%) | (42.9%
( ) ( ) | ( ) 0.146
NO 42 00 31 11
HOSPITALIZADOS | (6.79¢) (73.8%) | (26.2%)
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9. DISCUSION.

El asma es una de las enfermedades respiratorias mas comunes en nifios pre-
escolares, es una causa importante de morbilidad e implica costos elevados para
Su manejo y tratamiento. La prevalencia varia segun los factores de riesgo
genéticos y ambientales, las cifras de prevalencia han aumentado principalmente
en aquellos lugares donde el clima favorece el desarrollo de esta entidad
causando un gran impacto en la calidad de vida de estos pacientes (GINA, 2006;
GINA, 2005; Masoli et al, 2004). Al ser el asma una enfermedad de herencia
multifactorial, la identificacibn de polimorfismos en genes relacionados con el
desarrollo de la fisiopatologia es muy importante ya que permite identificar a los
individuos con genotipos de susceptibilidad, con lo que se logra establecer
prondsticos de correlacion genotipo-fenotipo 'y escoger terapéuticas

individualizadas que favorezcan a los pacientes.

El polimorfismo A(-444)C en el gen LTC4 sintasa previamente se ha relacionado
con la predisposicion a desarrollar asma y con la severidad del cuadro clinico.
Esto se explica porque el alelo C.444 incrementa la actividad transcripcional del
gen, llevando a una mayor sintesis de la enzima leucotrieno C4 sintasa, la cual es
esencial para la biosintesis de leucotrienos, unos de los mediadores inflamatorios

que contribuyen a la patogénesis del asma (Kedda et al, 2004).

Varios estudios han asociado el genotipo C/C con fenotipos de asma severa y los

heterocigotos A/C tienen adecuada respuesta a los antileucotrienos, sin embargo,
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estos hallazgos no han sido reproducibles en varias de las poblaciones
analizadas. En el presente estudio, no se encontraron diferencias significativas en
las frecuencias alelicas y genotipicas para el polimorfismo A(-444)C, entre la
poblacion de pacientes asmaticos y la poblacion normal, indicando que
probablemente el alelo C44 no es un polimorfismo de susceptibilidad a la
enfermedad en la poblacién analizada (p>0.5. OR de 0.87 (95% IC 0.52-1.44) a
nivel de frecuencias alélicas y p>0.5 OR de 0.84 (95% IC 0.48-1.48) a nivel de
frecuencias genotipicas), Estos resultados de no asociacion entre C.444 Y asma
confirman lo reportado por otros autores en diferentes poblaciones como la
Japonesa ( Asano et al, 2.002), Australiana (Kedda et al, 2.004), Coreana (Kim et
al, 2.006), espafiola (Garcia et al, 2.005) y EEUU (Sambeek et al , 2.000).

De la misma manera un estudio previo realizado en poblacion colombiana

proveniente de Cartagena no encontré dicha asociacion (Acevedo et al, 2007)

Por otro lado existen otras publicaciones realizadas en poblaciones como
Inglaterra (Sampson et al, 2.000) y Polonia (Sanak et al, 1.997) que han indicado
una asociacion entre el alelo C y un fenotipo mas severo de asma. Estos
resultados contradictorios pueden ser explicados por diferencias poblacionales,
particularmente en lo referente a la frecuencia genotipica de C.44; C.4a4 .En
poblaciones como la estudiada en el presente trabajo y con el numero de
pacientes y controles analizado no se encontrd ningun individuo con el genotipo de
susceptibilidad, lo que indicaria que la composicion genética de la poblacion es
diferente. Otra posibilidad, es que en los estudios en que se ha evidenciado
asociacion del polimorfismo y la enfermedad, realmente se hayan dado falso
positivo como consecuencia de estratificacion poblacional. Este fendbmeno ha sido
claramente evidenciado en estudios de asociacion basado en caso: control y se

presenta si la enfermedad es predominante en un grupo étnico particular por
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ejemplo caucasico, mientras que la poblacion que ha servido de control es mas
heterogénea étnicamente. Desde esta perspectiva, la poblacion de afectados va a
tener caracteristicas alelicas y genotipicas que no son comparables con una
poblaciéon mixta, y asi cabe la posibilidad que los afectados presenten una
frecuencia mayor de un alelo particular respecto a la poblacion control, lo cual no
esta dado por que el alelo en cuestion esta involucrado en el prondstico de la

enfermedad si no porgue es frecuente en el grupo étnico relacionado con esta.

