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1. Introduccion

El asma es una enfermedad crénica que afecta aproximadamente a 300 millones
de personas en el mundo, la cual se caracteriza por ataques periddicos de
sibilancias, dificultad para respirar, tos y opresion en el pecho, especialmente por la
noche o en la madrugada. En México, en el boletin de epidemiologia que publica la
Secretaria de Salud, se estimo alrededor de 250,000 casos nuevos de asma en el
afio 2016, numero de incidencia elevado que tiene un valor trascendental para la
salud de la poblacion adulta e infantil en nuestro pais, al igual que a nivel mundial
especialmente en paises de primer mundo. Estos datos son inquietantes por lo que
en la actualidad se han realizado investigaciones en busca de factores de riesgo
como particulas en el aire y farmacos que se encuentren asociados al asma con la
finalidad de prevenir la misma. Por otra parte, también se han realizado estudios
que involucran la genética de los pacientes, por ejemplo, se ha documentado que
ciertas variantes genéticas presentes en genes de citocinas y receptores celulares
tienen relacién con la enfermedad; al respecto, se ha observado que ciertos
genotipos podrian encontrarse con mayor frecuencia en pacientes con asma, lo cual
representaria un factor de riesgo. Parte de la patogénesis del asma comprende la
participacion de células NK, por lo que resulta importante analizar los receptores
que dan lugar a su activacion desde el enfoque genético, es por ello que en esta
investigacion se pretende estudiar polimorfismos de un solo nucleétido (SNP, single
nucleotide polymorphism) presentes en genes de la familia de receptores NKG2,

mediante el uso de la técnica de PCR en tiempo real.



En México este tipo de investigaciones no han sido publicadas, sin embargo existen
algunas publicaciones de universidades de diferentes paises como EUA, Alemania,
Croacia, Reino Unido, entre otras. De tal manera que realizar este trabajo en
poblacién mexicana aportaria un posible factor de riesgo y por lo tanto una posible
herramienta para diagnostico, prondstico o tratamiento temprano de esta

enfermedad.



2. MARCO TEORICO

2.1 Asma.

El asma es una enfermedad cronica que afecta a mas de 300 millones de personas
en el mundo, con unas 250 000 muertes anuales atribuidas por esta
enfermedad’?34. En México la direccidn general de epidemiologia de la Secretaria
de Salud reportd una incidencia de aproximadamente 200 000 casos nuevos de

asma en el afio 2015, con una prevalencia en nifios del 2% al 10%>®.

El asma se define como una enfermedad crénica de las vias respiratorias inferiores
en donde participan diferentes tipos de células, mediadores quimicos y citocinas, la
cual se caracteriza por la inflamacion de las vias respiratorias provocando sintomas
como sibilancias, disnea, opresion en el pecho y tos, que provocan una disminucion
del flujo de aire total o parcialmente reversible y que normalmente se presentan en

la noche o en la madrugada®®’.

El asma puede ser clasificada de acuerdo a su etiologia en:

Asma alérgica

Este tipo de asma se desarrolla en edades tempranas de la vida, siendo , y los
principales factores acaros, cucarachas, polvo casero, pelo o plumas de animales,
polenes, hongos y alimentos, la cual es caracterizada por un elevado nivel de IgE
sérica, historia de atopia familiar y las pruebas de sensibilizaciéon a alérgenos son

positivas®°°.



Asma no alérgica

Este tipo de asma se presenta en edades después de los 35 afios, siendo los
factores desencadenantes infecciones virales en edades tempranas, cambios
climatolégicos, ejercicio, irritantes quimicos y antiinflamatorios no esteroideos, que
esta caracterizada por que no existe una historia atépica familiar, el nivel de IgE es

normal y las pruebas de sensibilizacién a alérgenos son negativas®>°.

