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II. INTRODUCCION

El asma es un trastorno inflamatorio crénico de la via aérea en el cual muchas células y elementos
celulares juegan un papel importante. La inflamacion crénica esta asociada con hiperrespuesta de la
via aérea que lleva a episodios recurrentes de sibilancias, falta de aire, dolor toracico y tos. Estos
episodios estan usualmente asociados a obstruccion importante de vias aéreas, con flujo de aire

variable en el pulmoén, con frecuencia es reversible ya sea espontdneamente o con tratamiento (1).

El asma es catalogada por La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como una de las principales
enfermedades crénicas considerandose como un problema de salud publica (2).

El asma es una de las enfermedades crénicas mas frecuentes, se estima una prevalencia de 300
millones de personas en todo el mundo que padecen asma, con al menos 250, 000 muertes anuales
atribuidas a la enfermedad.

En México, se calcula que al menos del 6- 12% de los nifios sufren de asma y estas cifras se han
mantenido a la alza, con mayor predominio en el grupo de escolares. En los reportes de la Direccién
General de Epidemiologia de México de casos nuevos de asma en el 2014 fue de 1,952,434 en todo
el pais. (3)

En el Hospital Infantil de México en el 2014 se realiz6 la determinacién del factor de transcripcién
inducible en hipoxia la (HIF-1a) en pacientes pediatricos con asma, donde se demostré que la
expresion de HIF-1a se encuentra incrementado en células mononucleares de sangre periférica,
tanto en el citoplasma como en el nlcleo en pacientes con asma comparados con pacientes sanos y
aln mas incrementado en pacientes con crisis asmatica, sugiriendo la importancia de ese factor en

la patogenia de la enfermedad (3).



. MARCO TEORICO
El asma

Se estima que 300 millones de personas sufren de asma, con 250.000 muertes anuales
atribuidas a la enfermedad y con un estimado para el 2025 habra mas de 400 millones de asmaticos
en el mundo. (1)
El asma 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 bronquial es una
respuesta bronco-constrictora aumentada en respuesta a un estimulo de las vias aéreas, siendo
una caracteristica importante dentro del asma, junto con la limitacion del flujo aéreo variable y la

inflamacién de las vias aérea (4).

De acuerdo a datos de la Direccion General de Epidemiologia de la Secretaria de Salud en México,
en el 2014 se reporté un total de 1,952,434 de casos de asma y estado asmatico, lo cual traduce
una tasa de incidencia de 1,596 casos por cada 100,000 habitantes, de los cuales mas de la mitad
de los casos anuales reportados de asma se presentan en poblacidon pediatrica, con mayor

predominio entre los 1-4 afios de edad (3).



DIAGNOSTICO

El asma cuenta con diversos criterios diagndésticos, siendo los criterios clinicos fundamentales para
establecer la enfermedad. (2) Los sintomas son episédicos con datos de obstruccién de via aérea 6
presencia de hiperreactividad. (5) Dentro de los criterios clinicos que se deben abordar son los
siguientes: sibilancias, dificultad respiratoria, opresion torécica, y tos cumpliendo con las siguientes
especificaciones: presentacion de mas de 1 sintoma de los anteriores, con variaciones en su
intensidad. Son frecuentes por la noche o al despertar. Se pueden presentar con el ejercicio, la risa,
el aire frio y tras la exposicion de alérgenos. Pueden estar asociados a infecciones virales. (2)
Dentro de la exploracion fisica si bien no brinda ningan hallazgo caracteristico, si puede ser Gtil para
descartar otra entidad. Dentro de las pruebas de gabinete, la espirometria y la flujometria continuan

siendo de gran utilidad. (2)
CLASIFICACION
Los pacientes asmaticos deben estar clasificados en grupos, de acuerdo a su gravedad y control,

establecidas en las guias GINA y NAEPP ambas por sus siglas en inglés; Iniciativa Global del asma

2014 y el Programa Nacional para la Educacion y la Prevencion del Asma.

Control de Sintomas de Asma Nivel de Control de Sintomas en Asma

Sintomas de asma durante el dia por masde2 §j No
veces a la semana

Despertares nocturnos debidos a asma Si No Ninguno de
estos 1-2 de estos 3-4 de estos
Necesidad de medicamento rescatador 2 Si No
VeCes por semana
Limitacion de actividad debido al asma Si No




Exacerbacion asmaética

Las exacerbaciones del asma son episodios caracterizados por un aumento progresivo de los
sintomas de dificultad respiratoria, tos, sibilancias u opresion toracica y disminucion progresiva de la
funcion pulmonar. Siendo Las infecciones virales implicadas en la mayoria (>80%) de

exacerbaciones en nifios. (2)

Pueden ser desencadenadas por mdultiples factores etiol6gicos tales como agentes alergénicos,
infecciones, humo de tabaco, contaminacion, ejercicio, estrés, aire frio, medicamentos y cambios

hormonales.

TABLA 3. CLASIFICACION DE EXACERBACION ASMATICA

LEVE O MODERADA | GRAVE | PELIGRO PARA LA VIDA |
Habla con frases cortas, Habla con palabras aisladas, Somnoliento, confusién y
prefiere estar sentado o se sienta inclinado hacia torax silente
recostado, no estd agitado delante, estd agitado
Aumento de la FR FR > 30 x min
No utiliza musculatura Uso de musculatura accesoria
accesoria J
FC 100-120 x min FC>120 x min
Sat02 90-95% Sat02 < 90%
PEF > 50% del valor predicho | PEF < 50% del valor predicho
o del mejor personal o del mejor personal
Global Initiative for Athma 2014

FISIOPATOLOGIA DE LA REMODELACION DE LA VIiA AEREA

Los pacientes con asma cronica presentan remodelacion de la via aérea, proceso en el cual se
involucra una activacion de muchas células estructurales, con cambios permanentes en las vias
aéreas como consecuencia, que incrementa la obstruccion de la via aérea y la hiperreactividad

bronquial y disminuye la respuesta del tratamiento en el paciente.

Los cambios estructurales pueden incluir el engrosamiento de la membrana sub basal, fibrosis
subepitelial, hipertrofia e hiperplasia del musculo liso, proliferacion y dilatacién de los vasos

sanguineos, y la hiperplasia e hipersecrecién de las glandulas mucosas. La regulacién del proceso



de reparacion y de remodelamiento no esta bien establecido, pero ambos el proceso de reparacién
y su regulacién parecen ser eventos que explican la naturaleza persistente de la enfermedad y las

limitantes a la respuesta terapéutica (5).

