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I. INTRODUCCION

El asma es una de las enfermedades crénicas mas frecuentes, se estima una
prevalencia de 300 millones de personas que padecen asma, con al menos 250, 000

muertes anuales atribuidas a la enfermedad. "2

En México, se calcula que al menos del 6- 12% de los nifios sufren y estas cifras se

han mantenido a la alza, sobre todo en el grupo de escolares.*

Se ha reportado en recientes estudios, que el factor de transcripcion inducible en
hipoxia- 1a juega un papel importante en la patogénesis de la inflamacién y en la
remodelacién de la via aérea del asma en modelos murinos, y en tejido bronquial de
pacientes adultos asmaticos, y que su expresion se correlaciona con la gravedad del

asma.® 2832



Il. MARCO TEORICO
El asma

El asma es una de las enfermedades crénicas mas prevalentes en todo el mundo, se
estima que 300 millones de personas sufren de asma, con 250.000 muertes anuales
atribuidas a la enfermedad. Se estima que el nUmero de personas con asma crecera

en mas de 100 millones para el 2025. "

El asma es una inflamacién crénica pulmonar asociada con hiperreactividad de la via
aeérea que lleva a episodios de sibilancias, disnea, opresion toracica y tos. Estos
sintomas particularmente son en la noche o en la mafiana. Los episodios usualmente
estan asociados a obstruccion de la via aérea de forma reversible, ya sea

espontaneamente o con tratamiento.?

Puede cursar con atopia, la cual es manifestada como la presencia de pruebas

cutaneas positivas, o la respuesta clinica a los alérgenos ambientales.

La hiperreactividad es la tendencia de las vias aéreas inferiores a estrechar su
diametro de forma excesiva en respuesta a disparadores, que tienen ninguna o poca

respuesta en individuos sanos.?

De acuerdo a datos de la Direccion General de Epidemiologia de la Secretaria de
Salud en México, en el 2012 se reportd un total de 317,783 de casos de asma y
estado asmatico, lo cual traduce una tasa de incidencia de 290.96 casos por cada
100,000 habitantes, de los cuales mas de la mitad de los casos anuales reportados de

asma se presentan en poblacion pediatrica.*

Hay factores que influencian el desarrollo y la expresion del Asma?:

Factores del Huésped
Genética (genes que predisponen a la atopia,)
Microbiota
Obesidad

Sexo

Factores ambientales
Alérgenos: intradomiciliarios: acaros del polvo doméstico, caspa de animales,
alérgeno de la cucaracha, hongos
Infecciones (predominantemente virales) (Hipotesis de la Higiene?)

Sensibilizadores ocupacionales




Humo de tabaco: activo o pasivo.
Contaminacion del aire
Dieta

Diagnéstico

Es una enfermedad con diagndstico fundamentalmente clinico. Se inicia el abordaje
diagndstico con la historia clinica. Es de utilidad en el diagnostico los antecedentes,
historia familiar de asma, enfermedad atdpica personal previamente diagnosticada,
sintomas episddicos después de la exposicion con algun alérgeno, variabilidad de
sintomas segun la estacion del afio. La exploracion fisica puede no brindar ningun
hallazgo en periodos asintomaticos. La medicién de la funcién pulmonar es utilizada
en pacientes mayores de 5 afios, siendo la espirometria de gran utilidad, (FEV1,
FEV1/FVC).?

Clasificacion

Se puede clasificar segun su gravedad a la presentacion, GINA (por sus siglas en
ingles, Global iniciative for asthma, Inicativa global para el asma) 2006, NAEPP (por
sus siglas en ingles, National Asthma Education and Prevention Program, Programa
nacional para la educacion y prevencion del asma, realizada en Estados Unidos de
Ameérca). Tambien se puede clasificar segun su control (GINA 2012, NAEPP), por

grupo etario.?

Tabla de Clasificacion por gravedad GINA20062

Intermitente Leve persistente Moderada Grave persistente

persistente

Sintomas <1 | Sintomas >1 | Sintomas diarios Sintomas diarios
vez/semana vez/semana
Uso diario B2
agonista
Exacerbaciones de | Exacerbaciones Exacerbaciones Exacerbaciones
corta duracién pueden afectar | afectan actividad y | frecuentes
actividad y suefio suefio

Limita actividad




fisica

Sintomas Sintomas Sintomas Sintomas de asma
nocturnos < | nocturnos >2 | nocturnos >1 | frecuentes

2veces/ mes veces/mes vez/semana

FEV, o PEF 280% | FEV, 0 PEF 280% | FEV, o PEF 60- | FEV, 0 PEF <60%

del predicho

Variabilidad <20%

del predicho

Variabilidad 20%-

80% del predicho

Variabilidad >30%

del predicho

Variabilidad >30%

30%

Fisiopatologia

Los estudios histopatolégicos demuestran variaciones estructurales en la via aérea de
los pacientes afectados en comparaciéon con sujetos sanos, lo cual se denomina
remodelacion de la via aérea, la cual abarca alteraciones estructurales en las células y
tejidos, esto fue descrito por primera vez hace mas de 85 afios por Huber y Koessler®

en su descripcion clasica del asma fatal.

Se puede considerar esta remodelacion como consecuencia de un proceso
inflamatorio cronico que al reparar de forma prolongada la via aérea produce
alteracidn en su estructura, lo cual puede asociarse a la sintomatologia progresiva de
la enfermedad, ya que algunos de estos cambios se han relacionado con la gravedad
del padecimiento y pueden resultar en un estrechamiento irreversible de la luz de la
via aérea. Los cambios implicados son infiltracion inflamatoria, cambios en las células
epiteliales, en la membrana basal con fibrosis subepitelial, cambios en unidades
secretoras de moco (células caliciformes y glandulas mucosas), en la inervacion

nerviosa, en la musculatura lisa bronquial y cambios en la vasculatura bronquial.?
Historia natural de la remodelacién de las vias respiratorias

Varios estudios han demostrado que los pacientes asmaticos experimentan una
disminucién acelerada de la funcién pulmonar en comparacion a los sujetos sanos y
que es proporcional con la duracion y la gravedad de su enfermedad. Otros estudios
han informado que los nifios asmaticos tienen funcién pulmonar deficiente, lo que
sugiere que la remodelacién podria comenzar tempranamente en el curso de la

enfermedad, sin embargo el inicio de la remodelacion de las vias respiratorias en




pacientes asmaticos no esta aun bien caracterizado. Los datos del Programa de
Manejo del Asma Infantil (Childhood Asthma Management Program) mostré un
descenso acelerado en las pruebas de funcién pulmonar entre las edades de 5y 18

afos en nifios con asma leve a moderada.?? 23 24 25.26.

La remodelacion y las intervenciones terapéuticas

Remodelaciéon de la via aérea ha sido el foco de una cantidad significativa de
investigacion en la ultima década, sin embargo, la cuestién fundamental sigue siendo
una interrogante en cuanto a si la intervencién terapéutica tiene ninguna influencia

sobre la remodelacion.

Debido a su efecto antiinflamatorio sobre vias respiratorias, se pensé que los
corticosteroides inhalados tenian un gran potencial para influir en la remodelacién de
las vias aéreas. Sin embargo, los datos disponibles hasta la fecha son mas bien
contradictorios y no concluyentes. Por otra parte, los estudios funcionales no han
podido demostrar un efecto sustancial de los corticosteroides inhalados en la inhibicion

de la disminucién de la funcién pulmonar en pacientes con asma.’

Las evidencias indican claramente que las anormalidades funcionales en los pacientes
asmaticos son el resultado de las respuestas de remodelacion de tejidos y

alteraciones estructurales en las vias respiratorias. °

Aun se necesita saber como cada una de estas caracteristicas de la remodelacién de
la via aérea contribuye a los sintomas presentados y a la historia natural del asma.
También se necesitan mas investigaciones para determinar los tipos de intervenciones
capaces de alterar las diversas caracteristicas de la remodelacion de las vias
respiratorias y el efecto de estas intervenciones sobre las manifestaciones clinicas de
la enfermedad. Por otra parte, es importante desarrollar mejores herramientas no
invasivas y biomarcadores especificos que ayudaran a determinar con precision las
diferentes subpoblaciones de pacientes asmaticos. Haciendo hincapié en que las
investigaciones deben ser dirigidas a los factores genéticos asociados a los diferentes
tipos y grados de remodelacion tisular y la traduccién funcional de estas
modificaciones genéticas. Estos y otros estudios pueden ayudar a la comprension de
la patogénesis del asma y pueden dar algunas estrategias para controlar

efectivamente la progresion del asma.”