Al analizar los valores de OR entre casos y controles no demostraron un aumento

del riesgo dado por la presencia de un genotipo particular.

Por otro lado, al comparar los diferentes fenotipos de asma con cada uno de los
genotipos los OR sugieren un papel protector del genotipo AA frente al fenotipo de
asma no especificada, asma intermitente y severa persistente. Mientras que las
personas que portan este genotipo AA tienen una mayor probabilidad de asociarse
con el fenotipo de asma leve intermitente (OR:5,3), las personas que portan el
genotipo AC es 2,5 veces mas probable que desarrollen un fenotipo de asma
moderada persistente. Sin embargo, esto debe ser corroborado con un namero

mayor de pacientes para cada fenotipo.

Es posible también que realmente el polimorfismo A(-444)C no esté directamente
relacionado con el pronoéstico de asma, pero se encuentra en desequilibrio de
ligamiento con otros genes implicados en el desarrollo del asma, localizados en la
misma region gendmica del gen LTC4 sintasa. El hecho que en algunos estudios
este desequilibrio se evidencie y en otros no, estaria explicado principalmente por

el nidmero de individuos analizados.
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Aunado a lo anterior, otros estudios han determinado que no hay asociacion
entre el genotipo LTC4S vy la severidad del asma, pero si que portadores del
polimorfismo presentan una mayor respuesta al tratamiento con antagonistas
leucotrienos y mejores resultados en las pruebas de funcion pulmonar
comparados con los portadores del alelo silvestre (Asano et al, 2002). El objetivo
del presente estudio no estaba relacionado con respuesta al tratamiento, pero es
interesante proponer futuras investigaciones con el fin de poder dilucidar la
relacion existente entre el polimorfismo -444A/C y respuesta a tratamiento en

pacientes Colombianos.

Sanak et al, en el afio 1997 fueron los primeros en caracterizar el polimorfismo A(-
444)C donde encontraron que las frecuencias del alelo C en pacientes con asma
inducida por aspirina (AlA) fueron dos veces mas que en los sujetos normales
(g=0.226 vs q=0.436) respectivamente. Adicionalmente encontraron que el riego
relativo de AIA asociado con el alelo C_444. fue de 3.89 (95% CI 1.57-8.98) los
cuales sugieren que el polimorfismo representa un factor de riego y reacciones

adversas a tratamientos con drogas antiinflamatorias no asteroideas.

Posiblemente la asociacién encontrada en los dos estudios anteriormente
mencionados se deba en el caso de Sampson et al, al nimero reducido de
pacientes y a la presencia de pacientes con sensibilidad a la aspirina, Igualmente
en el caso de Sanak et al ya que ellos solo analizaron pacientes con sensibilidad
a la aspirina siendo este polimorfismo mas frecuente en este tipo de pacientes.
Por otro lado la diferencia que existe entre los dos estudios anteriormente
mencionados y el presente trabajo se debe a que en este proyecto no se
incluyeron pacientes con sensibilidad a la aspirina, por tanto se recomienda que
en futuros estudios ingresar pacientes con este fenotipo asmatico con el fin

confirmar la relacion que existe entre este y la presencia del polimorfismo.
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Estudios posteriores no han encontrado evidencia estadistica de asociacion del
alelo C-444 con severidad del asma (Acevedo et al 2007; Kim et al 2006; Kedda
eta al, 2.004; Garcia et al, 2005); Asano et al, 2002; Van Sambeek et al, 2.000), lo
cual sugiere que posiblemente la asociacion hallada entre el alelo C y asma
sensible a la aspirina (AlA) se deba principalmente a que estas poblaciones
representan una poblacion estratificada con pacientes descendientes del este de
Europa; donde el alelo C-444 tiene que estar asociado con este fenotipo
asmatico, por tal motivo no se ha podido evidenciar en otras poblaciones como es
la Americana, Japonesa y Australiana. (Kedda eta la, 2004), adicionalmente se ha
descrito por varios autores (Ming-ming et al, 2006; Garcia et al, 2005; Sampson et
al 2000; Sanak et al 1997) que el polimorfismo A(-444)C constituye un factor de

riesgo para desarrollar asma per se.