La remodelacion de las vias aéreas ocurre en pacientes con multiples problemas pulmonares, entre
ellos, asma. Como se comentd anteriormente, existen cambios morfolégicos en el epitelio de las
vias aéreas siendo la caracteristica clave para el remodelamiento en los pacientes asméaticos. Entre
las alteraciones en los pacientes asmaticos incluye la pérdida del epitelio, con pérdida de las células
ciliadas, hiperplasia de las células caliciformes, aumento en la produccion de los factores de

crecimiento, citosinas, y quimiocinas.

También se ha visto que existe disfuncion de la barrera del epitelio en los paciente asméaticos siendo
disfuncional, ademas exhibiendo una pérdida de la integridad de la funcion epitelial de unién, y todo

esto acompafado de una reparacion disfuncional.

La angiogénesis se ha visto tras el aumento en el nUmero y el tamafio de la microvasculatura dentro
del tejido bronquial en las vias aéreas remodeladas. Esto se ha visto debajo de la lamina basal, es
decir entre la capa muscular y el parénquima que lo rodea. Existe un desbalance entre el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), y la angiopoyetina-1, estando presentes en éstas
anormalidades. El VEGF incrementa la permeabilidad de estos vasos sanguineos anormales, con
posterior edema por vasodilatacién, lo cual contribuye a estrechamiento de la via aérea. Ademas de
realizar su labor de nutricion al tejido de las vias aéreas, estos vasos son la via de entrada para

todos los mediadores inflamatorios celulares derivados del plasma, y las citosinas.

Dentro de los mecanismos del remodelamiento de la via aérea se incluye la inflamacion como parte
muy importante. Muchas citocinas, quimiocinas, y factores de crecimiento se liberan de células
inflamatorias y células que dan estructura a los tejidos de las vias aéreas, lo que conlleva a un
sefialamiento complejo que conduce a la remodelacion aérea. Actualmente se cuenta con el
conocimiento de la IgE y las células cebadas estan implicadas en la respuesta aguda y los
eosinodfilos y las proteinas basicas asociadas a granulos tienen cabida en la respuesta tardia, con
las células T, particularmente las células Th2, orquestando estas respuestas mediante la produccién
de citosinas, tales como la IL-4, IL-5, IL-9, y la IL-13. Se conoce que los asmaticos presentan un
fenotipo que incluye mayormente a la respuesta Th2, cuyas citocinas son esenciales para la sintesis

de IgE, produccién de citocinas, eosinofilia aérea, hiperplasia del musculo liso, y la produccion de



secreciones. Por otro lado se conoce que las células Thl tienen un cierto rol protector ante éste

proceso inflamatorio, pues al secretar IFN- y inhibe la proliferacion de células Th2.

Otro punto importante dentro de la remodelacion es sin duda la presencia de los eosinofilos. Estos
constituyen la mayor fuente de citosinas profibréticas tal como TGF- 8, jugando un rol importante en
la remodelacion. Asi mismo los eosindfilos aumentan la proliferacion de los fibroblastos, la sintesis
de colageno, y la maduracién de los miofibroblastos. Se ha visto en las vias aéreas de los sujetos
asmaéticos, la IL-3, el GM-CSF, y eotaxinas 1, 2 y 3 que llevan al desarrollo de eosindfilos de los
precursores CD34+ en la médula 6sea, donde la IL-5 aumenta su maduracién y su reclutamiento en
las vias aéreas. Asi mismo, los eosindfilos son productores de proteinas béasicas de granulos, como
los eicosanoides, citeinil leucotrienos, las especies reactivas de oxigeno que dafan a los tejidos, y

un rango de citosinas y quimiocinas.

La lesién epitelial se describe como el dafio a la capa epitelial en pacientes asmaticos, se cree que
estd asociado con un problema en el proceso de reparaciéon que conduce a la inflamaciéon y a
respuestas de remodelacion en la mucosa subyacente. Existen factores ambientales, o de estrés
mecanico resultando del dafio epitelial, que pueden estimular la liberacién de los mediadores desde
el epitelio, que contribuye a la remodelacion del tejido. Los mediadores que se han visto implicados
en el desarrollo de fibrosis subepitelial y el incremento de la masa de musculo liso de la via aérea
han sido TGF- B y quimiocinas, que son liberadas desde el epitelio que presenta dafio, 6 que esta

en reparacion en respuesta a mediadores inflamatorios, tal como la IL-13.

Otros mediadores inflamatorios, citocinas, quimiocinas, y factores de crecimiento son liberadas por
células inflamatorias y estructurales, y se ha visto que son clave en el inicio y la sincronizacion de la
remodelacion. Dentro de las citosinas identificadas como profibréticas ( TGF- B e IL-11) las citosinas
Th2 (IL.4, IL-9, IL-13, y la IL-5), las citosinas Th17 (IL-17A, IL-17F, e IL-17E), quimiocinas derivadas

de epitelio ( RANTES, proteina 1 a inflamatoria del macréfago, IL-8, eotaxina, y MMP).

Dentro de la historia natural de la remodelacion de la via aérea, se ha demostrado que en los
pacientes asmaticos presentan una disminucién de la funcién pulmonar con mayor medida que en
sujetos sanos, y esto es proporcionalmente relacionado a la duracion y gravedad de la enfermedad.
A pesar de una evidencia clara de cambios inflamatorios que comienzan en etapas tempranas, tal
como se ha demostrado que la sibilancia en los nifios, el inicio de la remodelacion de las vias

aéreas en los pacientes asmaticos no ha sido bien caracterizada.

10



Dentro de la fibrosis subepitelial, los fibroblastos tienen un papel preponderante en este proceso.
Los fibroblastos son células estrelladas grandes y planas que se encuentran en estrecha proximidad
con el epitelio basal. En un ambiente inflamatorio tal como las vias respiratorias asméticas, los
fibroblastos se activan y se diferencian en miofibroblastos, que secretan proteinas de la matriz
extracelular, incluyendo colagena I, 1l y V. El compartimiento de la matriz extracelular de la via
respiratoria es dindmica, lo que refleja el saldo neto de la sintesis y la degradacién, que esta
regulado por la accién 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
gue lleva a la anormalidad y alteracion de la estructura y de las propiedades mecanicas. En clinica,
los pacientes asméaticos presentan susceptibilidad a lesion y las respuestas de reparacion aberrante

dan como resultado la activacion persistente de los fibroblastos, lo que lleva a la fibrosis subepitelial.

Para el aumento de la masa muscular, las células musculares constituyen las principales células
estructurales dentro de los bronquios, y su incremento es la principal causa de obstruccién de vias
aéreas. En las vias respiratorias asmaticas la masa muscular aumenta significativamente a causa
de la proliferaciéon de células por hiperplasia y por el tamafio de las células causa hipertrofia.
Ademéas 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 macrofagos 1la,
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 (6).