Las alteraciones epiteliales
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Los cambios morfologicos en el epitelio de las vias respiratorias son una caracteristica
clave de la remodelacién de las vias respiratorias en pacientes asmaticos. Las
alteraciones epiteliales en pacientes asmaticos incluyen desprendimiento del epitelio,
la pérdida de las células ciliadas, hiperplasia de células caliciformes y la regulacién al
alza de los factores de crecimiento, citoquinas y quimiocinas. Recientemente, se ha
demostrado que la funcion de barrera del epitelio de las vias respiratorias en pacientes
asmaticos es anormal, exhibiendo una ruptura de la integridad epitelial a lo largo de la
uniones estrechas epiteliales, sin embargo, es importante sefialar que los cambios
epiteliales no son un rasgo caracteristico sélo de asma y puede ser observado en

pacientes con diversas condiciones patoldgicas de los pulmones.®
La secrecion de moco y las células caliciformes

La hipersecrecion de moco de las mucinas MUC5AC y MUC5B por las células
caliciformes es una caracteristica fisiopatolégica de la remodelacion de las vias
respiratorias en pacientes con asma. Se ha demostrado que las citocinas TH2
(predominantemente IL- 9 e IL- 13), asi como de IL- 1b, TNF-a, COX- 2y sus vias de
sefializacién intracelulares asociadas, estan implicadas en la regulacién al alza de la

sintesis de mucina y el desarrollo de hiperplasia de células caliciformes.®
La fibrosis subepitelial

Los fibroblastos son las células estrelladas grandes y planas que se encuentran en
estrecha proximidad con el epitelio basal. En un ambiente inflamatorio tal como las
vias respiratorias asmaticas, los fibroblastos se activan y se diferencian en
miofibroblastos, que forman proteinas de la matriz extracelular, incluyendo colagena I,
lll'y V y fibronectina. EI compartimiento de la matriz extracelular de la via respiratoria
es dinamica, lo que refleja el saldo neto de la sintesis y la degradacion, que esta
regulado por la accion de metaloproteinasas de la matriz y por inhibidores de
metaloproteinasas. Sin embargo, un cambio en este equilibrio hacia el aumento de la
matriz da como resultado fibrosis, lo que lleva a la alteracion de la estructura y a las
propiedades mecanicas anormales. En los pacientes asmaticos la susceptibilidad a
lesion y las respuestas de reparacion aberrante dan como resultado la activacién

persistente de los fibroblastos, lo que lleva a la fibrosis subepitelial.’
El aumento de la masa muscular lisa

Las células musculares constituyen las principales células estructurales dentro de los
bronquios, y su incremento es la causa principal de obstruccién de vias aéreas. En las

vias respiratorias asmaticas la masa muscular aumenta significativamente a causa de
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la proliferacion de células por hiperplasia y por el tamano de las células, hipertrofia.
Ademas de los cambios estructurales, las células de musculo liso participan en el
proceso inflamatorio y de remodelacion a través de la expresion de moléculas de
adhesion celular, receptores de citoquinas, quimiocinas ( RANTES, eotaxina, proteina
inflamatoria de macréfagos 1a, y la IL- 8) y por activacion de receptores tipo Toll. La
expresion en la superficie de las moléculas de adhesion por las células de musculo
liso podria ser crucial en la regulacion de las interacciones de una gran variedad de

células inflamatorias.®
La angiogénesis

Fisiologicamente existe una red de capilares sistémicos que rodean la via aérea desde
sus porciones centrales hasta los bronquiolos. Los capilares subepiteliales
traqueobronquiales convergen en plexos mas profundos con los capilares pulmonares
drenados por las venas pulmonares. Las células endoteliales de la vasculatura

pulmonar regulan la selectividad y especificidad del infiltrado celular en la via aérea.’

La angiogénesis es un proceso que se define como el crecimiento y proliferacién de
vasos sanguineos de neoformacion, y en conjunto con la vasodilatacién y edema de la
pared son componentes reconocidos de los casos leves, moderados y fatales de
asma, contribuyendo de forma importante al edema vy rigidez de la via aérea en estos

casos.

Se ha demostrado tanto en adultos como en nifios que la via aérea de pacientes con
asma moderada es mas vascularizada y tiene un numero mayor de vasos por
milimetro cuadrado de submucosa y que la vasculatura es de mayores dimensiones
que en los pacientes no asmaticos sanos. Estos cambios estructurales, aunados al
edema de estas nuevas estructuras vasculares, contribuyen a un diametro luminal

disminuido en la via aérea.’

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), la angiopoyetina-1 (Ang-1) y
Angiopoyetina- 2 (Ang-2) son factores de crecimiento celular claramente implicados en
la remodelacion vascular de la via aérea, y asimismo se ha asociado a otros factores

de crecimiento no especificos.’

El VEGF es encontrado en las células del epitelio bronquial, células mononucleares y
linfocitos T. Este factor ha mostrado multiples funciones reguladoras de la
angiogénesis, entre ellas estimulacion de la proliferacion epitelial, de la formacion de
vasos sanguineos y sobrevivencia de las células endoteliales, y se ha mostrado su

expresion ante estimulos tales como el estrés mecanico y la hipoxia por medio del
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factor inducible en hipoxia (HIF-1). De hecho, el VEGF actua al incrementar la
permeabilidad de estos vasos sanguineos anormales, resultado de la dilatacion y el
edema, que contribuyen al estrechamiento las vias respiratorias. Ademas de
proporcionar la nutricion a las vias respiratorias, estos vasos son la fuente de las

células inflamatorias y de sus mediadores inflamatorios.’

Se han encontrado niveles elevados de VEGF y Ang-1 en el esputo y la submucosa
bronquial de pacientes asmaticos adultos. En la submucosa el incremento de VEGF,
identificado por inmunohistoquimica, se ha asociado de forma directamente
proporcional con el area vascular y de forma inversamente proporcional con el calibre

de la via aérea.’

Otro mecanismo identificado como promotor de la angiogénesis es la hipoxia, es decir,
la disminucion de oxigeno tisular que se manifiesta cuando las concentraciones de
oxigeno son menores a las requeridas para el mantenimiento fisioloégico de la tension
de oxigeno en los tejidos. La respuesta generada por la hipoxia cuenta de tres etapas:
1) la deteccion de hipoxia por sensores a cambios de oxigeno, 2) la regulacion de
genes, y 3) una etapa efectora donde se da la expresién de genes y los cambios
funcionales que éstos involucran. Dicha respuesta es modulada por el factor inducible
en hipoxia 1 (HIF-1), el cual activa genes que facilitan la adaptacion y supervivencia de
las células y el mantenimiento de concentraciones normales de oxigeno (21%) ante la
hipoxia. A pesar de que en el asma se tiene bien caracterizada la hipoxia, no fue sino
hasta diciembre de 2006 cuando se publico el primer reporte donde se concluyd que
las subclases del factor inducible en hipoxia HIF-1a y HIF-2a se encuentran elevados

en modelos asmaticos en comparacién con los controles.®

Las exacerbaciones de asma se asocian con hipoxemia que puede persistir durante
varios dias en el 90% de los sujetos. La causa de la hipoxemia en la mayoria de las
exacerbaciones del asma se debe a la alteracion de la perfusion/ventilacion. Ademas,
los estudios de laboratorio en los asmaticos han demostrado que la hipoxia determina
la percepcion de sintomas que incluyen dificultad para respirar, opresion en el pecho,
falta de aliento. Las exacerbaciones del asma también se asocian con la inflamacion
neutrofilica de las vias respiratorias en adultos, inflamacion eosinofilica y neutrofilica
en nifios, y una mayor disminucién de la funcién pulmonar. En la actualidad existe
poca informacién con respecto a si la hipoxia durante las exacerbaciones de asma
contribuye a la remodelacion tisular o a la disminucion de la funcién pulmonar de la via

aérea.’
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El factor inducible en hipoxia

El factor inducible en hipoxia 1 (HIF-1), es un factor de transcripciéon que activa genes
que facilitan la adaptacion y supervivencia de las células y el mantenimiento de
estados de normoxia (concentraciones normales de oxigeno) (21% O2) y ante la
hipoxia (1% 02).

Hasta la fecha se ha reportado que este factor regula la transcripcion de mas de 100
genes implicados en procesos de angiogénesis, eritropoyesis, metabolismo
energetico, glucolisis, apoptosis, crecimiento celular, supervivencia y movilidad celular.
El HIF-1 fue descrito en 1991" al identificarse los elementos que responden a hipoxia

en el gen de la eritropoyetina, responsable de la eritropoyesis.?

El factor inducible en hipoxia 1 es un complejo heterodimero constituido por dos
subunidades a y B homdlogas, la subunidad inducible en situaciones de hipoxia es la

HIF- 1a y la subunidad expresada constitutivamente es la HIF-1B.°

En normoxia, la subunidad de la proteina HIF-1a se degrada rapidamente, dando
como resultado el que no sea detectable. Durante la hipoxia, HIF-1a se estabiliza y se
transloca desde el citoplasma al nucleo, donde se dimeriza con HIF-13, y el complejo

formado se convierte en HIF transcripcionalmente activo.™

El factor inducible en hipoxia es parte de la familia de proteinas bHLH- PAS, las cuales
describen los dominios de unién a ADN basico hélice-bucle-hélice (bHLH) y un
dominio de dimerizacion Per/Arnt/Sim (PAS). La proteina Per esta implicada en la
regulacion del ritmo circadiano en mamiferos. ARNT (translocador del receptor para
arilo hidrocarburos) funciona como un receptor intracelular para los xenobiéticos y
participa en la destoxificacion celular. Sim es el factor del desarrollo neuronal en
mamiferos. Teniendo en sus extremos un dominio N-terminal, la cual le confiere la

especificidad del blanco genético."