El hecho que no se haya presentando asociacion entre presencia del
polimorfismo y severidad de la enfermedad puede deberse ademas de los
factores antes mencionados, a que en el presente estudio no se identificé el
genotipo CC el cual esta relacionado con severidad del cuadro clinico y al hecho
gue el asma es una enfermedad con herencia poligénica multifactorial en el cual
no es posible inferir el genotipo a partir del fenotipo resultando en un gran desafio
identificar la susceptibilidad para el desarrollo de esta entidad, por tal motivo la
expresion clinica es muy heterogénea ya que existen muchos aspectos como la
gravedad, evolucién natural, respuesta a tratamiento, ambiente, influencias
psicolégicas o multiples polimorfismos funcionalmente activos que se relacionan

con la variabilidad individual e interindividual en la fisiopatologia entre pacientes.

Algunos autores han concluido que niveles de IgE en suero, conteo de eosindfilos
en sangre periférica o la tasa de excrecion de LTE, urinario muestran una larga

variabilidad interindividual sugiriendo que estos parametros no pueden ser usados
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como predictores de la respuesta clinica en pacientes con asma. (Asano et al,
2002), sugiriendo que cada paciente debe ser tratado de forma independiente

debido a la gran variabilidad presente en cada uno de ellos.

Los resultados de este estudio muestran claramente la amplia heterogeneidad
fenotipica de la enfermedad, la cual se sugiere es consecuencia de la gran
variabilidad clinica observada en cada uno de los pacientes analizados, y a las
diferencias encontradas en la cantidad de individuos presentes en cada fenotipo.
Por otro lado considerando que parte de la heterogeneidad clinica puede estar
influenciada por factores genéticos, no se descarta que el ambiente y otros
factores socioculturales conlleven a la variabilidad fenotipica presente en el grupo
de estudio, y la imposibilidad de afirmar que no son producto del desequilibrio de
ligamento con loci diferentes reflejando de esta forma la complejidad del estudio

de genes en una entidad tan compleja como es el asma (Nussbaum et al, 2008)

En relacion con la homogeneidad en la distribucion de frecuencias alélicas y
genotipicas observadas en los resultados tanto del grupo de casos como el de
controles sugiere que la poblacién de estudio se encuentra en equilibrio de
Hardy-weinberg corroborando que no hay sobrerrepresentacion o preferencia por
un alelo determinado confirmando de esta forma que el tamafio de la muestra fue

el adecuado para minimizar el efecto de la deriva génica.

En un estudio poblacional realizado en la ciudad de Cartagena, Colombia, se
evaluo la distribucion genotipica del polimorfismo A(-444)C vy la asociacion con el
asma y la respuesta de IgE, luego de la exposicion a alérgenos. (Acevedo et al,
2007). Al comparar estos resultados con el presente trabajo, se aprecia que la

distribucion de los genotipos AA y AC fueron similares (p>0.05) pero se observo
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diferencia significativa en el genotipo CC (P<0,05). Una explicacion a este
comportamiento puede atribuirse al hecho que la poblacion Colombiana es muy
heterogénea debido a su constante flujo migratorio interno, lo que haria necesaria
la determinacion de las frecuencias alélicas en cada zona del pais con el fin de
poder conocer realmente la distribucién genotipica y alélica relacionada con el
Polimorfismo A(-444)C al interior de nuestro pais.