2.2. Fisiopatologia

El asma se presenta a partir de una respuesta inflamatoria en las vias aéreas, en el
caso del asma alérgica se origina una reaccion de hipersensibilidad tipo1 provocada
por la re-exposicion a un tipo de antigeno llamado alérgeno, en el cual se caracteriza
por la presencia de mastocitos degranulados, eosindéfilos y subpoblaciones de
linfocitos T y B, los cuales son los responsables de los sintomas de la enfermedad,
ademas de la inflamacion se han observado otros efectos como la hiperplasia
epitelial de las células caliciformes, depédsito de colageno subepitelial e hipertrofia

del musculo liso, que conjuntamente se llama remodelacion de la via respiratoria fig

110, 11
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Figura 1 interaccion entre factores ambientales y genéticos en la patogénesis del asma, imagen tomada de Blanca Estela del Rio Navarro.
Articulo de revision asma 2009.8

En el asma se liberan hasta 100 mediadores inflamatorios dentro de los que se
encuentran mediadores lipidicos, péptidos inflamatorios, citocinas, quimiocinas,
enzimas inflamatorias y factores de crecimiento, en donde las células estructurales
de las vias aéreas son las que sintetizan en mayor medida estos mediadores.'? En
las vias respiratorias las células que estan mayoritariamente implicadas son los
linfocitos T cooperadores (LThCD4+), sus productos de secrecion tienen la funcion
central de organizar la respuesta inflamatoria de las vias respiratorias de asmaticos,
en las Th2 antigeno especificas contribuyen con la sintesis de IL-4, IL-13, IL-5 e IL-
9.3 las células NK, mastocitos activados y aumento de eosindfilos activados
también provocan la liberacion de mediadores inflamatorios y aunado a las TH2 son
un patrén caracteristico del asma'®.

La expresion de los mediadores inflamatorios esta regulada por transcripcion
genética, y a la vez, es controlada por factores de transcripcion proinflamatorios,
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como el factor nuclear kappa-beta (NF-kp), la proteina activadora-1 (AP-1), factor
nuclear de células T activadas (NF-AT) y transductores de sefiales y activadores de
transcripcion (STAT), los cuales se unen a secuencias en el DNA, y en la cual
intervienen coactivadores como p300/CREB, proteina de union a CREB (CBP),
factor activador de p300/CBP (pCAF) y swl/snf (Swltch/Sucrosa no fermentable) que

conllevan a la expresion de genes proinflamatorios.

2.3 Particulas en el aire

Los contaminantes en el aire son un factor importante para el desarrollo de asma,
tanto por el ambiente en el que vivimos, como por el tiempo de exposicion. El aire
tiene una composicion quimica principalmente de nitrégeno y oxigeno, ademas
existen otros componentes como el didxido de carbono, Argén, Helio, Nedn, entre
otros que se encuentran en menor proporcion y que no han sido reportados como
nocivos en bajo porcentaje; por otra parte, la contaminacién del aire ha cambiado
su composicion, esto lleva a un efecto de alta exposicion a particulas para las
personas, que a largo plazo existe el riesgo de desarrollar enfermedades
pulmonares y cardiacas'®. En la Ciudad de México, existen centros de monitoreo
para determinar las caracteristicas del aire en donde clasifican por zonas su calidad
y se dan recomendaciones a la poblacion de las actividades que se pueden realizar
y cuales no, ademas se tiene conocimiento de que las particulas en el aire estan
relacionadas con el asma alérgica'.

En una investigacion en nuestro pais, que tenia como objetivo evaluar la

citotoxicidad y genotoxicidad de la fraccion organica soluble que contienen los



hidrocarburos aromaticos policicliclos, y en la cual incluyo diferentes areas de la
ciudad de México, concluy6 que la zona centro es la mas propensa a dafio citotdxico
en células pulmonares, esto debido a que en esa zona se encuentra una mayor
concentracion de automoviles que son la principal fuente de hidrocarburos
aromaticos policiclicos'®.

Otras investigaciones dedicadas al estudio de los contaminantes en el aire en busca
de alguno en particular que sea un factor de riesgo para el asma y los mecanismos
por los que pueden alterar el sistema inmune han aportado que, los contaminantes
del aire como el ozono (O3), didéxido de nitrégeno (NO2) y particulas de polvo con un
tamafio menor de 10 ym (PM del inglés paticule matter) pueden por si solas
desencadenar una respuesta inflamatoria en la zona pulmonar y exacerbar las crisis
respiratorias de sujetos asmaticos’. el efecto de los contaminantes en el aire no se
limita a una respuesta inflamatoria, en la que se sintetizan IL-1, TNF-a, GM-CSF e
IL-8 y se observa un aumento en la actividad quimiotactica de los eosindfilos y
neutrofilos, sino que al entrar las PM en las células alveolares se generan radicales
libres, aunque los radicales libres son neutralizadas por enzimas como la catalasa,
existen ocasiones donde las enzimas no son suficientes lo que provoca que los
radicales libres generen un dafo tisular a nivel de pulmdn, bronquios, bronquiolos,
que puede generar o amplificar la respuesta inflamatoria dependiendo de la
concentracion y la dosis'®'”. En consecuencia los radicales libres (O3 dafian las
membranas celulares directamente y estas a su vez pueden activar vias de
transcripcion mediadas por NF-kB y AP-1 aumentando la expresion de genes de
citocinas y quimiocinas proinflamatorias, con el posterior aumento del infiltrado