FACTOR INDUCIBLE DE HIPOXIA

La homeostasis de oxigeno en mamiferos es regulada estrechamente, con la necesidad de
mantener suficientes niveles de oxigeno dependiente para procesos criticos, mientras existe la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) que son capaces de causar dafo oxidativo al
ADN, lipidos y proteinas.

En un estado de hipoxia, donde la demanda de oxigeno excede el abastecimiento, una respuesta
fisiologica se monta la cual incrementa la capacidad de la sangre de llevar oxigeno a los tejidos,
alterando el metabolismo celular, tal como la produccion de ATP. Los factores inducibles de hipoxia

son reguladores transcripcionales de las respuestas hipéxicas tanto en adultos como en organismos
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embridnicos (7). En condiciones hipdxicas cuando los niveles de oxigeno bajan mas de un 8-10%
basal y la hidroxilacién es inhibida, las subunidades HIF-1a son estabilizadas, y éstas subunidades
se unen a los elementos de respuesta a hipoxia en genes blancos del HIF-1a, en asociacion con co-

activadores transcripcionales, para posterioremente encender estos genes (8).

En la vasta cascada de sefalamientos, los factores inducibles de hipoxia (HIF) son particularmente
importantes para la adaptacion de organismos aerobios a bajas concentraciones de O,. HIF-1 y HIF-
2 modulan la transcripcidon de varios cientos de estos genes involucrados en la regulacion de la
homeostasis del oxigeno en los mamiferos, activando mediante transcripcion la expresion de
numerosos genes blanco, los cuales estan involucrados en la eritropoyesis, metabolismo del hierro,
regulacién vascular, ingesta de glucosa, glicolisis, asi otros varios procesos bioldgicos; asi como el
mantenimiento de las células madres y la embriogénesis, precondicionante de isquemia y del

desarrollo de cancer (8-12).

En 1991, el elemento control de ADN sensible a O;, que confiere respuesta en el humano al gen de
la glicoproteina de la eritropoyetina (EPO) fue identificado en su regién lateral nimero 3. Con
andlisis posteriores de este elemento sensible a hipoxia, se identificé una proteina de union de
factor nuclear kDa, mostrando un aumento por la hipoxia y asi fue llamado factor inducible de
hipoxia 1 (HIF-1) (13).

HIF est4 compuesto por dos proteinas hélices bucle hélice basicas (bHLH), HIF -a y HIF-B, de la
familia PAS. El dimero HIF a,B se une al motivo ADN core (G/ACGTG) en elementos de respuesta a
hipoxia que estan asociados con un amplio rango de genes involucrados en la respuesta hipéxica.
Hay 3 subunidades a: HIF-1a y HIF-2 a heterodimeriza con HIF-B para formar HIF1 y HIF2 como
factores de transcripcion, donde HIF-3 a aln es desconocida su funcién (11;14). La estructura de
HIF 1 esta compuesta de la subunidad HIF-1a de 120-kDa complementada con una subunidad HIF-
B de 91 a 94-kDa. HIF-1a esta localizado en el cromosoma 14g21-g24 (15).

Se han descrito una gran cantidad de genes humanos que se han visto directamente regulados por
HIF y se predice que pueden haber cerca de 200-300 blancos de HIF en el humano. Los genes
regulados mediante HIF juegan un papel central en ambas respuestas sistémicas de hipoxia, tales
como la proliferacion, angiogénesis, eritropoyesis, y respuestas intracelulares, tales como la

regulacion de la glicolisis (16).

Se han identificado mdltiples vias celulares las cuales estan reguladas mediante HIF, incluyendo su

cooperacion con otros factores de transcripcion y regulacion de expresion de RNAm que pueden ser
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cruciales para ambos, anti y pro estrategias hipéxicas. Ambas isoformas de HIF pueden aumentar la
expresion de VEGF, donde HIF-1 disminuye la expresiéon de IL-8 mediante la inhibicion del factor de
transcripcién Nrf2, y HIF-2 aumenta la expresién de IL-8 en una via independiente de Nrf2, pero

aumenta la actividad mediante la via SP-1 (17).

La hipoxia activa la via del HIF mediante un mecanismo sofisticado que regula las modificaciones
post traductoras de las subunidadesa . En este mecanismo, dos cambios moleculares
independientes pero co-regulados pueden ser reconocidos: el primer cambio controla la abundancia
de HIF- a donde el segundo regula su actividad transcripcional. Mediante la activacion por la sefial
de hipoxia, HIF-a transloca al nucleo, dimeriza con HIF-B, recluta CBP/p300, e induce la expresion
de sus blancos transcripcionales mediante la via de union a elementos que tiene respuesta a

hipoxia.

La transcripcidn esta regulada mediante las vias Protein quinasa (Akt) y protein quinasa asociada a
mitdgeno (Erk), e inhibidas por proteinas reguladoras de hierro IRP1/2, y también por moléculas
reguladoras pequenias, interactuando con los elementos reguladores del hierro en 5-URT de HIF-2 a
mRNA. AMPc disminuye la produccién de HIF- a, y también orquesta la respuesta celular a energia

de estrés en una manera independiente de HIF (12).

La abundancia del HIF-a puede ser regulada mediante mecanismos dependientes o independientes
de O,. Por una parte, la transcripcion y la traduccion de las subunidades a permiten para induccion
casi espontanea de HIF por hipoxia, pero por otra parte requiere un mecanismo para destituir HIF-a
en otro tiempo. En presencia de O el total de los niveles de las subunidades a son bajos debido a la
degradacién rapida mediante un mecanismo complejo con varios pasos distintos. Las enzimas que
inician la degradacion de HIF-a mediante hidroxilaciéon son tanto dos prolinas en el ODDD (P402 y
P564 y HIF-a) y son las proteinas de dominio hidroxilaza prolil. PH1, PH2 y PH3 son dominios
cataliticos relacionados de manera cercana y pertenecen a la superfamilia de 2 oxoglutarato (20G)
oxigenasa dependiente. En orden a ser activos, las PHD requieren O,, el ciclo de é&cido citrico
intermediario a 20G como substrato, mas Fe y ascorbato como cofactores. Un alto rango de cambio
en las enzimas PHD pueden sugerir que la capacidad de hidroxilacion para un factor de
transcripciéon abundante bajo no seria limitante. Sin embargo, hay suficiente evidencia para el rol
regulador clave de la actividad PHD en HIF-a que cambia y bajo condiciones cuando el HIF es

inducido, la actividad PHD se vuelve limitada (18).
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Existe evidencia que la proteina de unién a ARN HuR, no sélo eleva HIF-2a, sino que parece ser
critico para el incremento compensatorio de la proteina HIF-1a en las células y también afecta la
expresion de gen dependiente de HIF-1a en este sentido (19).