El factor inducible en hipoxia 1a, es la subunidad inducible en hipoxia, tiene una vida
media de uno a dos minutos en condiciones de normoxia debido a que sus
concentraciones so6lo se incrementan en estados de hipoxia, dificultando la deteccion
de la proteina; sin embargo el ARNm puede encontrarse de forma constitutiva y no se
altera por los cambios de oxigeno. El peso molecular es de 120-130 kDa vy tiene siete
regiones o dominios que son: en el extremo N-terminal entre 17-30 aminoacido tiene el
dominio basico en el que esta un dominio o secuencia consenso para la sefal de
localizacién nuclear, fundamental para su translocacion nuclear de la proteina; entre

los 31-71aa esta el dominio hélice-bucle-hélice (HLH), seguido por el dominio de PAS
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(85-298aa) que contiene dos unidades internas homdélogas denominadas A (85-158aa)
y B (228-298aa); los dominios bHLH/PAS son esenciales para la dimerizacion con
HIF-1B y la unién al ADN. "

El requerimiento de oxigeno y Fe2+ para la hidroxilacidon de las prolinas puede explicar
la estabilidad de HIF-1a que se observa en condiciones de hipoxia o después del
tratamiento con agentes que eliminan o compiten por el Fe2+. Estudios recientes
encontraron que el oxigeno esta implicado en la formacion de especies reactivas de
oxigeno y en la fosforilacion y nitrosilacion de proteinas. Estos cambios pueden afectar

de manera directa o indirecta la hidroxilacion de HIF-1a.'?

HIF-1a es la mas estudiada de las subunidades a, esta en todas las células cuando
hay hipoxia, HIF-2a es homologo en su secuencia de aminoacidos de la subunidad 1a
en 48% y se encuentra en células endoteliales, en la carétida y en el pulmén; HIF-3a
se describio después y se expresa en pocos tejidos uniéndose también a los
elementos que responden a hipoxia, y el ultimo miembro descrito de esta familia, el
IPAS (inhibidor de PAS), es un proceso de corte de la subunidad 3a, su funcion es la
de regulador negativo de HIF-1a uniéndose a éste y evitando su unién al ADN; IPAS
predomina en las células de Purkinje del cerebelo y en el epitelio corneal, pero puede
inducirse por hipoxia en el corazén y el pulmén, HIF-13 dimeriza con todas las

subunidades a."

La subunidad 1B, es una proteina de 91-94 kDa (774-789aa) previamente identificada
como ARNT (translocador del receptor para arilo hidrocarburos) y es la subunidad
constitutiva, pues no se afectan las concentraciones de ARNm ni de proteina por
hipoxia, ademas, no sélo dimeriza con HIF-1a teniendo un papel importante en la

sefializacion de hipoxia.'?

La actividad de HIF-1 esta dada por la regulacidon postraduccional de su componente
inducible HIF-1a y es un proceso de multiples pasos regulado por los cambios de

oxigeno.

La activacion del factor inducible en hipoxia 1a (HIF- 1a) durante la hipoxia, es
estabilizado y traslocado al nucleo. Al igual que otras proteinas, HIF-1a necesita ser
fosforilada para su activacién, su fosforilacion se efectia en los residuos de prolina
(P402, P564) y asparagina (N803), permitiendo que la subunidad a sea traslocada al
nucleo gracias a la participacion de dos NLS (secuencia localizadora de nucledtidos)
localizados, uno en el dominio basico hélice-bucle-hélice y el otro en el extremo C-

terminal de la proteina, que es decisiva para su importacion al nucleo. Una vez
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traslocada la subunidad a dimeriza con B y sufre un cambio conformacional que le
permite la unién a los elementos responsables de hipoxia (HER), posteriormente se le

une el coactivador p300/CBP119 dandose la transcripcion de los genes.™

La degradacion del factor inducible en hipoxia 1a (HIF-1a), es realizada rapidamente
por hidroxilacién por prolil hidroxilasas dependientes de oxigeno y de hierro en dos
residuos de prolina (P402 y P564) ubicados en el dominio de degradacion dependiente
de oxigeno, lo que permite la unién de la proteina von Hippel-Lindau (VHL) formando
parte del complejo E3 ubiquitin-ligasa, provocando su ubiquitinacion. Adicionalmente,
existe una acetilacion de un residuo de lisina el K532 por una acetiltransferasa llamada
arrest-defective-1 (ARD1), con lo que se favorece la interacciéon de la subunidad a con
la proteina von Hippel-Lindau. Otra hidroxilacion que sufre la proteina es en un residuo
de asparagina, el Asn 803, ubicada en el dominio transactivador dada por una
asparaginil hidroxilasa conocido como factor inhibidor de HIF-1 (FIH-1), que es un
silenciador de la transactivacion, pues evita la unién a su coactivador CBP/p300."
(Ver dibujo)
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El rol del factor inducible de hipoxia en diferentes patologias

Actualmente, en el asma, no se ha descrito una correlacion histopatologica definitiva
entre los cambios en la vasculatura de la via aérea y el grado de gravedad clinica,
aunque existe cierta evidencia de cambios en el FEV1 que correlacionan con la
vascularidad de la via aérea. ® Asi mismo, existen también estudios que reportan
incremento del numero de vasos bronquiales en casos fatales de asma vy
particularmente en aquellos casos de asma grave dependiente de esteroides, lo cual

podria indicar también que la angiogénesis y la remodelacion vascular pudiesen
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depender de estimulos proangiogénicos no inflamatorios en el asma crénica tales

como los factores inducibles en hipoxia antes mencionados.

A pesar de que en el asma se tiene bien caracterizada la hipoxia, no fue sino hasta el
2006 cuando se publico el primer reporte donde se concluyé que HIF-1a y HIF-2a se
encuentran elevados en biopsias obtenidas por broncoscopia de pacientes asmaticos,
en comparacion con los controles, asi como la asociacion entre el factor de
crecimiento del endotelio vascular con la expresion de ambas isoformas de HIF. Sin
embargo, la participacién de este factor de transcripcién en la fisiopatogenia del asma
no se ha dilucidado por completo, como tampoco la implicacién de las moléculas
participantes en el proceso inflamatorio y en la remodelacién. Los estudios sugieren
que HIF-1 participa de forma importante en la fisiopatogenia del asma, pero no se
conoce a profundidad el tema. El papel potencial de estos factores desempenan en el

desarrollo y la progresion del asma sigue siendo en gran parte desconocida.?’

La sobreexpresion de HIF-1a y HIF- 2a ha sido encontrado en diversas patologias, por
ejemplo en neoplasias malignas humanas, probablemente como consecuencia de la
hipoxia intratumoral o alteraciéon genética. El interior de la masa tumoral llega a ser
progresivamente hipdxica a medida que aumenta su tamafo hasta que incrementa la
angiogénesis por los tumores. Estas condiciones hipoxicas dentro de los tumores
pueden producir un aumento de la estabilidad y la actividad de HIF-1a. Los analisis
inmunohistoquimicos demostraron que hay niveles detectables de la proteina HIF-1a
en tumores benignos, niveles elevados en tumores malignos primarios, y una cantidad
marcada en las metastasis tumorales, en contraste con su ausencia en tejidos
normales. La expresion de los genes diana del HIF es generalmente consistente con

los niveles de HIF-1a.™

Hay una frecuencia notable de alteraciones genéticas comunes en las células
cancerosas asociadas con el aumento de la expresion HIF- 1a, pareciendo que la
sobreexpresion de HIF-1a confiere ventajas selectivas a las células tumorales. Existe
una correlaciéon entre la sobreexpresion de HIF-1 y la mortalidad de los pacientes, mal

pronostico y de resistencia al tratamiento.’® '®

Asi mismo, la activacion de la actividad de HIF también se ha demostrado en una
amplia gama de respuestas fisiolégica a condiciones isquémicas, hipodxicas e
inflamatorias, en donde juega un papel en la reparacion de los érganos o tejidos. Por
ejemplo, los niveles de HIF-1 y VEGF se incrementaron en el miocardio cuando los
pacientes desarrollaron oclusion aguda de la arteria coronaria aguda. La remodelacion

vascular eficaz después de la lesidén isquémica depende de un programa integrado de
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la expresion génica dependiente de HIF-1. Ademas, la induccién de HIF-1 y sus genes
diana se ha demostrado en la placenta de pacientes con preeclampsia, en la retina

isquémica, asi como de la cicatrizacion de heridas.'” '8 1920

29
I

Hoshino et a informdé de que la expresién de VEGF en las vias respiratorias se

correlacion6 con el grado de angiogénesis y a su vez con la inflamacion.

Estos hallazgos sugieren que la producciéon excesiva de VEGF en las vias

respiratorias asmaticas contribuye a la infiltracién de células inflamatorias.