celular, la produccion de moco y la broncoconstriccion6:18,

7



Por otra parte, los alérgenos son particulas que pueden inducir una respuesta de
hipersensibilidad, se conocen algunos que son provenientes de acaros
(Dermatophagoides), pdlenes, cucarachas, componentes bacterianos como el
lipopolisacarido, los cuales pueden estar presentes en el aire tanto del interior como
del exterior de los hogares y pueden sensibilizar a la poblacion dando como
resultado la aparicion de alergias'®'®. La alergia respiratoria quimica, al igual que
otros tipos de alergia se desarrolla en dos etapas , la primera o etapa de induccion,
en el caso del asma la sensibilizacion del tracto respiratorio, es caracterizada por
una respuesta inmunoldgica contra el alérgeno, y la segunda o etapa de obtencion
en la que un sujeto sensibilizado es expuesto al mismo alérgeno por una segunda
0 Mas ocasiones, lo que provoca que la respuesta inmune sea mas agresiva con
un tiempo de respuesta menor, provocando inflamacion en las vias respiratorias

como se observa en la rinitis alérgica y el asma?°.

Tras la sensibilizaciéon contra un alérgeno el sujeto tiende a producir IgE e IgG
especificas contra el alérgeno previamente expuesto; por otra parte la proliferacion
de células proinflamatorias se ve aumentada cuando el alérgeno esta en presencia
de gases y particulas, como se observé en una investigacion en la cual mencionan
gue si un alérgeno que normalmente no es alergénico penetra al sujeto en presencia
de gases o PM, el sujeto producira IgE especificas en contra de dicho alérgeno, con

la aparicion de sintomas clinicos ante una posterior exposicion al mismo alérgeno’®.



2.4 Género

Las diferencias de género como factor de riesgo para el desarrollo de asma estan
bien descritos, como se ha reportado en enfermedades cardiovasculares y
autoinmunes, metabolismo y cognicion, ya que se considera que las mujeres
poseen fenotipos mas susceptibles?'?223, El asma se ha observado que la mayor
incidencia en la nifiez es por parte de los varones que de las mujeres para
desarrollar la enfermedad, sin embargo la incidencia se iguala en la pubertad, una
vez en la vida adulta la incidencia se invierte y las mujeres muestran la mayor
prevalencia y riesgo de desarrollar la enfermedad en esta edad??242,

La explicacion del por qué los valores de incidencia de asma en mujeres son
mayores en la vida adulta en comparacién los hombres se han discutido en
diferentes estudios y varian por diferentes factores como cambios hormonales y el
tamano de las vias respiratorias ademas, se ha observado que en la adolescencia
aumenta el riesgo para el desarrollo de la enfermedad?®. De acuerdo a un estudio
en edades desde los 11 afos en delante en las mujeres es cuando la incidencia va
en aumento hasta llegar a un valor similar al de los hombres, se utilizaron encuestas
donde incluyeron adolescentes, los cuales fueron clasificados en diferentes rangos
de edad de la pubertad, los resultados mostraron que la prevalencia del asma en
mujeres (7.4%) fue similar que en los hombres (7.7%) en el grupo de edad de 11
anos, por otra parte se observé que la prevalencia del asma en mujeres (6.2%) en
el grupo de edad de los 16.3 anos fue significativamente mayor que la de los
hombres (4.3%), pero no fue significativo cuando se relacioné con los niveles de IgE

y el flujo espiratorio forzado (FEF), lo que nos muestra que si bien no existe una



relacion directa entre el inicio de la pubertad, si hay un aumento de la prevalencia
del asma.?3 En otro experimento en donde trataban de explicar por qué existe una
mayor proporcion de mujeres adultas con asma no alérgico, en el cual concluyé que
las mujeres tienen un 20% mayor de riesgo para desarrollar asma no alérgico con
edades superiores a los 35 anos, por el contrario en el asma alérgico no se encontro
alguna asociacion??.