Sin duda el amplio mestizaje, los cambios demograficos relevantes en los uUltimos
afos y las migraciones internas e inmigraciones del pais, conducen a modificar la
estructura genética de los pobladores; segun el censo de 2005 mas de 27 millones
de colombianos cambiaron de municipio de residencia, en donde Bogota al ser el
lugar de destino de la mayoria de los migrantes, estd en una dinamica genética
para una poblacion mestiza con gran acervo amerindio (DANE, 2005).

Por otro lado, Cartagena es una poblaciébn que presenta un acervo genético
basicamente originado por la mezcla de espafioles y africanos dando como origen
un hibrido donde la poblacién indigena nativa mantiene una limitada participacion

frente a las otras dos razas (Lizcano, 2005; Caraballo et al, 1992).

Teniendo en cuenta la literatura revisada frente al acervo genético caracteristico
de las ciudades de Bogota y Cartagena es posible sugerir que las diferencias
encontradas a nivel de los genotipos en controles sanos se deba principalmente
a la amplia diferencia étnica observada en estas dos poblaciones comparadas

con la etnia asiatica y Europea (Lizcano, 2005; Caraballo et al, 1992)
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Los genes candidatos y los estudios de asociacion en el asma, hasta la fecha han
resultado insuficientes para confirmar o refutar la importancia de polimorfismos en
genes especificos, esto puede deberse a varias razones, entre las cuales se
encuentra la dificultad en establecer el fenotipo, el tamafio de la muestra y la
estratificacion de la poblacion. La fortaleza del presente trabajo radica en la
utilizacion de pacientes con un cuadro clinico y paraclinico claramente definido
siguiendo las guias de la asociacion americana de torax, la utilizacion de un
tamafio de muestra razonable para los objetivos planteados, sin embargo, no
podemos descartar estratificacién de la poblacion que impida encontrar hallazgos

significativos.

Aunque estudios previos sugieren que el polimorfismo (A-444C) del gen LTC4
sintasa humano se encuentra asociado con el asma severa, el presente trabajo no
permiti6 confirmar dicha asociacion en esta poblacion cuidadosamente
fenotipificada, sin embargo, seria conveniente aumentar el grupo de pacientes con

asma severa para confirmar dicho hallazgo.
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10. CONCLUSIONES

1. Se establecieron las frecuencias alélicas y genotipicas para el polimorfismo
A(-444)C ubicado en la regién promotora del gen LTC4 sintasa humano en
las dos poblaciones de estudio casos-controles provenientes de una
muestra de la ciudad de Bogota , encontrando una distribucion similar entre
pacientes y controles no existiendo diferencias estadisticamente

significativas.

2. Las frecuencias genotipicas obtenidas en el presente estudio difieren con
las reportadas en algunas poblaciones posiblemente atribuido a la gran
heterogeneidad étnica de la poblacion estudio.

3. Se demostré que el polimorfismo y la severidad del cuadro clinico de la
enfermedad no tienen asociacion entre si, ya que portadores del alelo
polimorfico y portadores del alelo silvestre presentaron cuadros clinicos
similares.

4. No se encontré asociacion estadisticamente significativa entre el fenotipo
de asma vy portadores del alelo polimoérfico debido a la gran variabilidad
observada entre pacientes. Sin embargo el OR sugiere que el genotipo AA

actua como un factor de proteccion frente al fenotipo de asma.
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5. La ausencia del genotipo C/C en el presente trabajo, indica que el
polimorfismo entre casos y controles no se encuentra asociado ya que la

distribucion del alelo C fue similar entre ellos.

6. La variabilidad del cuadro clinico de la enfermedad en los pacientes
analizados puede deberse a factores diferentes al genotipo que porta cada
uno de ellos, como en casos de mutaciones presentes en otras vias y factores

ambientales que puedan estar alterando la severidad de la enfermedad.
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11. RECOMENDACIONES

1. Se sugiere continuar el estudio con un mayor nimero de pacientes
donde se pueda evaluar diferentes variantes clinicas que permitan
establecer la gran variabilidad individual e interindividual permitiendo de
esta forma  establecer conclusiones acerca de las verdaderas

diferencias existentes entre el fenotipo y el genotipo

2. Se sugiere continuar el estudio realizando muestreos en diferentes
regiones del pais lo cual permitira por un lado conocer las frecuencias
alélicas y genotipicas en cada region y a la vez conocer la asociacion
del genotipo C/C y la severidad del cuadro clinico de la enfermedad ya
qgue en el presente estudio no se encontraron datos estadisticamente
significativos que pudieran relacionar el polimorfismo con la severidad
del cuadro clinico, adicionalmente se observé que la distribucién del

alelo C fue muy similar entre pacientes y controles.