En un estudio por Lee et al’®

, se demostré6 que la expresiéon de VEGF fue
incrementado en las vias respiratorias de los pacientes asmaticos en comparacién con
los sujetos control , y que correlaciona con el grado de inflamacién de las vias
respiratorias en pacientes asmaticos. Los hallazgos de este estudio fueron que la
expresion de HIF-1 y HIF-2 fue mayor en los pacientes asmaticos que en los controles
y que existe una correlacion significativa entre VEGF y HIF en pacientes asmaticos.
Siendo este el primer articulo, que describid la expresion de HIF en pacientes

asmaticos.?®

Se ha reconocido que la mucosa respiratoria es edematosa y contiene vasos
sanguineos dilatados incluso en el asma leve. Recientemente, se informé de que el
numero y porcentaje de los vasos sanguineos estan incrementados en las muestras
de biopsia de pacientes asmaticos en comparacién con sujetos control. Lo que se
traduce en el aumento en el numero y capacidad vascular, con engrosamiento de la
pared mucosa de las vias respiratorias, que pueden llevar a un estrechamiento de las
mismas. El nivel de factor de crecimiento endotelial vascular en pacientes asmaticos
fue significativamente mayor que la de los controles. Dicho factor puede ser producido
por una variedad de células humanas, incluyendo las células vasculares de musculo
liso, queratinocitos, células epiteliales, macrofagos y eosindfilos; se une a los
receptores de superficie celular de alta afinidad, flt- 1 (Vascular endothelial growth
factor receptor 1) y KDR/flk-1 , que se expresa predominantemente en las células

endoteliales.

El factor de crecimiento vascular endotelial amplifica la permeabilidad microvascular y

es uno de los inductores mas potentes de la proliferacion de células endoteliales. 28
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lll. ANTECEDENTES

La activacion del Factor inducible en hipoxia (HIF) se ha demostrado en una amplia
gama de respuestas fisioldgica a condiciones isquémicas, hipoxicas e inflamatorias, en
donde juega un papel fundamental para responder a los dafios a érganos o tejidos.
Por ejemplo, los niveles de HIF-1 y del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) se incrementaron en el miocardio cuando los pacientes desarrollaron oclusién
aguda de la arteria coronaria aguda. La remodelacion vascular eficaz después de la
lesion isquémica depende de un programa integrado de la expresion génica
dependiente de HIF-1. Ademas, la induccién de HIF-1 y sus genes diana se ha
demostrado en la placenta de pacientes con preeclampsia, en la retina isquémica, asi

como de la cicatrizacién de heridas.'” & 1920

Hoshino et al % informé de que la expresion de VEGF en las vias respiratorias se
correlacion6d con el grado de angiogénesis y a su vez con la inflamacién. Estos
hallazgos sugieren que la produccion excesiva de VEGF en las vias respiratorias de

pacientes con asma contribuye a la infiltracién de células inflamatorias.

En un estudio por Lee et al’®, se demostré6 que la expresién de VEGF esta
incrementado en las vias respiratorias de los pacientes asmaticos en comparacién con
los sujetos control , y correlaciona con el grado de inflamacion de las vias
respiratorias de los asmaticos. Los hallazgos de este estudio fueron que la expresién
de HIF-1 y HIF-2 fue mayor en los pacientes asmaticos y que existe una correlacion

significativa entre VEGF y HIF en los sujetos del estudio.?®

Sabemos que el numero y porcentaje de los vasos sanguineos estan incrementados
en las muestras de biopsia de pacientes asmaticos en comparacién con sujetos
control. Implicando que el aumento de numero, la ampliacion vascular y
engrosamiento consiguiente de la pared mucosa de las vias respiratorias pueden
llevar a un estrechamiento de la luz de las vias respiratorias. El nivel de factor de
crecimiento endotelial vascular en asmaticos fue significativamente mayor que en los
no asmaticos. El factor de crecimiento endotelial vascular puede ser producido por
una variedad de células humanas, incluyendo las células vasculares de musculo liso,
queratinocitos, células epiteliales, macrofagos y eosindfilos; se une a los receptores de
superficie celular de alta afinidad, flt- 1 (Vascular endothelial growth factor receptor 1)
y KDRI/flk-1, expresado predominantemente en las células endoteliales. EI VEFG
amplifica la permeabilidad microvascular y es uno de los inductores mas potentes de

la proliferacion de células endoteliales. ?’
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En el estudio de Huerta- Yepez et al®’, fueron examinados ratones modificados
genéticamente para no expresar el gen del HIF- 1B para valorar su habilidad de
montar respuesta inflamatoria alérgica en el pulmoén posterior a exposicién a
ovoalbumina, midiendo asi mismo niveles de HIF-1a en biopsias endobronquiales y
secrecion bronquial en pacientes con asma y secrecion nasal en pacientes con rinitis
después de reto, dando como resultado disminuciéon de la respuesta inflamatoria
alérgica y produccion de IgE e IgE especifica para ovoalbimina. Los niveles de HIF-
1a y VEGF se incrementaron en el tejido pulmonar y secrecion bronquial en pacientes

con asmay en la secrecion nasal de pacientes con rinitis posterior al reto.

21



IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En nuestro pais el asma tiene un prevalencia en nifios de entre el 6-12% y en los
ultimos estudios epidemioldgicos se ha mostrado una tendencia a la alza,
especialmente en el grupo de escolares, por lo que es considerado un problema de

salud publica.

La caracteristica fisiopatologica principal del asma es la persistencia de inflamacion
cronica de la via aérea condicionando la remodelacion tisular, incluso en los pacientes
que tienen control de los sintomas, y esta lesion del tejido bronquial no es detenida ni

revertida por los tratamientos farmacoldgicos.

Recientes estudios, han demostrado que el factor de transcripcién HIF-1a tiene un
papel muy importante en la fisiopatogenia de la inflamacion alérgica pulmonar y que su

expresion correlaciona con el grado de gravedad de la enfermedad.

La expresion de HIF-1a y VEGF incrementa en pacientes alérgicos adultos después
de la exposicion al alérgeno, por lo que creemos que el HIF-1 a tiene un papel
preponderante en el asma. Sin embargo, se desconoce como se expresa este factor

en los pacientes asmaticos pediatricos, tanto en estado crénico como agudo.

Por ello, nuestro interés se centra en evaluar la expresion del factor de transcripcion
inducible en hipoxia 1 (HIF-1 a) en pacientes pediatricos con asma, Para poder
determinar si existe correlacién entre la elevacion de este factor de transcripcién y la
gravedad tanto del asma cronica como de la aguda, y de tal modo ser un biomarcador

de gravedad.
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V. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es el porcentaje de expresion del factor de transcripcion inducible en hipoxia- 1a
en células monucleares de sangre periférica, en pacientes con asma y en crisis

asmatica en comparacion con pacientes sanos en poblacién pediatrica?
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VI. JUSTIFICACION

Actualmente los tratamientos del asma mantienen el control de los sintomas, sin
embargo no revierten ni previenen la respuesta inflamatoria tisular que induce cambios

estructurales del tejido bronquial conocidos como remodelacion pulmonar.

Describir si existe o no aumento del HIF-1a en pacientes asmaticos en distintas
situaciones clinicas y gravedades ayudara a comprender mejor la fisiopatogénesis de
esta en pacientes pediatricos, con un método de determinacidn poco invasivo y
técnicamente factible, como lo es la obtencion en sangre periférica. Dando lugar a la
posibilidad de plantear en un futuro nuevos factores pronésticos o blancos
terapéuticos.
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VII. OBJETIVOS
General:

* Determinar la expresién del factor de transcripcion HIF-1a en células
mononucleares de muestras de sangre periférica de pacientes pediatricos sanos,

con asma y en crisis asmatica, independientemente de la gravedad.
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VIIl. HIPOTESIS

El porcentaje de expresion del factor de transcripcion inducible en hipoxia-1a en
células mononucleares de sangre periférica esta doblemente incrementado en
pacientes con asma y crisis de asma en comparacion con pacientes sanos
pediatricos.
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IX. MATERIAL Y METODOS
DISENO DEL ESTUDIO
Estudio prospectivo, descriptivo, transversal y comparativo.

Se invito a participar a pacientes con asma del servicio de Alergia e Inmunologia del
Hospital Infantil de México, asi como a nifios de la escuela primaria y secundaria

aledanas a la zona.

Se incluyeron los pacientes que tenian diagndstico médico de Asma con una evolucion
mayor de un afio y una prueba de reversibilidad positiva durante la evolucién de su
enfermedad. Se excluyeron los pacientes que usaban mas de una vez a la semana
beta dos agonistas, esteroides inhalados o sistémicos tres meses antes, con procesos

de infeccidn respiratorios, con tabaquismo pasivo o activo.

Del grupo de crisis asmatica, se incluyeron pacientes con diagndstico previo de Asma,
que en el momento de su ingreso al estudio cursaban con crisis asmatica segun los

parametros clinicos, y se clasificaron segun GINA 2011.