Las hormonas han sido asociadas con el desarrollo de asma en la pubertad,
principalmente en mujeres, sin embargo no se ha podido explicar un claro
mecanismo por otra, parte en un estudio en el cual se dio seguimiento a grupos de
nifos y nifas de entre 13 a 15 afos por cuatro afos, en los que se observé que
algunos problemas de salud (tabaquismo y obesidad) aunados al género pueden
ser propiciar el desarrollo de sibiliancias, se concluyé que el tabaquismo en las
mujeres incrementa significativamente las sibilancias (OR=2.8) con un IC de 95% vy
sibilancias estables estuvieron significativamente asociadas con el sobrepeso

(OR=2.4) con un IC de 95%, los cuales no fueron similares en los nifios tabla 124,

Tabla 1 asociacion entre estilos de vida y el inicio y seguimiento de sibilancia en modelo de regresién separado, OR ajustado con 95% IC
estratificado por sexo. Cuadro traducido y modificado de Elin Tollenfsen, et al. Género femenino asociado con alta incidencia y los sintomas
respiratorios mas estables durante la adolescencia. 2006

tabla 3
Asociacion entre el factor de estilo de vida al inicio y las sibilancias actuales, un seguimiento en modelos de regresion

separados, odds-ratio ajustado con IC del 95% estratificado por sexo

[f=leie e e el e sin sintomas respiratorios al inicio y Sibilancias actuales tanto al inicio como en el seguimiento.

de vida al inicio sibilancias al momento del seguimiento

mujeres n= 724 hombres n=753 mujeres n=348 hombres n=197
OR* 95%IC  OR* 95% IC OR* 95% IC OR * 95% IC
28 (16-49) 18 (09-39) 13 (0.7-2.3) 17 (0.6-4.5)

Tabaquismo 1.3 (0.9-1.9) 1.8 (1.1-2.9) 0.8 (0.5-1.3) 1.7 (0.9-3.1)
ambiental

1.1 (0.6-20) 1.0 (05200 24 (1.3-4.6) 1.1 (0.5-2.3)

baja actividad 0.9 (0.6-1.3) 1.0 (0.6-1.8) 0.9 (0.6-1.6) 0.9 (0.4-2.0)
fisica

*ajustado por el consumo de tabaco actual, tabaquismo ambiental y la baja actividad fisica, y el sobrepeso medido al
inicio del estudio.




2.5 Cambios morfolégicos o funcionales en las vias respiratorias

En el asma por ser un proceso inflamatorios que se lleva a cabo en las vias
respiratorias se puede llegar a modificar la estructura de las mismas, esto es
causado por varios tipos de células y sus mediadores como las células cebadas,
eosindfilos activados, linfocitos T con perfil de citocinas de TH2, los cuales provocan
despegamiento epitelial, hipertrofia e hiperplasia del musculo liso bronquial,
hipertrofia de glandulas mucosas y fibrosis subepitelial, conjuntamente es llamado
remodelacion de la via aérea, ademas se observa en mayor medida en la poblacién
pediatrica. En algunos estudios se observo que habia un aumento de linfocitos y
eosinodfilos en la vias aéreas de pacientes asmaticos, ademas de un incremento en

el nimero de células con ARMm de algunas interleucinas como la IL-4 e IL-5%".

Este proceso se lleva en dos etapas:
1. La regeneracién del parénquima dafiado para restablecer la estructura y
funcionamiento normal del tejido.
2. El reemplazo del tejido danado por tejido fibroconectivo, el cual puede o no

ser funcional.

La remodelacion de la via aérea tiene como resultado el estrechamiento de la
misma, y ademas de un empeoramiento de los sintomas clinicos en el asma. Este
proceso se ha visto involucrado con algunos genes, aunado a la historia familiar y

los factores ambientales?®.
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Figura. 2 Representacion de la via aérea en un pulmoén sano (izquierdo) y en el asma (derecho). Tomado de Dr. José Huerta Lopez.
Asma, Alergia e inmunologia. 2009%.