Las vias de accion del HIF-1 a son nhumerosas y complejas. Tiene accion en los ciclos celulares, el
primero de ellos, se sabe que HIF-1 a indirectamente disminuye la actividad de ciclina E, y esa
inhibicion es la razon por la cual HIF-1 a causa una disminucion o detencion del ciclo celular. Los
origenes de esta accién en ciclina E continua siendo pobremente definida, aunque en algunas vias
si lo es. La regulacion de inhibidores de ciclinas, tales como p21 y p27, que son reportados. Sin
embargo algunos estudios ha mostrado que la accion de HIF-1 a en p27 no es tan claro ya que la
expresion de p27 bajo hipoxia puede ser independiente a HIF-1 a. El segundo efecto importante de
HIF-1 a es la relacion entre este factor y la ciclina D. Se ha estudiado el efecto estabilizador de HIF
en los niveles de ciclina D. Se ha visto que la ciclina D después de 24 h al 0.2% la concentracion de
ciclina D en la poblacion total celular disminuye un 50% comparado con condiciones normotdxicas.
Para explicar la implicacion de HIF-1, su actividad fue afectada por sobreexpresién de DN-HIF, que
induce a un aumento de los niveles de ciclina D. También hay una accion de ciclina D en HIF-1 a,
debido a la activacion de HIF-1 prolil hidroxilasa. Ademas, la activacion de la expresion de ciclina D
mediante HIF-2 marca la rivalidad en el crecimiento del tumor hipoxico y la progresion entre HIF-1y
HIF-2 (20). La angiogénesis consiste en el desarrollo de nuevos vasos a partir de una red vascular
preexistente y tiene un papel preponderante en los diversos mecanismos fisiopatol6gicos benignos
(cicatrizacion, heridas, isquemia, retinopatia diabética) y malignos (crecimiento del tumor y
metastasis); el VEGF desempefia un papel fundamental en la angiogénesis y esta regulado por el
HIF (21). Existen evidencias de que los vasos tumorales son desorganizados y sin estructura
adecuada para la circulacién, lo que conduce frecuentemente al colapso. Dado que el crecimiento
tumoral requiere oxigeno, nutrientes y una funcién metabdlica apropiada para su desarrollo, es
necesario promover los factores de la angiogénesis para inhibir la apoptosis de las células
tumorales desencadenadas por la hipoxia. La angiogénesis da por lo tanto respuesta a la hipoxia
tumoral, la cual estd mediada por el HIF-1 a (22;23). Por lo tanto también la inhibicién de HIF-1 a se
convierte en un marcador terapéutico para la angiogénesis tumoral (21).

Existen reportes respecto a los efectos de HIF-1 a en el cerebro posterior a lesion isquémica, sin
embargo en modelo murino con dafio cerebral isquémico neonatal, mediante la inhibicién de HIF-1 a
mediante 2 ME se obtuvieron resultados con disminucién en el edema cerebral y disminucion del

volumen de infarto a este nivel (24).
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También se ha visto en pacientes con destruccion de cartilago en osteoartritis mediada por enzimas
catabdlicas y muerte de condrocitos incluyendo apoptosis y/o autofagia donde la expresion tanto de

HIF-1a y HIF-2a se encuentran elevados mediante la respuesta de condrocitos a la hipoxia (25).

Se ha demostrado una expresion de HIF-1 a aumentada alrededor de 53% de los tumores, incluidos
el de colon, géstricos, pancreaticos, pulmén, ovario, préstata, renal, melanoma y glioblastoma. El
aumento de su expresion esta asociado a una supervivencia mas corta en el cancer de mama y de
Utero, y a la mala respuesta al tratamiento en el cancer nasofaringeo, resaltando el papel de la
hipoxia tumoral en el pronostico. En el cancer de préstata, se encuentra expresado en los estadios
iniciales de la carcinogénesis y esa expresion esta relacionada con los indicadores de diagndéstico y

pronostico para la metéstasis, pudiendo ser el HIF-1 un biomarcador para el pronostico (22).

Su importancia en la progresion tumoral lo convierte en un blanco plausible en las estrategias de
quimio prevencion, y también en la capacidad de inhibir la angiogénesis. Se ha demostrado en
estudios de cancer de préstata de modelo murino que existe sobreexpresion de HIF-1 a y que esta
asociado con un mayor crecimiento y potencial metastasico. También en estudios en humanos se
ha visto mayor expresion de HIF-1 a en tumores de préstata. De hecho, el cancer de prostata es de
los tumores que mas muestra incidencia de HIF-1 a, asi como tumores en colon, gastrico, pancreas,

pulmén, ovario, Utero, préstata, gliomas, mama, en cabeza y cuello y melanoma (22;26).

El incremento de la actividad de HIF-1 a durante la tumorigénesis estd bien documentada, parece
ser una caracteristica comun en el cancer. Como consecuencia, este factor se ha convertido en un
nuevo blanco terapéutico. En algunos casos, los niveles elevados son simplemente debidos a la
hipoxia crénica mediada por las células tumorales. En otros casos, las mutaciones genéticas
inducen a la estabilizacion de HIF-1. Esto sucede en el caso de carcinoma renal claro. Como
consecuencia, por la misma presion de oxigeno, HIF-1 tendra un nivel elevado en las células
cancerigenas que en las células normales. En general, se ha visto relacion entre la agresividad de
los canceres debido a la induccion de los genes anti-apopototicos y los pro-apoptéticos. Segundo,
media la entrada de células proliferativas, las cuales inducen quimioresistencia dependiente de
hipoxia (20).

El sistema HIF ha aumentado su importancia por el desarrollo de procesos fisiolégicos y en el
sistema cardiovascular: con modelos nocaut de HIF-1 a y HIF-2 a son letales debido a sus defectos

en el sistema cardiovascular durante el desarrollo embriogénico. La progresion de la placa
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ateroesclerética es influenciada por hipoxia y especialmente por el HIF-1 a. Los macrofagos han
mostrado un papel pivote en la patogénesis de la ateroesclerosis y otras enfermedades. Suelen vivir
en sitios de hipoxia de la placa y expresan grandes cantidades de HIF-1 a y de HIF-2 a bajo estas
condiciones. En contraste con otras células, los macréfagos son de las pocas células que expresan
ambos, HIF-1 a y HIF-2 a, pero no HIF-3 a. Se ha visto que los elementos del sistema HIF estan
involucrados en la regulacion crucial de funciones en el macréfago. Esto incluye la remodelacion

vascular, la supervivencia celular, la adhesién leucocitaria, y la ingesta de lipidos (27).