Todos los pacientes después de firmar la carta de consentimiento (tutores) y
asentimiento, fueron sometidos a una historia clinica completa y dirigida con respecto

a sus sintomas actuales, y a la toma de muestra sanguinea. (Ver anexo)
CRITERIOS DE INCLUSION Y DE EXCLUSION

Criterios de Inclusién

Grupo sin asma
* Pacientes de 6 a 17 afios de edad sanos.
Grupo con asma y crisis asmatica

* Pacientes de 6 a 17 afios de edad con diagnostico de asma de cualquier gravedad.

* Cursando con criterios clinicos de crisis asméatica de cualquier gravedad.

Criterios de Exclusién

* Pacientes con diagnéstico de otra enfermedad pulmonar.
* Administracion de esteroides inhalados o sistémicos tres meses antes.
* Con procesos de infeccidn respiratoria aguda en el momento de toma de muestra

sanguinea.
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* Pacientes con exposicién de humo de tabaco pasivo o activo.

Las muestras fueron enviadas a la Unidad de Investigacion en Enfermedades

Oncoldgicas para su procesamiento.

Purificacion de células de sangre periférica y preparacion de laminillas.

La purificacion de células mononucleares (CMN) de sangre periférica se realizara
mediante la técnica de separacion por gradiente, por centrifugacion; empleando Ficoll-
PaqueTM PLUS (Ficoll-PaqueTM PLUS, GE Healthcare, sweden). Con las células
purificadas se prepararan laminilla con 10,000 células/uL. Este valor se multiplicara
por el numero de laminillas (Portaobjetos para microscopio esmerilados 25x75mm,
Madesa® México) que se podran preparar y se afadira el PBS 1X suficiente para su

preparacion (10X10° células en 100 pl).

Ensayo de inmunocitoquimica

Con la finalidad de disminuir las variaciones entre experimentos, la reaccién para la
proteina HIF-1a, se realizo en un solo tiempo para todos los grupos. Se realizo la
recuperacion del antigeno por citrato de sodio (0.01 M pH 6.0) y se calenté a
ebullicion en bafio maria por 20 minutos. Se elimino la actividad de la peroxidasa
endogena con metanol y peréxido de hidrogeno al 3% 3 veces por 10 minutos. Se
bloqueo la union inespecifica de los anticuerpos al tejido, mediante el uso de suero

normal de cerdo al 2% en PBS 1X.

Posteriormente, las secciones se incubaran toda la noche a temperatura ambiente con
el anticuerpo policlonal anti-HIF-1a. Después de lavar las secciones de tejido se
incubaron con el segundo anticuerpo conjugado a biotina y posteriormente con
streptavidina conjugada a HPR , por ultimo el color se genero mediante la adicién del
substrato diamino benzidina (DAB) 2 minutos; la reaccién se paro con agua y las
células se contratefieron con hematoxilina. Finalmente las células se deshidrataron y
montarén con resina. Las laminillas se analizaron en un microscopio (Olimpus, BX-40)
y las células positivas (color café) se cuantificaron en 4 campo por cada laminilla,
utilizando un analizador de imagenes (Image-Pro Plus®, Media Cybernetics, Silver
Spring, MD.USA).
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IMPLICACIONES ETICAS

Se solicitdé el consentimiento y asentimiento informado a los pacientes que sean

incluidos en el estudio.

El presente estudio cumple con lo estipulado en el titulo segundo del Reglamento de la
Ley General de Salud en materia de investigacion para la salud. Segun esta ley
vigente el estudio corresponde a la categoria | (Investigacién con riesgo minimo) ya
que no representa riesgos agregados a la salud, la informacion obtenida de los
pacientes durante el estudio sera mantenida con estricta confidencialidad por los

investigadores participantes.
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XI. ANALISIS Y METODOS ESTADISTICOS
Se elaborara una base de datos en el programa de software SPSS versién 16.0.

Se realizo estadistica descriptiva obteniendo medidas de tendencia central como la
media, desviacién estandar, error estandar, frecuencia e Intervalos de Confianza 95%
(IC95%) en el programa SPSS version 16. Se analizo por ANOVA corregido Post
HOCK para analisis de multivariado, tres grupos (asma, crisis asmatica 'y Sanos)y T
de Student de muestras independientes para evaluar grupos (asmaticos vs sanos),
con un nivel de significancia de 0.001.
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XIl. DESCRIPCION DE LAS VARIABLES

VARIABLES INDEPENDIENTES

Edad: Variable cuantitativa discreta.

Definicion conceptual: Numero de meses o afios de vida desde el nacimiento

hasta el inicio del estudio.

Definicion operacional: Numero de meses o afios de vida del paciente desde el

nacimiento hasta su ingreso al hospital.

Unidad de medida: anos

Género: Variable cualitativa nominal.

Asma:

Definicion conceptual: referente al fenotipo de una persona.

Definicion operacional: dicotdémica de acuerdo al fenotipo masculino o

femenino.
Unidad de medida: masculino y femenino.
Variable cualitativa

Definicion conceptual: Enfermedad inflamacién cronica de las vias aéreas
inferiores, manifestandose con sibilancias, disnea, opresion toracica y tos. Con

limitacion del flujo aéreo.

Definicion operacional: Enfermedad inflamacién crénica de las vias aéreas
inferiores, manifestandose con sibilancias, disnea, opresion toracica y tos. Con

limitacion del flujo aéreo.

Escala de mediciéon: Clasificacion de asma en leve intermitente, leve

persistente, moderada persistente, grave persistente de acuerdo a GINA 2006.

Unidad de medida: dicotdmica

Crisis asmatica: Variable cualitativa.

Definicion conceptual: Episodio carcterizados por un incremento de los
sintomas respiratorios y disminucién porgresiva de la funcién pulmonar que

representa un cambio del estado usual del paciente.
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Definicion operacional: Episodio carcterizados por un incremento de los
sintomas respiratorios y disminucién porgresiva de la funcién pulmonar que

representa un cambio del estado usual del paciente.

Escala de medicién: Clasificacion de crisis asmatica en leve, moderada y

grave segun GINA 2011.

Unidad de medida: dicotémica.

VARIABLES DEPENDIENTES

Expresion de HIF- 1 a: Variable cuantitativa

Definicion conceptual: Factor de transcripcion que se expresa en situaciones

de hipoxia.

Definicion operacional: Porcentaje de factor de transcripcion que se expresa en

situaciones de hipoxia.
Escala de medicion: porcentaje de numero de células positivas para HIF-1 a
Unidad de medida: porcentaje.

Expresion de HIF-1 a nuclear: Variable cuantitativa

Definicion conceptual: Factor de expresion del factor inducible en hipoxia en nucleo.

Definicion operacional: Porcentaje de expresién del factor inducible en hipoxia en

nucleo.
Escala de medicion: porcentaje de numero de células nucleo- positivas para HIF-1

Unidad de medida: porcentaje.
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XIll. RESULTADOS

Fueron seleccionados 133 pacientes,.53 escolares y adolescentes del departamento
de Alergia e Inmunologia con diagnostico de Asma, y a 27 pacientes con crisis

asmatica que acudian al Hospital Infantil de México; y 53 sujetos sanos.

Del grupo de los asmaticos en base a los criterios de GINA de 2006, se clasificaron

segun gravedad, 34 tuvieron Asma intermitente, 19 asma leve persistente.

Del grupo de asma aguda, 20 pacientes con crisis leve, 5 pacientes con crisis

moderada y 2 con crisis grave.

De los 133 pacientes estudiados, la edad media en afios y desviacion estdndar (DS)
del grupo de asma fue de 12.2 (+ 2.0), grupo crisis asmatica 9.5 (£+2.9) y grupo de

pacientes sanos de 12.0 (£1.5) afos.

Con distribuciéon por género de manera semejante en los grupos, con 73 pacientes
masculinos y 60 femeninos distribuidos entre los grupos, sin presentar diferencia

estadistica significativa entre ellos. (Ver Anexos Tabla 1)

Tanto en la expresion del HIF- 1a como HIF nuclear hubo diferencia significativa en los
tres grupos, pacientes con asma, pacientes con crisis asmatica y grupo de pacientes
sanos, con una p <0.0001 (IC95%). (Ver Anexos Tabla 2)

Se analizé por ANOVA corregido Post HOCK para analisis entre los tres grupos con

una significancia de 0.05.

Con una expresiéon del HIF- 1a en el grupo control con una media de expresion del
21.4% (IC 95% 16.83- 25.97), en el grupo de Asma con media de 63.53% (IC 95%
57.49- 69.56) y en el grupo de crisis asmatica con media de 96.91% (IC 94.67- 99.15).