Actualmente, se han identificado cerca de 120 genes que han sido implicados en la
remodelacion de la via aérea, de los cuales los mas representativos son los
pertenecientes a la familia de genes ADAM, las cuales son proteinas de superficie
celular que funcionan como mediadores de la adhesion y protedlisis en el epitelio
respiratorio, se ha identificado el SNP de ADAM33 que se encuentra en el brazo

corto del cromosoma 20, como predictor de la obstruccion del flujo de la via aérea?®.

2.6 Microorganismos

Los microorganismos son un factor importante en el desarrollo de enfermedades
inflamatorias, es por eso que una gran variedad de microorganismos al entrar en el
hospedero generan respuestas inmunes a través de caracteristicas propias
(patogenicidad) del microorganismo y dependiendo del efecto adverso que éste
cause en el hospedero (virulencia) es como se desarrollara una infeccion por dicho

microorganismo y que puede dejar susceptible al hospedero o alterar las poblacion



de microorganismos del hospedero y de alguna manera propiciar otra enfermedad.
Existe evidencia de que la alteracion en la poblacién microbiana tanto del tracto
respiratorio como del digestivo pueden aumentar el riesgo de desarrollar
enfermedades inflamatorias, por ejemplo Helicobacter pylori es una bacteria
comensal que se encuentra en mas de la mitad de la poblacién mundial, ademas de
favorecer un cuadro inflamatorio créonico?®. Por otra parte la infeccion por H. pylori
la cual se ha observado que tiene una relacion inversa con el desarrollo de asma
infantil y alergias, sin embargo, es conocida como un factor de riesgo para el
desarrollo de cancer gastrico3?3".

Existen otros microorganismos que se encuentran implicados con el desarrollo de
asma como es el caso del Staphylococcus aureus, en el cual sus enterotoxinas
actuan como un superantigeno lo que aumenta el riesgo de desarrollar asma o
exacerbarlo, esto se debe a qué provoca que el epitelio de las vias respiratorias se
degrade, lo que provoca un cambio en su estructura y finalmente un alteracién en
la funcionalidad de las células promoviendo la produccion de citocinas que induzcan

la respuesta inmune32.

2.7 Genéticos

Los factores genéticos comunmente se asocian a muchas enfermedades, como son
la diabetes, cancer, enfermedades metabdlicas, enfermedades autoinmunes, entre
otras, de las cuales el asma es una de ellas, por esto es un area de amplia
investigacion asociando el riesgo de desarrollar dichas enfermedades a algun factor

genético.
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Una de las alteraciones genéticas posibles y que estan asociadas a las
enfermedades ya mencionadas estan relacionadas a los polimorfismos de un solo
nucledtido SNP (Single Nucleotide Polymorphism por sus siglas en ingles), los
cuales son variaciones de uno de los nucledtidos de genes que integran el ADN.
Estos SNP se han asociado con diferentes tipos de enfermedades y se pueden

clasificar en 3 tipos:

El primer tipo de polimorfismos son los SNPs reguladores (rSNP) que se encuentran
en las regiones promotoras de genes, los cuales tienen la funcidon de sintetizar
proteinas y de esta manera afectan los niveles de expresion por otra parte, los SNP
estructurales (srSNP) se encuentran en los ARNm primarios (con intrones) y
secundarios (sin intrones), que incluyen regiones no traducibles (5’'UTR y 3'UTR),
regiones intronicas y codificantes, o que genera una alteracion en la estructura y
funcién de los ARN, que incluyen el corte y empalme, la regulacién en la traduccion
de los ARNm a proteinas, la funcionalidad de las proteinas y la estabilidad de los
ARNmM, y por ultimo los SNP codificantes (cSNP) los cuales se localizan en los
exones, y pueden o no cambiar el tipo de aminoacido que sea traducido
dependiendo del cambio y por lo tanto, estan involucradas en el desarrollo de

patologias multifactoriales Figura 3%.

Las ultimas investigaciones que se realizan la busqueda de la posible explicacion
por la cual se desarrolla la enfermedad como alteraciones genéticas en mediadores
inflamatorios, receptores celulares y ademas, posibles marcadores genéticos que

puedan dar un diagnostico previo al desarrollo de asma.