HIF-1 siendo como blanco terapéutico, se ha visto mediante la administracion de 2-ME, que se
puede prevenir la patogenia del asma en modelo murino con asma atépica. De esta manera existe
una disminucién marcada de respuesta inflamatoria pulmonar, infiltracién eosinofilica en el tejido
pulmonar, hiperplasia de células caliciformes con oclusion en las vias aéreas con moco y reduccion
en la expresion de colageno tipo IV. Por lo tanto, 2-ME también disminuye concomitantemente la
expresion de HIF-1 u de VEGF en los mismos tejidos (27;28). Asi mismo se ha visto que la
exposicion a alérgeno aumenta la expresion de HIF-1 a y de VEGF en biopsias endobronquiales y
en células de lavados broncoalveolares en pacientes con asma y en pacientes con rinitis (27;29).
También se ha visto aumento de HIF-1 a y de CCL2 en células epiteliales de lavado bronquial y
tejido pulmonar de pacientes asmaticos después de la exposicion al alérgeno (27;30), y con la
disminucién de HIF-1a en células mieloides, que se incluyen eosindfilos, macrofagos, neutréfilos y
células cebadas, lleva a una disminucion en las respuestas del musculo liso a estimulos alérgicos
(27:31).
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Ill. ANTECEDENTES

El factor inducible de Hipoxia ha demostrado una amplia gama de respuestas fisiolégicas frente al
dafo, tanto en condiciones isquémicas, hipoxicas e inflamatorias. Asi mismo se ha visto que la
expresion de VEGF en las vias respiratorias se correlacioné con el grado de angiogénesis y a su
vez con la inflamacion, sugiriendo que la produccion excesiva de VEGF en las vias respiratorias de
los pacientes con asma contribuye a una mayor infiltracion de células inflamatorias. Asi mismo se ha
informado que la expresion de VEGF esta incrementado en las vias respiratorias de los pacientes
asmaéticos en comparacion con los sujetos control, y se correlaciona mayormente con el grado de
inflamacion de las vias respiratorias de los asmaticos. Asi mismo, los niveles de expresion de HIF-1

y HIF-2 son mayores en pacientes asmaticos.

En el Estudio realizado en el Hospital Infantil de México de Huerta-Yepez et al, fueron examinados
ratones modificados genéticamente para no expresar el gen HIF-1 B valorando su habilidad de
montar respuesta inflamatoria alérgica en el pulmoén posterior a exposicién al alérgeno ovoalbimina,
midiendo niveles de HIF-1 a en biopsias endobronquiales y secrecidn bronquial en pacientes con
asma y secrecién nasal en pacientes con rinitis alérgica después del reto, encontrdndose
disminucion de respuesta inflamatoria y produccion de IgE total e IgE especifica para ovoalbumina.
Por ultimo, los niveles de HIF-1 a y de VEGF se incrementaron a nivel del tejido pulmonar y
secrecidn bronquial en pacientes con asma y en la secrecion nasal de pacientes con rinitis posterior

al reto.

En un estudio previo Huerta-Yepez et al, se realizé la determinacion de HIF-1 a mediante la técnica
de inmunocitoquimica en células mononucleares de sangre periférica para la determinacion de este
factor de transcripcién en pacientes con asma. Se demostré la expresion del factor de transcripcion
inducible en hipoxia 1 a nuclear se encuentra aumentado en células mononucleares de sangre
periférica en pacientes con asma y aun mas incrementado en pacientes con crisis asmatica
comparados en pacientes sanos, dando la posibilidad de ser un factor importante en la patogenia de
la enfermedad, sin embargo quedaba el interés por conocer otras variables clinicas que intervengan

en el incremento del porcentaje de expresién de este factor de transcripcion.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El asma, al ser una enfermedad cronica con tendencia a mayor prevalencia a nivel mundial y en
nuestro pais en los ultimos estudios epidemiol6gicos, es considerado un problema de salud publica

importante.

Recientes estudios realizados por nuestro grupo de trabajo, han demostrado que el factor de
transcripcion HIF-1 tiene un papel muy importante en la fisiopatogenia de la inflamacion alérgica
pulmonar en un modelo murino y que su expresion correlaciona con el nivel de gravedad de la
enfermedad, ya que se vio un cambio en la expresion de HIF en ratones sensibilizados tras la
exposicion de alérgeno con aumento de 10 + 1.1% en area perivascular, 15.2 10 + 5.2% en area
perobronquial, y 26.5 10 + 4.1% en el intersticio comparado con ratones sanos. Se cuenta también
con el antecedente que la expresion de HIF-1a y VEGF incrementa en pacientes alérgicos adultos
después de la exposicién al alérgeno, asi mismo se ha visto la presencia de HIF-1 con un papel
preponderante en nifios con crisis asmatica por lo que se puede correlaciona con la gravedad de

esta enfermedad.

En un estudio previo en este Hospital, se realiz6 la determinacion de HIF-1 a mediante la técnica de
inmunocitoquimica en células mononucleares de sangre periférica para la determinaciéon de este
factor de transcripcién en pacientes con asma. Se demostré la expresion del factor de transcripcion
inducible en hipoxia 1 a nuclear se encuentra aumentado en células mononucleares de sangre
periférica en pacientes con asma y aun mas incrementado en otros pacientes durante exacerbacion

de crisis asmatica comparados en pacientes sanos.

Por ello, nuestro interés se centra en evaluar la expresion del factor de transcripcién inducible en
hipoxia 1 (HIF-1) en pacientes pediatricos durante su crisis y durante su control, ya que no existen
estudios previos que analicen la expresion de HIF-1a en pacientes asmaticos durante una
exacerbacién y posterior durante su control clinico. Esto nos llevara a determinar la presencia de
este factor de transcripcién y su comportamiento en las distintas etapas de control de los pacientes

pediatricos con asma.
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V. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cual es la diferencia en los niveles de factor de transcripcién Inducible en Hipoxia 1 (HIF-1) en

pacientes con crisis asmatica y posterior a su control?
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VI. JUSTIFICACION

La gran mayoria de los tratamientos médicos actuales empleado para el asma supone una mejoria
de sintomas y un estado antiinflamatorio durante la administracion del mismo. Sin embargo, no
existen tratamientos que inhiban de alguna manera la respuesta e hipoxia que llevan a cambios
estructurales irreversibles provocados por la remodelacion pulmonar, aunque en el presente estudio

no se contempla idear algin tratamiento en los pacientes asmaticos.

Es necesario conocer los niveles y la expresién de HIF-1 en todas las etapas del asma de acuerdo a
sus clasificaciones por gravedad y por control, para ser comparados con controles sanos. Esto nos
llevar4 a entender mejor el papel del HIF-1 en la remodelacion de la via aérea y en general la
fisiopatogénia en el asma en los diferentes grupos pediatricos clasificados segun su gravedad y

control, sin embargo este trabajo no proyecta dar datos de remodelacion de vias aéreas.