(Ver Anexos. Grafica I)

En cuanto a la expresion del HIF nuclear con una media del porcentaje de expresion
en el grupo control de 2.83% (IC 95% 1.60- 4.06), del grupo de Asma 5.85% (IC 95%
3.92- 7.78) y del grupo de pacientes con crisis asmatica del 33.65% (IC 95% 25.56-
41-73). (Ver Anexos. Grafica I)

No se encontré diferencia significativa entre el porcentaje de expresién del factor de

transcripcién HIF- 1a entre asma intermitente y leve persistente.
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Asi como tampoco se encontrd diferencia estadisticamente significativa en la
expresion del factor de transcripcion entre el mismo grupo de asma y en el de crisis

asmaticas.
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XIV. DISCUSION

El asma es una enfermedad inflamatoria crénica de la via aérea, que como se
describié desde hace mas de 90 afios por Huber y Koessler® tiene una fisiopatologia
que comprende cambios estructurales de la via aérea, dados por la participacion de
varias células y mediadores inflamatorios, confiriendo transformacién en la

composicion y organizacion del tejido.

La remodelacién de la via aérea en el asma involucra cambios morfolégicos
caracteristicos, con sobre-regulacion de factores de crecimiento y citocinas, dados por
una expresion incrementada de factores de transcripcion propios de estos estados de

lesion.

El papel de la angiogénesis es preponderante, con un incremento anormal del numero
y tamafo de los microvasos en el tejido bronquial con remodelamiento tisular. Existe
una expresion a la alta del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) que
media estos cambios, y en estudios recientes con el factor de transcripcién inducible

en hipoxia- 1a (HIF- 1a).

Los primeros reportes de la expresion de este factor de transcripcion en asma, se
realizaron en estudios de modelos experimentales de sensibilizacion alérgica en
muestras de tejido bronquial, estimandose tanto en ratones sanos como en aquellos
con inflamacién alérgica inducida, en estos ultimos se demostré un incremento del

HIF- 1a en las células del epitelio bronquial.*’

En un modelo murino de inflamacion alérgica pulmonar, se demostrd que la expresion
de HIF-1 a se correlaciono con la expresidon de quimiocinas que participan en la

remodelacion tisular del asma.*?

Estos resultados, motivaron al estudio de este factor de transcripcion (HIF- 1a) en
humanos, en biopsias bronquiales de pacientes adultos con asma. En el 2006 Lee et
al, concluyé que HIF-1 a y HIF-2 a se encuentran elevados en biopsias obtenidas por
broncoscopia de pacientes asmaticos en comparaciéon con los controles, con una
importante correlaciéon con el factor de crecimiento del endotelio vascular, que se

relaciona con la remodelacion de la via aérea.

Varios estudios han reportado un inicio temprano de la remodelacion de la via aérea,

si bien no hay una clara evidencia de cuando esto ocurre.?® 3 Sj

el proceso
inflamatorio inicia de forma temprana y no es controlado de manera eficiente, esta

remodelaciéon puede condicionar a una disminucidon de la funciéon pulmonar, con
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limitacion fija del flujo aéreo, condicion cada vez mas frecuente en pacientes con

asma.

En nuestro estudio, se incluyeron pacientes pediatricos asmaticos y sanos como
control, con una media de edad de 12 afios, en estos se analiz6 la expresion del factor
inducible en hipoxia- 1a, que a diferencia de lo reportado previamente, se realizo la
determinacion por medio de inmunocitoquimica en células mononucleares de muestra

de sangre periférica.

En estudios previos en pacientes con asmass 29 30, 39 la estimacién de este factor de
transcripcidn, se realizaba en tejido bronquial obtenido por medio de broncoscopia, la

cual resulta una técnica invasiva y con riesgos inherentes a su realizacion.

Nuestro estudio muestra resultados consistentes con la reportado en la literatura***,
con un incremento de la expresién de HIF- 1a en pacientes asmaticos con una
expresion referida de 63.53% (IC 95% 57.49- 69.56) con respecto a sanos 21.4% (IC
95% 16.83- 25.97).

El rol de las crisis asmaticas en la remodelacion de la via aérea se ha estudiado en los
ultimos afios. El incremento de niveles de citocinas pro-inflamatorias y la expresion de
genes que involucran la remodelacion han sido revelados en muestras de biopsias de

tejido bronquial de pacientes con asma después de inhalacién de alérgeno. ** 3% 36-3"-

El trabajo de Baek et al®, utilizo un modelo murino de asma inducida por alérgeno bajo
condiciones de hipoxia aguda, para simular un episodio de exacerbacion asmatica
grave, para determinar la influencia de este evento agudo en los niveles de HIF- 1 q, el

cual se incremento.

En nuestro estudio fueron ingresados pacientes pediatricos asmaticos en crisis de
distintas gravedades, teniendo una determinacién del factor inducible en hipoxia 1- a
incrementado, de manera significativa en comparacion de los pacientes con asma (no
en crisis), encontrando un porcentaje de expresion de 96.91% (IC 94.67- 99.15) y
63.53% (IC 95% 57.49- 69.56) respectivamente.

Este potencial de amplificaciéon de la expresién del HIF- 1a que se observa en los
episodios de las crisis asmaticas, es congruente con la clinica del paciente con asma y
crisis, al tener mayor frecuencia y gravedad de las exacerbaciones, resulta en una

mayor limitacion del flujo de aire, disminucion de la funcién pulmonar e
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hiperreactividad bronquial, condiciones que son seguramente resultado de la

remodelacion de la via aérea.

Los pacientes pediatricos que ingresaron al estudio tenian diferentes grados de asma,
dada por la clasificacion segun sintomas clinicos reportados por el paciente y de
funcionamiento pulmonar, de GINA 2006 (Ver anexo), lo cual favorecia para plantear
la posibilidad de distinto grado de expresion del HIF- 1a, ya que se ha observado en el
asma leve una remodelacion de la via aéreasy y se espera que esta remodelacién sea
proporcional a la duracién y gravedad de la enfermedad,;, 35; sin embargo, dentro de
los pacientes asmaticos no se encontraron diferencias significativas, por lo que se
requieren de mas estudios para determinar posibles diferencias de expresién entre

grupos de gravedad de asma.

El grupo de pacientes con crisis asmaticas fueron clasificados segun la gravedad de la
crisis en base a la clasificaciéon de GINA 2011 (Ver anexo), por sintomas clinicos
reportados y hallazgos a la exploracion fisica; dentro de este grupo de pacientes no se
encontré una diferencia significativa entre la expresion del HIF- 1a y la gravedad de

la crisis, requiriendo de mayores estudios.

La expresion del HIF- 1 a nuclear, es indicativa de que existe actividad transcripcional
en el nucleo celular. En los resultados de nuestro estudio se obtuvo una expresion
nuclear del HIF-1 a en los pacientes del grupo control de 2.83% (IC 95% 1.60- 4.06),
del grupo de asma 5.85% (IC 95% 3.92- 7.78) y del grupo de pacientes con crisis
asmatica del 33.65% (IC 95% 25.56- 41-73). Lo cual nos habla de una actividad
incrementada en situaciones de asma y de la amplificacion de esta actividad en

episodios agudos.
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XV. CONCLUSIONES

En las ultimas dos décadas se han tenido avances significativos en el entendimiento
de la patogénesis del asma. Ahora es evidente que las anormalidades funcionales en
los pacientes asmaticos son el resultado del remodelamiento tisular y las alteraciones

estructurales que condiciona en el tejido de la via aérea.

El factor de transcripcion inducido en hipoxia 1- a fue inicialmente estudiado en
enfermedades neoplasicas, posteriormente se determino el incremento de su
expresion en otras enfermedades, entre ellas el asma, en donde su importancia como
factor pro- inflamatorio radica en activacién transcripcional de genes claves implicados
con la remodelacién de la via aérea.*

En nuestro estudio, se realiz6 la determinacién del HIF- 1 a mediante la técnica de
inmunocitoquimica en células mononucleares de sangre periférica, la cual resulta en
una intervencién poco invasiva y técnicamente factible para la determinacién de este

factor en pacientes pediatricos con asma.

Concluyendo, se demostré que la expresion del factor de transcripcion inducible en
hipoxia- 1a y nuclear se encuentra incrementado en células mononucleares de sangre
periférica en pacientes con asma y aun mas incrementado en pacientes con crisis
asmatica comparados con pacientes sanos, sugiriendo la importancia de ese factor en
la patogenia de la enfermedad, incrementando el interés por realizar otros estudios
para conocer otras variables clinicas que intervengan en el incremento del porcentaje
de expresion. Asi como la correlacidn entre el porcentaje expresado y el grado de

remodelacion de la via aérea en pacientes pediatricos con asma y en crisis asmatica.
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XVI. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

ACTIVIDAD

Marzo Octubre- | Enero- | Marzo- | Mayo-

Septiembre | Diciembre | Febrero | Abril Junio

Eleccion del tema X

Busqueda de antecedentes X

Elaboracién de protocolo X

Enlistar pacientes pediatricos X X
con asmay sin asma, y en

crisis asmatica.