SNP funcionales

Cromosoma i1 GAGGTTCAAAATTGGTCGTACTCCGTAAATC
Cromosoma {1 GAGGTTCAAAATTAGTCGTACTCCGTAAATC
Cromosoma 1GAGGTTCAAAATTAGTCGTACTCCGTAAATC

A B [sne] C lssNP

Niveles de Traduccion, corte y
i0 empalme, estabilidad
. Wl
LAty e

Alteracion en la cantidad y actividad

Figura 3. Clasificacion de los SNP funcionales. Los SNP funcionales se dividen en tres grupos: a) los cSNP sinénimos (el nucleétido no
cambia aminoacido) y no sinénimos (el nucleétido cambia aminoacido) que se encuentran en los exones (véase texto); b) en rSNP si
afectan a la expresion génica, y c) los srSNP si afectan a la estructura y funcion de los ARNm de genes que sintetizan proteinas.®®

2.8 FARMACOS

En los ultimos afnos se ha observado que existe un mal uso de los medicamentos
por parte de la poblacion, es el caso de los antibidticos que se administraban de
manera no controlada ya que no se necesitaba una receta médica para adquirirla
antes del afno 2010, esto provoco resistencia a los antibioticos por parte de los
microorganismos, otro ejemplo que ha llamado la atencion es el que ha originado la
aspirina pues se ha observado que afecta al 10% de la poblaciéon asmatica aunque
este porcentaje puede ser mayor, y la prevalencia es por arriba del 10%, la cual se

conoce como Enfermedad Respiratoria Exacerbada por la Aspirina (EREA) antes
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llamada como sindrome de Fernand-Vidal, la cual se caracteriza por poliposis nasal,
asma e hipersensibilidad al Acido Acetil Salicilico (AAS) y a otros antinflamatorios
no esteroideos343%36.37.3839 FEste tipo de asma es 2.3 veces mas frecuente en
mujeres, el mecanismo por el cual actua este sindrome aun no esta del todo claro,
pero se creé que existe anormalidades en el mecanismo del acido araquidénico que
es importante para las funciones en el organismo; el efecto de la aspirina es
principalmente en la inhibicién de la enzima cicloxigenasal, lo que provoca un
cambio hacia la via de la lipoxigenasa y se observa por la sobreproduccion y
liberacién de leucotrienos C4, D4 y E4 los cuales han demostrado ser los
mediadores inflamatorios con mayor potencia broncoconstrictora y que ademas

producen hipersecrecion de moco con edema en las vias aéreas343%38,

2.9 células NK y Receptor NKG2

Las células NK son parte del sistema inmune innato y representan del 5 al 14% de
las células mononucleares en sangre y son considerados linfocitos T granulados
con respecto a su morfologia, ademas de diferenciarse por sus moléculas de
superficie CD16 y CD56, también son CD3- y CD19- lo cual las diferencia de las
células T y B respectivamente. Estas células son esenciales para la eliminacion de
células tumorales en forma espontanea, en otras palabras, sin previa
sensibilizacién, y constituye la primera linea de defensa del organismo contra

patodgenos principalmente contra virus4041:42,



Receptores y funcién

Las células NK presentan en su superficie celular moléculas que son receptores los
cuales le permiten interactuar con otras células, siendo las principales los

siguientes; receptores lectina tipo C, los cuales se subdividen en:

1) el heterodimero NKG2D/CD94 encargada de reconocer la molécula no clasica

del complejo de histocompatibilidad, HLA-E.

2) los receptores de citotoxicidad natural (natural citotoxcity receptor (NCR)) que
son receptores activadores NKp30, NKp44 y NKp46 que son expresados sélo en

células NK.

3) receptores de la familia de las inmunoglobulinas conocidos como killer inhibitory

receptor (KIR) que son activadores e inhibidores y reconocen una disminucién en la

expresion de moléculas de HLA clase I.

4) receptor CD16 que reconoce células opsonizadas con anticuerpos IgG figura

543,44

17



LIRe ILT

A. Figuras representativas de las principales familias de receptores inhibidores de las células NK, ilustrando
la asociacion de diferentes moléculas inhibidoras de la sefalizacion intracelular a los dominios ITIM.

B. Figuras representativas de los principales receptores activadores de las células NK; estos receptores se
asocian con diferentes moléculas adaptadores ricas en dominios ITAM, que a la vez se asocian a moléculas
citoplasmaticas encargadas de transmitir las sefiales activadoras.