3. Se recomienda realizar estudios complementarios relacionados con la
via de los leucotrienos, principalmente aquellos relacionados con
actividad de la enzima leucotrieno C4 Sintasa ya que esta tiene gran
influencia en la patogénesis de la enfermedad debido al incremento de

la biosintesis de leucotrienos.
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ANEXO 1

S

COLEGIO MAYOR DE NUESTRA SENORA DEL ROSARIO

FACULTAD DE MEDICINA

INSTITUTO DE CIENCIAS

BASICAS LABORATORIO DE BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Anadlisis de polimorfismos del Gen del Receptor Beta 2 Adrenérgico en

pacientes colombianos afectados por Fibrosis Quistica.

Usted (0 su pariente) esta invitado a participar en un estudio de investigacion propuesto por el
instituto de Ciencias Basicas laboratorio de Biologia Celular y Molecular de la Universidad del
Rosario con la participacion de:

Heidi Mateus, Carlos Rodriguez y Lorena Sanchez

Es muy importante que usted lea y entienda ciertos puntos importantes en la realizacion de
este estudio:
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(a) La participacion en este estudio es totalmente voluntaria.

(b) La naturaleza de esta investigacion, su propdsito, sus limitaciones, sus riesgos, sus
inconvenientes, incomodidades y cualquier informacion pertinente al resultado de este,
le sera explicada por el equipo de atencién clinica

(c) Si tiene algun interrogante sobre el estudio por favor no dude en manifestarlo a alguno
de los investigadores, quien con mucho gusto, le contestara sus preguntas

(d) CONFIDENCIALIDAD: Los registros meédicos de cada persona permaneceran
archivados en el Laboratorio de Biologia Celular y Molecular de la universidad del
Rosario. Las historias médicas, los resultados de examenes y la informacion que usted
nos ha dado son de caracter absolutamente confidencial, de manera que, solamente
usted y el equipo de atencion clinica tendra acceso a estos datos. Por ningin motivo se
divulgara esta informacion sin su consentimiento.

(e) De acuerdo con lo establecido en la resolucién 008430 de 1993 (“Normas cientificas,
técnicas y administrativas para la investigacién en salud”), este estudio puede ser
clasificado como una “Investigacion con riesgo minimo”. Se cumplira con lo establecido
por el Ministerio de Proteccion Social colombiano (antiguo Ministerio de Salud), la ley
84 de 1989y la ley 2381 de 1993

Cualquier informacion adicional usted puede obtenerla directamente con:

Heidi Mateus. Laboratorio de Biologia Celular y Molecular.
Instituto de Ciencias Basicas.

Facultad de Medicina.

Universidad del Rosario. Tel (57-1)3474570 (Ext 266)
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A. EXPLICACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION AL INDIVIDUO
OBJETIVO:

Identificar ciertas variaciones en un gen conocido como receptor beta2 adrenérgico en
pacientes con Fibrosis Quistica y personas sanas, para determinar si existen diferencias que
puedan relacionarlas con la severidad de la enfermedad.

PROCEDIMIENTO:

Se realizara una entrevista clinica con usted y se tomara una muestra de aproximadamente
10cc de sangre mediante puncién en vena. La muestra de ADN obtenida a partir de la
muestra de sangre sera almacenada en el Banco de ADN de la Universidad del Rosario, la
cual podra ser empleada para posteriores estudios. En caso de que sea necesario repetir los
examenes, usted serd notificado para tomar las muestras nuevamente. Estas muestras seran
manejadas y analizadas Unicamente por personas involucradas directamente en este
proyecto.