Como finalidad, se espera un mayor entendimiento del comportamiento de la expresion de HIF-1 en
pacientes asmaticos en todas sus facetas de gravedad y control y en un fututo proponer blancos
terapéuticos que inhiban la expresion de este factor de transcripcién asi como proponer nuevos y

mejores factores pronosticos.
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VIl. OBJETIVOS

General
Comparar los niveles de factor de transcripcion HIF-1 en pacientes asmaticos con crisis y posterior a

su control.

Especificos

Medir los niveles de factor de transcripcion HIF-1 en células mononucleares purificadas de sangre
periférica de pacientes pediatricos con asma en crisis

Medir los niveles de factor de transcripcion HIF-1 en células mononucleares purificadas de sangre
periférica de pacientes pediatricos con asma controlado

Relacionar los niveles de factor de transcripcion HIF-1 en células mononucleares purificadas de

sangre periférica de pacientes pediatricos asmaticos con la gravedad de la enfermedad.
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VIIl. HIPOTESIS

Los niveles de factor de transcripcién HIF-1 en pacientes asmaticos con crisis disminuyen en un

20% posterior al control.
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IX. MATERIAL Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO

Estudio de cohorte prospectiva

VARIABLES

Variable dependiente:

HIF-1: Factor inducible de hipoxia -1 proteina de transcripcidn presente en condiciones de hipoxia.
Unidad de Medicion: Porcentaje

Tipo de Variable: Numérica continua

Variable independiente:

Crisis Asmética: Asmaticos con exacerbacion de sintomas de manera aguda tras exposicién a factor
desencadenante.

Unidad de medicion: Porcentaje

Tipo de Variable: Categérica binomial

SITIO

El estudio se realizé en el Hospital Infantil de México Federico Gomez (HIMFG) que es un hospital
de tercer nivel de atencién médica, que cuenta con un area de hospitalizacién y consulta externa de
especialidades y sub-especialidades de pediatria y alergia pediatrica. Es un centro de referencia de
pacientes con asma, que brinda métodos de deteccion, diagndstico, tratamiento y seguimiento.
Especificamente el estudio se realizé en el Departamento de Alérgia e Inmunologia asi como en la

Unidad de Investigacion en Enfermedades Oncoldgicas el de dicha Institucion.

POBLACION OBJETIVO

Pacientes asmaticos

POBLACION ELEGIBLE
Pacientes con crisis asmatica que acudan al Servicio de Urgencias del Hospital Infantil de México

Dr. Federico Goémez.
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e Criterios de inclusion

- Pacientes de 6 a 17 afios de edad con diagndstico de asma de acuerdo a la guia GINA 2014
- Pacientes con crisis asmatica

-Pacientes que acepten participar con firma de consentimiento y en su caso asentimiento informado

e Criterios de no inclusién

- Presencia de infeccion de vias respiratorias aguda

* Criterios de eliminacidn
- Pacientes que posterior a la crisis no acudan a seguimiento
- Pacientes en quienes no se cuente con informacién completa de la medicién de HIF-1 durante la

crisis y posterior a su control

TAMARNO DE LA MUESTRA

Célculo del tamafio de muestra de 50 pacientes

MUESTREO
Se trata de un muestreo por conveniencia, eligiendo de forma consecutiva cada individuo accesible

gue cumpla los criterios de seleccion.

LOGISTICA

Se invité a participar a todos los pacientes con asma que acuden al Servicio de Urgencias del
HIMFG por presentar crisis asmatica, previo consentimiento y en su caso asentimiento informado se
realizara historia clinica asi como exploracién fisica completa aunada al tratamiento previamente
establecido por el Servicio de Urgencias para el control de la crisis.

Se clasificé y anoté la gravedad de la enfermedad y del cuadro actual, se obtuvo muestra de sangre
periférica la cual se envi6 a la Unidad de Investigacion en Enfermedades Oncoldgicas para su
procesamiento y medicion de factor de transcripcion HIF-1.

Posterior al control de los sintomas agudos, se inicié tratamiento controlador de acuerdo a la guia
GINA 2014.

Se cité al mes para verificar mejoria de sintomas, corroborar adecuado manejo de controlador y

posteriormente a los 3 meses.
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En la visita de 3 meses y posterior a corroborar que el asma se encuentre con adecuado control se

procedié a tomar muestra de sangre periférica para medicion de factor de transcripcion HIF-1.

» Consideraciones especiales

La purificacién de células mononucleares (CMN) de sangre periférica se realiz6 mediante la técnica
de separacién 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/pL. Este valor se multiplicara por el numero de laminillas (Portaobjetos para microscopio
esmerilados 25x75mm, Madesa® Meéxico) que se podran preparar y se afiadird el PBS 1X suficiente

para su preparacion (10X103 células en 100 pl).

Ensayo de inmunocitoquimica

Con la finalidad de disminuir las variaciones entre experimentos, la reaccién para la proteina HIF-1a,
se realiz6 en un solo tiempo para todos los grupos. Se realizd la recuperacién del antigeno por
citrato de sodio (0.01 M pH 6.0) y se calentd a ebullicion en bafio maria por 20 minutos. Se elimino
la actividad de la peroxidasa enddgena con metanol y peréxido de hidrégeno al 3% 3 veces por 10
minutos. Se bloqueo la unién inespecifica de los anticuerpos al tejido, mediante el uso de suero
normal de cerdo al 2% en PBS 1X.

Posteriormente, las secciones se incubaron 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 adicidn del substrato diamino benzidina (DAB) 2 minutos; la reaccién se
paro con agua y las células se contratiieron con hematoxilina. Finalmente las células se
deshidrataron y montaron 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

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. Segln esta ley vigente el estudio corresponde a
la categoria | (investigacion con riesgo mayor al minimo), la informacién obtenida de los pacientes

durante el estudio sera mantenida con estricta confidencialidad por los investigadores participantes.

Previa inclusion al estudio se solicité consentimiento y asentimiento informado a los todos los

pacientes que cumplen con los criterios de inclusion.
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Xlll. RESULTADOS

Se recibieron 84 pacientes con crisis asmética en el Servicio de Urgencias del Hospital Infantil de
Mexico Federico Gomez en el periodo de estudio, de los cuales 72 pacientes contaban con los

criterios de inclusion y aceptaron participar en el estudio, ademds se incluyeron 55 controles sanos.

La edad promedio fue de 10.7 afios + 2.4, el 43.7% eran hombres (IC 95% 35-52%) y el 56.3%
mujeres (IC 95% 35-52%).

Al momento de la crisis, la media de la expresién de HIF total fue de 45.25 con una mediana de

47.50 y el HIF nuclear fue de 31.56 en promedio con una mediana de 17.