ITIM: inmunoreceptores con motivos inhibidores de tirosina: ITAM: inmunoreceptores con motivos
activadores de tirosina: ZAP: Protelna asociada a la cadena zeta: P: proteina fosforilada en residucs de
tirosina; PTPNG: Proteina no receptora fostatasa de tirosinas tipo 6: SHP-1: Protelna fosfatsa de tirosinas
citoplasmaticas; SYK: Cinasa de tirosinas citoplasmaticas: PI3K: Cinasa 3 de Fosfatidil Inositol.

Figura 4. Los diferentes tipos de receptores activadores e inhibidores en las células NK, imagen tomada de Moreno Ferndndez Maria
Eugenia. Células NK: generalidades y papel durante la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH). Latreia ;20:
2007



Los receptores NKG2 estan presentes en la superficie de las células NK, en algunos
subtipos de células T y en mastocitos activados, los cuales tienen funciones de
activadores asi como de inhibidores en el sistema inmune innato y adaptativo,
dependiendo de la isoforma de NKG2 que se esté expresando en la célula.®® La
familia de receptores NKG2 en humanos comprende 7 miembros denominados
NKG2-A, -B, -C, -D, -E, -F, y H siendo A/B y E/H variantes en el empalme de mismos
genes.*® Los miembros de esta familia comparten similitudes generales, como una
secuencia de 24 aminoacidos, todos los miembros de esta familia son capaces de
formar heterodimeros con enlaces disulfuro con una proteina llamada CD94, |a cual
es un receptor de las células NK tipo lectina.*>8 Las interleucinas producidas por la
célula NK por medio de los receptores NKG2 estan relacionadas con enfermedades

alérgicas asi como otras enfermedades por ejemplo el cancer*6. 47,

19



3 Planteamiento del problema

El asma es una enfermedad cronica que afecta a mas de 300 millones de personas
en el mundo, convirtiéndose en una enfermedad de dominio publico, por este motivo
en México la incidencia que se ha reportado por la Secretaria de Salud es de
206,215 sélo en el afo 2016, afectando mayormente a mujeres. Los principales
factores de riesgo son particulas en el aire, farmacos, género, alimentos, genéticos,
entre otros. La patogénesis del asma involucra la participacién de células NK, las
cuales inducen una respuesta de tipo Th2. Recientemente, se ha investigado el
componente genético en el desarrollo de esta enfermedad, al respecto, existen
trabajos donde se documenta la relacion de SNPs presentes en genes de citocinas
con el asma, sin embargo no se ha estudiado la relacion que tienen SNPs en los
genes de la familia de receptores NKG2 de la célula NK con el asma. Es por ello
que al genotipificar los SNPs presentes en los genes de la familia de receptores
antes mencionada se podria esclarecer un posible factor de riesgo ademas de
comprender mejor el mecanismo por el cual las células NK favorecen la patogénesis

del asma y convertirse en un biomarcador para su diagnéstico temprano.



Hipotesis

Los polimorfismos de un solo nucleétido de la familia de receptores NKG2 estan
asociados con el asma, alterando la funcién tanto del ARNm como la proteina
que se traduce en dicha regién, ademas de afectar la funcionalidad de las
proteinas que integran los receptores NKG2 en una respuesta al ingerir acido

acetil salicilico en la enfermedad exacerbada al acido acetil salicilico (EREA).
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5 Objetivos

5.1 General

Determinar que variante genética de cada uno de los SNPs de estudio

pertenecientes a la familia de receptores NKG2 se asocia con el desarrollo de asma.

5.2 Particulares

Genotipificar los alelos, genotipos y haplotipos de los SNP rs2617160, rs2617170,
rs2617171, rs1049174, rs2255336, rs1983526, y rs2246809 de la familia de

receptores NKG2 en un grupo control y en poblacién de estudio.

Determinar las frecuencias alélicas, genotipicas y haplotipicas de los SNP
rs2617160, rs2617170, rs2617171, rs1049174, rs2255336, rs1983526, y rs2246809

en la poblacién de estudio y controles.



6 Material y método

Tipo de estudio

= Casos y controles.

Universo de estudio

= Pacientes que presentan asma no alérgica en el subtipo de enfermedad
respiratoria exacerbada a la aspirina, que acuden al Instituto Nacional de

Enfermedades Respiratorias (INER).

Poblacion de estudio

= Se analizaron 239 pacientes con diagndstico confirmado de EREA.