RIESGOS E INCOMODIDADES La patrticipacion en este estudio representa un riesgo minimo
para su salud e integridad y las molestias estaran representadas solo por la toma de muestra;
algunas molestias pueden ser: hematomas (morados), enrojecimiento y leve dolor en el lugar
de donde se toma la muestra, sin embargo, estas molestias pasaran rapidamente.

BENEFICIOS ADICIONALES:
Usted no obtendra ningun beneficio de la participacion en el estudio.

Este estudio nos ayudara a entender mejor porque se da la variacion entre los diferentes
pacientes con Fibrosis Quistica.

RESPONSABILIDAD DEL PACIENTE Y PRECAUCIONES

Al tomar parte de este estudio es importante que usted contemple las siguientes
responsabilidades y precauciones:

El riesgo existente en una toma de muestra de sangre en vena periférica es muy bajo y
por lo tanto no reviste riesgo en la salud del paciente.

MANEJO DE RESULTADOS

No se entregaran resultados a las personas sanas analizadas, estos son confidenciales y solo

87




seran conocidos por los investigadores

Los resultados generales del estudio se informaran en una conferencia a la cual se invitaran a
todos los participantes y a la comunidad en general.

AUTORIZACION PARA LA TOMA DE MUESTRAS E INCLUSION VOLUNTARIA EN EL
ESTUDIO : Andlisis de polimorfismos del Gen del Receptor Beta 2 Adrenérgico en

pacientes colombianos afectados por Fibrosis Quistica.

Habiendo sido enterada(o) del objetivo del presente estudio, informada(o) de los riesgos
minimos de la toma de muestra y habiendo resuelto todas mis dudas acerca de la
investigacion Yo, con documento de
identificacion  namero: de , acepto
voluntariamente que se me tome una muestra de sangre, con el fin de realizar el analisis de
variaciones en el gen del receptor beta-2 adrenérgico. Asi mismo, declaro que se me ha
explicado la presencia de los riesgos y el manejo que se le daré al material de muestra.

Fecha:

Nombre

Firma

CcC

Direccion

Teléfono

Relacién Con el Voluntario

88




Testigo 1 Testigo 2

Investigador
Bogota, D.C. Fecha.
ANEXO 2
€ Cadigo del paciente:
vy

COLEGIO MAYOR DE NUESTRA SENORA DEL ROSARIO
FACULTAD DE MEDICINA
INSTITUTO DE CIENCIAS
BASICAS LABORATORIO DE BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR
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CONSENTIMIENTO INFORMADO TELEFONICO
GUION PARA PACIENTES
Prevalencia del polimorfismos A(-444)C del gen LTC4 sintasa humano en
controles sanos Yy pacientes pediatricos asmaticos en una muestra de la

ciudad de Bogota

Buenos dias/ tardes. Mi nombre es Luz Miryam Siza, estudiante de la
Universidad del Rosario, usted es tan amable de comunicarme con el padre o la
madre del nifo(a) gracias. Su nombre es

Sr/Sra (Representante del menor).

Mi llamada es con el fin de informarle que la Unidad de Genética de la
Universidad del Rosario va a empezar a desarrollar un nuevo estudio de
investigacion relacionado con el analisis de un polimorfismo sobre gen LTC4
sintasa humano, el cual podria estar involucrado con el curso y severidad del
cuadro clinico de la enfermedad en pacientes con asma. Este estudio podria
ayudar a entender un poco mas el comportamiento variable de la entidad en las
personas que padecen esta enfermedad y también podria ayudar a largo plazo a

establecer terapias diferentes para cada paciente, mejorando su condicion de vida.