Realizar su clasificacion de la

enfermedad

Recoleccidon de muestras de X X
pacientes y envio a
laboratorio de Investigacion

Enfermedades Oncoldgicas

Analisis de resultados X X

Presentacion de la X

informacion

Redaccion de tesis X

XVII. LIMITACION DEL ESTUDIO

Se necesitan nuevos estudios con un mayor numero de poblacion para determinar la
relacion clinica entre los estados de gravedad del asma y las crisis asmaticas y el

porcentaje de expresion de este factor de transcripcion.
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XIX. ANEXOS

TABLA 1. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE LOS GRUPOS

n Edad Edad Género Mujer
SE Hombre
Al 34 12 0.25 21 13
ALP 19 12.56 0.64 10 9
Crisis asmatica 27 9.52 0.58 15 12
Control 53 12.02 0.22 27 26
Total 133 12.1 0.17 73 60

Al: Asma intermitente.
ALP: Asma leve persistente.
ES: Error estandar
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TABLA 2. RESULTADOS DE LA EXPRESION DE HIF-1a Y NUCLEAR

Grupo n Fe Ma Edad HIF IC95% HIF- IC95%
m S n

Anos %

Medi DS Medi Baj At Medi Baj Al

a a (o] (o] a (o] (o]
Control 159

53 26 27 1208 .0 2140 16.83 2597 283  1.60 4.06

Asma |53 99 31 12.21 5'02 6353 5749 6956 585 3.92 7.78
Crisis 295
asmatic [27 12 15 952 57° 9691 9467 99.15 3365 2556 4173
a

*P<0.05 Chi2 edad Crisis asmatica vs control y Asma
Entre los tres grupos P<0.05 ANOVA POST HOCK
Control vs Crisis asmatica y Asma

Crisis asmatica vs Asma
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GRAFICA I. COMPARACION DE VALORES E INTERVALOS DE CONFIANZA
ENTRE LOS GRUPOS

expresion

Porcentaje de

Control Asma Crisis asmatica  Control Asma Crisis asmatica

P<0.05 ANOVA post HOCK
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IMAGEN |. EXPRESION DE FACTOR INDUCIBLE EN HIPOXIA- la
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CLASIFICACION DE GRAVEDAD DE ASMA GINA 2006,

Intermitente

Leve persistente

Moderada
persistente

Grave persistente

Sintomas <1
vez/semana

Sintomas >1
vez/semana

Sintomas diarios

Uso diario 2
agonista

Sintomas diarios

Exacerbaciones de
corta duracion

Exacerbaciones
pueden afectar
actividad y suefio

Exacerbaciones
afectan actividad y
suefo

Exacerbaciones
frecuentes

Limita actividad
fisica

Sintomas Sintomas Sintomas Sintomas de asma
nocturnos < nocturnos >2 nocturnos >1 frecuentes
2veces/ mes veces/mes vez/semana

FEV, o0 PEF 280% | FEV,0 PEF =80% | FEV, o0 PEF 60- FEV, o PEF £ 60%

del predicho
Variabilidad <20%

del predicho

Variabilidad 20%-
30%

80% del predicho
Variabilidad >30%

del predicho
Variabilidad >30%
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CLASIFICACION DE CRISIS ASMATICA GINA 2011,

Gravedad

‘Leve

Moderada

Grave

Paro Inminente

Falta de aliento |Camina Hablando/Llanto |En reposo,
Puede corto sin
sentarse Sentado alimentarse
Inclinado
Habla Oraciones Frases Palabras
Alerta Puede estar Usualmente Usualmente |[Mareado o
agitado agitado agitado confundido
Respiracién Incrementada |[Incrementada >30/min <2meses <60
2-12m <50
1-5a <40
6-82 >30
Musculos Usualmente Usualmente Usualmente [ Disociacion
accesorios no toracoabdominal
Sibilancia Moderadas Fuertes Usualmente |Ausencia
fuertes
Pulso/min <100 100-120 >120 Bradicardia
Pulso Paradgjico | Ausente 10-25mmHg 20.40mmHg [Su ausencia
sugiere fatiga
musculos
accesorios
PEF luego de >80% 60-80% <60%
broncodilatador Respuesta
<2hrs
PaO2 Normal >60mmHg <60mmHg/
Cianosis
PaCO2 <45mmHg <45mmHg >45mmHg
Sa02 >95% 91-95% <90%

La hipo ventilacién se desarrolla mas rapidamente en menores que en adolescentes y

adultos

La presencia de varios parametros, aunque no todos, indica la clasificacion
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Carta de consentimiento informado para pacientes

Proyecto de investigacion:

Determinacion de la expresién del Factor Inducible en Hipoxia- 1a en
células mononucleares de sangre periférica en pacientes pediatricos
con Asma, en crisis asmatica y sanos

Estimado madre y/o padre:

Por medio de esta carta, lo invitamos a participar en el estudio mencionado arriba, ya
que su hijo(a) tiene diagnéstico de asma. Usted debe saber que la participacion en
esta investigacion es totalmente voluntaria, de manera que usted puede decidir no
participar en mismo y en este caso no perderia ninguna prestacion a la que tiene
derecho en nuestro hospital.

JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Actualmente los tratamientos del asma mantienen el control de los sintomas, sin
embargo no revierten ni previenen la respuesta inflamatoria que produce cambios
estructurales del tejido bronquial conocidos como remodelacion pulmonar.

Describir la expresion del HIF-1a en pacientes con asma ayudara a comprender mejor
la patologia

OBJETIVO DEL ESTUDIO

La presente investigacion pretende determinar la expresién del factor de transcripcion
HIF-1a en sangre periférica de pacientes pediatricos con asma y en crisis asmatica

Sin embargo, los procedimientos que se realizan en este estudio no son
indispensables para el tratamiento de la condicidon que tiene su hijo(a).

PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO

Para este estudio necesitamos realizarle al (la) paciente una serie de preguntas
relacionadas a la evolucion de su enfermedad y un examen fisico completo. Ademas,
se le tomara una muestra de sangre.

Las muestras seran obtenidas mediante el siguiente procedimiento:
Obtencién de la muestra sanguinea.

1. Se explica detalladamente el procedimiento al paciente y/o familiar.

Bajo condiciones higiénicas oOptimas, se coloca el brazo extendido y se
selecciona la vena por palpacion preferentemente en el antebrazo.

Mediante tubo con anticoagulante.

La muestra sanguinea sera almacenada a temperatura ambiente para su
analisis posterior.

B

RIESGOS Y MOLESTIAS

Los posibles riesgos de la toma de muestra sanguinea son molestia leve en el sitio de
puncion, formacion de moretones, hemorragia, infeccion o cicatriz.
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BENEFICIOS

Su colaboracion permitira obtener conocimiento de la expresion de ese factor de
transcripcion, para posibles marcadores de la enfermedad o tratamientos en el futuro.
Debido a que la informacion que se recabe es absolutamente confidencial y con fines
de investigacion, usted debe saber que no daremos a conocer ninguna informacion
acerca de su hija(o), sin su consentimiento.

COSTOS

La toma de muestras de sangre, asi como cualquier consulta que usted tenga con el
meédico para hablar del estudio de investigacion no tendran ningun costo.

Usted tiene la garantia de recibir respuesta a sus preguntas y aclaracién a
cualquier duda acerca de los procedimientos, riesgos, beneficios y otros
asuntos relacionados con la investigacion. Ademas, en caso de aceptar de
participar en el protocolo usted puede dejar de hacerlo en cualquier momento durante
la realizaciéon del mismo, sin que se vea afectado su derecho de recibir atencién en
nuestra institucion.

Por este medio, otorgo mi consentimiento para participar en el estudio, sin que
haya de por medio coercion alguna.

México, D.F. a de de

Nombre y firma de la Madre Nombre y firma del Padre

Nombre y firma de testigo 1 Nombre y firma de testigo 2
Parentesco con el paciente Parentesco con el paciente

Nombre y firma del investigador

Responsable
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Carta de asentimiento informado para pacientes

Proyecto de investigacion:

Determinacion de la expresién del Factor Inducible en Hipoxia- 1a en
células mononucleares de sangre periférica en pacientes pediatricos
con Asma, en crisis asmatica y sanos

Estimado madre y/o padre:

Por medio de esta carta, lo invitamos a participar en el estudio mencionado arriba, ya
que su hijo(a) tiene diagnéstico de asma. Usted debe saber que la participacion en
esta investigacion es totalmente voluntaria, de manera que usted puede decidir no
participar en mismo y en este caso no perderia ninguna prestacion a la que tiene
derecho en nuestro hospital.

JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Actualmente los tratamientos del asma mantienen el control de los sintomas, sin
embargo no revierten ni previenen la respuesta inflamatoria que produce cambios
estructurales del tejido bronquial conocidos como remodelacion pulmonar.

Describir la expresion del HIF-1a en pacientes con asma ayudara a comprender mejor
la patologia

OBJETIVO DEL ESTUDIO

La presente investigacion pretende determinar la expresién del factor de transcripcion
HIF-1a en sangre periférica de pacientes pediatricos con asma y en crisis asmatica

Sin embargo, los procedimientos que se realizan en este estudio no son
indispensables para el tratamiento de la condicidon que tiene su hijo(a).

PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO

Para este estudio necesitamos realizarle al (la) paciente una serie de preguntas
relacionadas a la evolucion de su enfermedad y un examen fisico completo. Ademas,
se le tomara una muestra de sangre.