Al comparar los valores de HIF en pacientes con crisis asmaticos vs pacientes sanos se observo
una diferencia estadisticamente significativa en estos valores (p=0.000) con una mediana de HIF

total en controles de 20 y HIF nuclear de 1.

El seguimiento posterior a la crisis asmatica se realizo en un promedio de 3 meses encontrando una

mediana de expresion de HIF total de 8 y HIF nuclear de 51.
En la comparacion de los niveles de HIF total y HIF nuclear durante la crisis y posterior a esta se

observé una diferencia estadisticamente significativa para ambos valores (p=0.020 y 0.003

respectivamente).
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Figura 1. Incremento de la proteina HIF-1a en células mononucleares de sangre periférica
tras una crisis y después de su control.

De las células mononucleares de sangre periférica se realizaron tinciones de inmunocitoquimica
para la proteina HIF-1a. En el panel superior se muestran micrografias representativas la tincién en
donde se puede observar que la existe una expresion basal de HIF-1a en los sujetos sanos pero
esta no es comparable en los pacientes asmaticos en crisis, los cuales muestran expresion de HIF-1
tanto en citoplasma como en nucleo pero este incrementa en las células después de su control en
donde se observa una tincién nuclear principalmente.

En el panel inferior izquierdo se muestran el andlisis del porcentaje de células HIF-1a positivas, en
donde se observa que los pacientes en control tienen mayor expresién de HIF-1a en comparacion
con los sujetos en crisis y este es estadisticamente significativo p=0.001. De igual forma el anélisis
del porcentaje de nudcleos positivos mostro que existe un incremento de esta proteina en los
pacientes controlados en comparacion con los pacientes en crisis y es estadisticamente significativo
p=0.0001.
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Figura 2. Seguimiento de la proteina HIF-1a en células mononucleares de sangre periférica en
los pacientes en crisis y tras su control.

En el panel izquierdo se muestran micrografias representativas la tincion de HIF-1a del mismo
paciente durante la crisis y posterior a su control, en donde se puede observar que la expresion es
mayor y principalmente nuclear durante el control en comparacion de la muestra obtenida durante la
crisis. En el panel derecho se muestra la correlacién de cada paciente durante la crisis y posterior a
su control, en donde se muestra que la expresion de HIF-1la incrementa en la mayoria de los
pacientes tras su control en comparacion con la crisis, sin embargo existen pacientes en los que

esta proteina esta altamente expresada durante la crisis y disminuye tras su control.
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XIV. DISCUSION

El asma es una enfermedad crénica heterogénea, en donde la remodelacion juega un rol muy
importante como modificador morfoldgico de vias aéreas, entre las alteraciones principales en los
pacientes asmaticos incluye la pérdida del epitelio, con pérdida de las células ciliadas, hiperplasia
de las células caliciformes, aumento en la produccion de los factores de crecimiento, citosinas, y
guimiocinas (6).

La angiogénesis en los pacientes asmaticos es parte esencial puesto que el VEGF incrementa la
permeabilidad de los vasos sanguineos anormales, con posterior edema por vasodilatacion, lo cual
contribuye a estrechamiento de la via aérea. Ademas de realizar su labor de nutricion al tejido de las
vias aéreas, estos vasos son la via de entrada para todos los mediadores inflamatorios celulares
derivados del plasma, y las citosinas. (6)

Bajo condiciones de hipoxia mientras los niveles de oxigeno bajan menos de 8-10% vy la
hidroxilacién es inhibida, la subunidad HIF-1a es estabilizada y translocada al nucleo para a unirse a
la subunidad (beta) y de este modo se une a sus elementos de respuesta a hipoxia (ERH) de sus
genes blanco, asociandose con co-activadores transcripcionales, para encender estos genes (8). El
HIF-1a al ser un factor de transcripcion inicia con una la vasta cascada de sefialamientos, donde
HIF-1la es particularmente importantes para la adaptacion de organismos aerobios a bajas
concentraciones de O,. HIF-1 y HIF-2 modulan la transcripcién de varios cientos de estos genes
involucrados en la regulacién de la homeostasis del oxigeno en los mamiferos, activando mediante
transcripcién la expresion de numerosos genes blanco, los cuales estdn involucrados en la
eritropoyesis, metabolismo del hierro, regulacion vascular, ingesta de glucosa, glicolisis, asi otros
varios procesos biolégicos; asi como el mantenimiento de las células madres y la embriogénesis,

precondicionante de isquemia y del desarrollo de cancer (8-12).

Antecedentes de nuestro grupo de trabajo, que en un modelo murino de inflamacién alérgica
pulmonar, en donde se demostré que la expresién de HIF-1 a correlaciono con el grado de gravedad
y la expresion de VEGF, CCL2, CXCL12 que participan en la remodelacién tisular del asma.(29)
Estos resultados, motivaron al estudio de este factor de transcripcion (HIF- 1a) en humanos, en
biopsias bronquiales y lavados bronquioalveolares de pacientes adultos con asma antes y después
de un reto antigenico, observando que la expresion de HIF-1a incrementa de manera significativa
después del reto. Esto coorelaciona con lo reportado por el grupo de Lee que reporto que tanto

HIF-1 a y HIF-2 a se encuentran elevados en biopsias obtenidas por broncoscopia de pacientes
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asmaticos en comparacion con los controles, con una importante correlacion con el factor de

crecimiento del endotelio vascular, que se relaciona con la remodelacion de la via aérea.

En nuestro estudio, se incluyeron pacientes pediatricos con crisis asmatica y posterior en su control
y sanos como control, con una media de edad de 9 afios, se analizé la expresién del factor inducible
en hipoxia- la, se realizo la determinacion por medio de inmunocitoquimica en células

mononucleares de muestra de sangre periférica.

Nuestro estudio arrojé evidencia de expresion de HIF en individuos tanto asmaticos en crisis como
durante su control con niveles de expresion altos tanto , sin embargo con niveles de expresion mas
elevados en los pacientes durante su control. Se encontré una diferencia estadistica con P= 0.001
en el porcentaje total de HIF-1a en los pacientes con crisis, y asi mismo una diferencia significativa
entre los niveles de expresién a nivele nuclear entre los pacientes en crisis y posterior en su control
con P=0.0001.

Los pacientes pediatricos que con criterios de inclusion al estudio segun su clasificacién clinica de
acuerdo a GINA supone que la expresién de HIF deberia ser mayor en los pacientes con crisis y los
pacientes durante el control, sin embargo como se comenté existié una diferencia significativa con

mayor predisposicion a la expresion en pacientes asmaticos durante su control clinico.
La expresion del HIF- 1 a nuclear, es indicativa de que existe actividad transcripcional en el ndcleo

celular, siendo esta expresion con un papel mas preponderante pues a este nivel de la célula existe

mayor actividad de transcripcion.
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XV. CONCLUSIONES

El Factor inducible en hipoxia 1- a ha sido estudiado inicialmente como un factor de transcripcién en
enfermedades neoplasicas, sin embargo en estudios recientes se ha visto su interferencia en

enfermedades alérgicas y en asma.