Nosotros contamos con una muestra de ADN de su
hijo(a) (Nombre del paciente), y nos gustaria

saber si usted nos da autorizacion y consentimiento para utilizar la muestra de
ADN que se encuentra en el Banco de ADN de la Universidad del Rosario las
cuales seran utlizadas en el estudio titulado Prevalencia del polimorfismo A(-
444)C del gen LTC4 sintasa humano en controles sanos y pacientes pediatricos

asmaticos en una muestra de la ciudad de Bogota. Sl NO

Adicionalmente, queremos que sepa que este estudio no genera ningun beneficio
econdémico y tampoco ningun riesgo para usted o su hijo, y que una vez tengamos

el resultado del presente estudio, se emitirA un resultado para el nifio y se les
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explicara el resultado en una consulta especial dirigida por el genetista de la
Unidad de Genética de la Universidad. Esté usted de acuerdo? Sl NO

De antemano agradezco la atencion y colaboracion, y estaré en contacto con

usted para comentarle lo concerniente al estudio.

PERSONA RESPONSABLE DEL CONSENTIMIENTO:
CC.
Tel.

OBSERVACIONES

ANEXO 3

3

COLEGIO MAYOR DE NUESTRA SENORA DEL ROSARIO
FACULTAD DE MEDICINA
INSTITUTO DE CIENCIAS
BASICAS LABORATORIO DE BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

INFORMACION E INVITACION DE PARTICIPACION AL ESTUDIO
GUION PARA CONTROLES
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Prevalencia del polimorfismos A(-444)C del gen LTC4 sintasa humano en
controles sanos Yy pacientes pediatricos asmaticos en una muestra de la
ciudad de Bogota

Buenos dias/ tardes. Mi nombre es Luz Miryam Siza, estudiante de la
Universidad del Rosario, usted es tan amable de comunicarme con el sefior

(a) gracias.

Mi llamada es con el fin de informarle que la Unidad de Genética de la
Universidad del Rosario va a empezar a desarrollar un nuevo estudio de
investigacion relacionado con el andlisis de un polimorfismo sobre gen LTC4
sintasa humano, el cual podria estar involucrado con el curso y severidad del
cuadro clinico de la enfermedad en pacientes con asma. Este estudio podria
ayudar a entender un poco mas el comportamiento variable de la entidad en las
personas que padecen esta enfermedad y también podria ayudar a largo plazo
a establecer terapias diferentes para cada paciente, mejorando su condicion de
vida. Como sabemos el asma es una enfermedad cronica comdn caracterizada
por presentar sintomas como tos, disnea, sibilancias y dificultad para respirar.
Adicionalmente es una enfermedad multifactorial donde el componente genético
y ambiental juega papel importante en la deteccion de dicha entidad, por su
frecuencia se constituye en una enfermedad de salud publica, se ha estimado
gue existen aproximadamente 300 millones de personas en el mundo que la
padecen, afectando a personas de todas las edades, y grupos étnicos.

El presente estudio permitira establecer las frecuencias alélicas y genotipicas
para esta variante, este polimorfismos se ha relacionado con un aumento en la
transcripcion del gen y por tanto con elevacion de la enzima sintasa LTC4 e
incremento en la biosintesis de cisteinil leucotrienos los cuales son potentes
mediadores proinflamatorios que promueven la contraccion del musculo liso, la
hipersecrecion de moco, el edema Yy el reclutamiento de eosinofilos en la via

aérea asociandose con una mayor severidad en el fenotipo asmaético.
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Nosotros contamos con una muestra de ADN que se encuentra en el Banco de
ADN de la Universidad del Rosario y nos gustaria saber si usted nos da
autorizacion y consentimiento para utilizar la muestra de ADN en el estudio
titulado Prevalencia del polimorfismo A(-444)C del gen LTC4 sintasa humano en
controles sanos y pacientes pediatricos asméticos en una muestra de la
ciudad de Bogota. Sl NO

Adicionalmente, queremos que sepa que este estudio no genera ningun
beneficio econémico y tampoco ningln riesgo para usted. Esta usted de
acuerdo? Sl NO

De antemano agradezco la atencion y colaboracion, y estaré en contacto con

usted para comentarle lo concerniente al estudio.
PERSONA RESPONSABLE DEL CONSENTIMIENTO:
CC.
Tel.

OBSERVACIONES
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