Las muestras seran obtenidas mediante el siguiente procedimiento:
Obtencién de la muestra sanguinea.

1. Se explica detalladamente el procedimiento al paciente y/o familiar.
Bajo condiciones higiénicas oOptimas, se coloca el brazo extendido y se
selecciona la vena por palpacion preferentemente en el antebrazo.
3. Mediante tubo con anticoagulante.
4. La muestra sanguinea sera almacenada a temperatura ambiente para su
analisis posterior.
RIESGOS Y MOLESTIAS

Los posibles riesgos de la toma de muestra sanguinea son molestia leve en el sitio de
puncion, formacion de moretones, hemorragia, infeccion o cicatriz.
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BENEFICIOS

Su colaboracion permitira obtener conocimiento de la expresion de ese factor de
transcripcion, para posibles marcadores de la enfermedad o tratamientos en el futuro.
Debido a que la informacion que se recabe es absolutamente confidencial y con fines
de investigacion, usted debe saber que no daremos a conocer ninguna informacion
acerca de su hija(o), sin su consentimiento.

COSTOS

La toma de muestras de sangre, asi como cualquier consulta que usted tenga con el
meédico para hablar del estudio de investigacion no tendran ningun costo.

Usted tiene la garantia de recibir respuesta a sus preguntas y aclaracién a
cualquier duda acerca de los procedimientos, riesgos, beneficios y otros
asuntos relacionados con la investigacion. Ademas, en caso de aceptar de
participar en el protocolo usted puede dejar de hacerlo en cualquier momento durante
la realizaciéon del mismo, sin que se vea afectado su derecho de recibir atencion en
nuestra institucion.

Por este medio, otorgo mi consentimiento para participar en el estudio, sin que
haya de por medio coercion alguna.

México, D.F. a de de

Nombre y firma del paciente

Nombre y firma de la Madre Nombre y firma del Padre
Nombre y firma de testigo 1 Nombre y firma de testigo 2
Parentesco con el paciente Parentesco con el paciente

Nombre y firma del investigador

Responsable
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Carta de consentimiento informado para pacientes sanos

Proyecto de investigacion:

Determinacion de la expresién del Factor Inducible en Hipoxia-
1a en células mononucleares de sangre periférica en pacientes pediatricos con
Asma, en crisis asmatica y sanos

Estimado madre y/o padre:

Por medio de esta carta, lo invitamos a participar en el estudio mencionado arriba, ya
que su hijo(a) tiene diagnéstico de asma.

Usted debe saber que participar en esta investigacion es totalmente voluntario, de
manera que puede decidir no participar en el estudio y en este caso no perderia
ninguna prestacion a la que tiene derecho (en el caso de que fuera paciente de
nuestro hospital).

JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Actualmente los tratamientos del asma mantienen el control de los sintomas, sin
embargo no revierten ni previenen la respuesta inflamatoria que produce cambios
estructurales del tejido bronquial conocidos como remodelacion pulmonar.

Describir la expresion del HIF-1a en pacientes con asma ayudara a comprender mejor
la patologia

OBJETIVO DEL ESTUDIO

La presente investigacion pretende determinar la expresién del factor de transcripcion
HIF-1a en sangre periférica de pacientes pediatricos con asma y en crisis asmatica

Para conocer las alteraciones en los pacientes con dicha enfermedqd SE REQUIERE
DE SU COMPARACION CON LO ENCONTRADO EN NINOS O JOVENES SANOS,
como es el caso de su hijo(a).

PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO

Para este estudio necesitamos realizarle al (la) paciente una serie de preguntas
relacionadas a la evolucion de su enfermedad y un examen fisico completo. Ademas,
se le tomara una muestra de sangre.

Las muestras seran obtenidas mediante el siguiente procedimiento:
Obtencién de la muestra sanguinea.

1. Se explica detalladamente el procedimiento al paciente y/o familiar.
Bajo condiciones higiénicas oOptimas, se coloca el brazo extendido y se
selecciona la vena por palpacion preferentemente en el antebrazo.

3. Mediante tubo con anticoagulante, se tomaran 16ml de sangre
aproximadamente.

4. La muestra sanguinea sera almacenada a temperatura ambiente para su
analisis posterior de las células del sistema de defensa.
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RIESGOS Y MOLESTIAS

Los posibles riesgos de la toma de muestra sanguinea son molestia leve en el sitio de
puncién, formacion de moretones, hemorragia, infeccion o cicatriz.

BENEFICIOS

Su colaboracion permitira obtener conocimiento de la expresion de ese factor de
transcripcion, para posibles marcadores de la enfermedad o tratamientos en el futuro.

MEDIANTE LA COMPARACION de su hijo(a) con lo encontrado en los pacientes

Debido a que la informacién que se recabe es absolutamente confidencial y con fines
de investigacion, usted debe saber que no daremos a conocer ninguna informaciéon
acerca de su hija(o), sin su consentimiento.

COSTOS

La toma de muestras de sangre, asi como cualquier consulta que usted tenga con el
médico para hablar del estudio de investigacion no tendran ningun costo.

He leido las explicaciones acerca de este estudio y se me ha dado la oportunidad de
discutirlas y de hacer preguntas, las cuales han sido aclaras en forma apropiada.

Por este medio, otorgo mi consentimiento para participar en el estudio.
México, D.F. a de de

Nombre y firma de la Madre Nombre y firma del Padre
Nombre y firma de testigo 1 Nombre y firma de testigo 2
Parentesco con el paciente Parentesco con el paciente

Nombre y firma del investigador

Responsable
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Carta de asentimiento informado para pacientes sanos

Proyecto de investigacion:

Determinacion de la expresién del Factor Inducible en Hipoxia- 1a en
células mononucleares de sangre periférica en pacientes pediatricos
con Asma, en crisis asmatica y sanos

Estimado madre y/o padre:

Por medio de esta carta, lo invitamos a participar en el estudio mencionado arriba, ya
que su hijo(a) tiene diagnéstico de asma.

Usted debe saber que participar en esta investigacion es totalmente voluntario, de
manera que puede decidir no participar en el estudio y en este caso no perderia
ninguna prestacion a la que tiene derecho (en el caso de que fuera paciente de
nuestro hospital).

JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Actualmente los tratamientos del asma mantienen el control de los sintomas, sin
embargo no revierten ni previenen la respuesta inflamatoria que produce cambios
estructurales del tejido bronquial conocidos como remodelacion pulmonar.

Describir la expresion del HIF-1a en pacientes con asma ayudara a comprender mejor
la patologia

OBJETIVO DEL ESTUDIO

La presente investigacion pretende determinar la expresién del factor de transcripcion
HIF-1a en sangre periférica de pacientes pediatricos con asma y en crisis asmatica

Para conocer las alteraciones en los pacientes con dicha enfermedqd SE REQUIERE
DE SU COMPARACION CON LO ENCONTRADO EN NINOS O JOVENES SANOS,
como es el caso de su hijo(a).

PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO

Para este estudio necesitamos realizarle al (la) paciente una serie de preguntas
relacionadas a la evolucion de su enfermedad y un examen fisico completo. Ademas,
se |le tomara una muestra de sangre.

Las muestras seran obtenidas mediante el siguiente procedimiento:

Obtencién de la muestra sanguinea.

Se explica detalladamente el procedimiento al paciente y/o familiar.

Bajo condiciones higiénicas oOptimas, se coloca el brazo extendido y se

selecciona la vena por palpacion preferentemente en el antebrazo.

3. Mediante tubo con anticoagulante, se tomaran 16ml de sangre
aproximadamente.

4. La muestra sanguinea sera almacenada a temperatura ambiente para su

analisis posterior de las células del sistema de defensa.

N —
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RIESGOS Y MOLESTIAS

Los posibles riesgos de la toma de muestra sanguinea son molestia leve en el sitio de
puncién, formacion de moretones, hemorragia, infeccion o cicatriz.

BENEFICIOS

Su colaboracién permitira obtener conocimiento de la expresion de ese factor de
transcripcién, para posibles marcadores de la enfermedad o tratamientos en el futuro.
MEDIANTE LA COMPARACION con lo encontrado en los pacientes

Debido a que la informacion que se recabe es absolutamente confidencial y con fines
de investigacion, usted debe saber que no daremos a conocer ninguna
informacion, sin su consentimiento.

COSTOS

La toma de muestras de sangre, asi como cualquier consulta que usted tenga con el
meédico para hablar del estudio de investigacion no tendran ningun costo.

He leido las explicaciones acerca de este estudio y se me ha dado la oportunidad de
discutirlas y de hacer preguntas, las cuales han sido aclaras en forma apropiada.

Por este medio, otorgo mi consentimiento para participar en el estudio.

México, D.F. a de de

Nombre y firma del paciente:

Nombre y firma de la Madre Nombre y firma del Padre
Nombre y firma de testigo 1 Nombre y firma de testigo 2
Parentesco con el paciente Parentesco con el paciente

Nombre y firma del investigador

Responsable
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