Se tiene entendido que este factor de transcripcion tiene su actividad como factor pro-inflamatorio
donde existen genes implicados que detonan la expresién de éste factor de transcripcion con
repercusion sobre todo en la remodelacion de la via aérea. Con la toma de muestra de sangre
periférica es capaz de valorar la expresion de HIF-1a en células mononucleares tanto en citoplasma
como en el nucleo de las mismas, mediante la técnica de inmunocitoquimica, siendo una técnica

poco invasiva.

Nuestros resultados demuestran hallazgos distintos a los esperados al principio del estudio, ya que
se tenia contemplado el aumento en la expresion de HIF-1a en los pacientes con crisis y
posteriormente disminuir una vez que se encuentre bajo control clinico. Sin embargo, los resultados
demuestran una mayor expresién de HIF-1la en pacientes que presentan adecuado control clinico
MAs no en crisis, aunque en algunos pacientes si mostraron menor expresion de HIF- 1 a cuando

presentaron la mejoria clinica, sin embargo fue la minoria.

Esto sugiere que, al tratarse de un problema crénico donde ya existe remodelacion importante de
vias aéreas, hay mayor cantidad de hipoxia tisular por lo que la expresién de HIF-1a se encuentra
aumentada, generando mayor remodelacién y por ende mayor grado de hipoxia y de esta manera
existe una retroalimentacion positiva para la generaciéon de HIF-1a en pacientes con asma cronica

gue ya habian presentado crisis previamente.

En nuestro estudio, se realizé la determinacion del HIF- 1a mediante la técnica de
inmunocitoquimica en células mononucleares de sangre periférica, la cual resulta en una
intervencion poco invasiva y técnicamente factible para la determinacion de este factor en pacientes
pediatricos con asma, para posteriormente valorar esta proteina como un posible blanco

terapéutico, o inclusive como marcador de gravedad.
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XVI. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

ACTIVIDAD

Marzo

Septiembre

Octubre-

Diciembre

Enero-

Febrero

Marzo-
Abril

Mayo-

Junio

Eleccion del tema

X

Busqueda de antecedentes

X

Elaboracién de protocolo

Enlistar pacientes pediatricos
con asmay sin asma, y en

crisis asmatica.

Realizar su clasificaciéon de la

enfermedad

Recoleccién de muestras de
pacientes y envio a laboratorio
de Investigacion Enfermedades

Oncoldgicas

Analisis de resultados

Presentacion de la informaciéon

Redaccion de tesis
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XVII. LIMITACION DEL ESTUDIO

Se necesitan nuevos estudios para determinar el comportamiento de la expresiéon de HIF-
la en pacientes asméaticos de acuerdo al tratamiento de mantenimiento que se esté
administrando y a los niveles de saturacién de oxigeno y estos parametros seria

conveniente relacionarlos con la cantidad de expresion de HIF-1a.
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XVIII. ANEXOS

Carta de consentimiento informado para pacientes

Proyecto de investigacién:

Determinacion de la expresion del factor inducible en hipoxia 1a en células
minonucleares de sangre periférica en pacientes pediatricos durante crisis
asmaticay posterior a su control

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 diagnostico de asma. Usted debe saber que la participacién en esta
investigacion es totalmente voluntaria, de manera que usted puede decidir no participar en
mismo y en este caso no perderia ninguna prestacién 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 expresion del factor de transcripcion
HIF-1a en sangre periférica de pacientes pediatricos con asma y en crisis asmética

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

PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO

Para este estudio necesitamos realizarle al (la) paciente una serie de preguntas
relacionadas a la evolucién de su enfermedad y un examen fisico completo. Ademas, se
le tomard una muestra de sangre.
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Las muestras seran obtenidas mediante el siguiente procedimiento:
Obtencion de la muestra sanguinea.

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

2. Bajo condiciones higiénicas 6ptimas, 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
puncién, formacion de moretones, hemorragia, infeccion o cicatriz.

BENEFICIOS

Su colaboraciéon permitira obtener conocimiento de la expresion de ese factor de
transcripcién, 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 informacién acerca
de su hija(0), 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 investigacién no tendran ningdn 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 realizacién 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
Nombrey firma de la Madre Nombrey firma del Padre
Nombre y firma de testigo 1 Nombre y firma de testigo 2
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Parentesco con el paciente

Nombre y firma del investigador

Responsable

Parentesco con el paciente
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Carta de asentimiento informado para pacientes con crisis asmatica

Proyecto de investigacién:

Determinacién de la expresion del factor inducible en hipoxia 1a en células
minonucleares de sangre periférica en pacientes pediatricos durante crisis
asmaticay posterior a su control

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 participacién en esta
investigacion es totalmente voluntaria, de manera que usted puede decidir no participar en
mismo y en este caso no perderia ninguna prestacién 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 expresion del factor de transcripcion
HIF-1a en sangre periférica de pacientes pediatricos con asma y en crisis asmética

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

PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO

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

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

1. Se explica detalladamente el procedimiento al paciente y/o familiar.
2. Bajo condiciones higiénicas 6ptimas, 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.

BENEFICIOS

Su colaboraciéon permitira obtener conocimiento de la expresion de ese factor de
transcripcién, 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 informacién acerca
de su hija(0), 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 investigacién no tendran ningan 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 realizacién 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 del paciente

Nombrey firma de la Madre Nombre y firma del Padre

Nombrey firma de testigo 1 Nombrey firma de testigo 2
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Parentesco con el paciente

Nombre y firma del investigador

Responsable

Parentesco con el paciente
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Carta de consentimiento informado para pacientes sanos

Proyecto de investigacion:

Determinacion de la expresion del factor inducible en hipoxia 1a en células
minonucleares de sangre periférica en pacientes pediatricos durante crisis
asmatica y posterior a su control

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 investigacién es totalmente voluntario, de manera
que puede decidir no participar en el estudio y en este caso no perderia ninguna
prestacién 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 expresion 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 enfermedad 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 evolucién de su enfermedad y un examen fisico completo. Ademas, se
le tomard una muestra de sangre.

Las muestras serdn obtenidas mediante el siguiente procedimiento:
Obtencidn de la muestra sanguinea.

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

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

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

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 colaboraciéon permitira obtener conocimiento de la expresion de ese factor de
transcripcioén, 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 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
médico para hablar del estudio de investigacién no tendran ningdn 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

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

Nombrey firma del investigador

Responsable
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