Grupo control

= Se incluyeron 215 individuos clinicamente sanos, provenientes de personas

que acuden al Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER).

Criterios de inclusion

= Pacientes con diagnéstico confirmado de enfermedad respiratoria

exacerbada a la aspirina.

= Pacientes con autorizacion para participar en el estudio mediante

consentimiento informado por escrito.

= Ser mexicano con ascendencia de dos generaciones mexicanas 0 mas.
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= Masculino o femenino.

Criterios de exclusion

» Diagnéstico de alguna de las siguientes enfermedades: diabetes u

espondiloartropatias.

= Diagnéstico de enfermedades autoinmunes.

Criterios de eliminacion

= Muestra de sangre insuficiente.

= DNA degradado.

= Poca muestra de DNA al extraerla.

Variables

= Dependiente: enfermedad respiratoria exacerbada a la aspirina.

= Independiente: tipo de alelo de los SNPs de estudio rs2617160, rs2617170,

rs2617171, rs1049174, rs2255336, rs1983526, y rs2246809.

Material biolégico

Muestras de sangre periférica en tubos de EDTA para la obtencion de DNA

gendémico por el método de salting-out.



Extraccion de DNA

Se extrajo DNA gendmico de pacientes y controles mediante la técnica de salting-
out. Cada muestra se tratdé con una solucion de lisis de glébulos rojos que contienen
sucrosa 0.3 M, TrisHCI pH 7.5 10 mM, MgCl> 5 mM y Triton 100X 1%, después, se
centrifugd y se decanto el sobrenadante. Posteriormente se procedidé a lisar los
leucocitos con un buffer pH 8 (NaCl 0.075 M y Na-EDTA 0.024 M); ademas, se
adiciond SDS al 20% y NaClO4 5 M, se agito algunos minutos y se agregd NaCl 5
M para separar el DNA de las proteinas. Se centrifugd y se recolectd, al cual se le
adicion6 isopropanol a -20°C para precipitar el DNA. El pellet obtenido se lavé con
una solucion de etanol frio al 70%, para resuspenderlo finalmente en agua

inyectable.

Cuantificacion e integridad de DNA

Las muestras de DNA extraidas fue analizada por medio del equipo NanoDrop ND
1000 con la finalidad de determinar la pureza del ADN a 260 nm y 280 nm de
absorbancia y el cociente 260/280, el cual previamente se calibré con 1uL de agua
como blanco. Las mediciones espectrofotométricas se realizaron y con ayuda de
una computadora y un software del equipo, en donde, nos mostraron los resultados
para conocer su concentracion y realizar las diluciones pertinentes posteriores.

La integridad de las muestras de DNA se realiz6 por electroforesis en gel de agarosa

al 1% a un voltaje de 125 voltios por 30 minutos.
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Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) tiempo real

Una vez cuantificadas las muestras y los controles en el equipo NanoDrop 1000 se
procedié a realizar las diluciones para obtener alicuotas que tuvieron una

concentracion de 20 ng/uL requeridas por la técnica.

Se realizo la preparacion de la master mix siguiendo las indicaciones de la casa

comercial life technologies.

Tabla 2 cantidades estandarizadas utilizadas en experimentos de PCR tiempo real de la casa comercial life technologies.

componente volumen de reaccién por pocillo
L
Master Mix Tagman Universal PCR (2x) 12.50
Sonda SNP de ensayo (20x) 1.25
templado de DNA gendmico (20 ng/pL) + agua 11.25
libre de DNAsa
volumen total de mezcla de reaccion 25.00

Los primers utilizados en la PCR en tiempo real para los SNPs de estudio son los

siguientes:

Tabla 3. primers que son utilizados para el analisis de los polimorfismos correspondientes.*3

ATGACTAATGTAAAAGTAAAAAAGTCTGCAAACA GCCTTGAGTTCATATAATTACAATACACCAGT

TGACAATCATAATGTACCTTTCTGCATTCT CACTTTAATTTTTCTAGGTATTGGAGTACTGGA
CCCAAGATAATATGCTGCTTCTGAAC TCTCTTAAAACATGTCTTTGAGTCATGAAATCA
CTGCCCATGAGGCAATTTCC GGATCAGTGAAGGAAGAGAAGGC
GAGGTATTTATGTTCTGTTCTGG TCTACTTCTCTGTTGTCACTTAC
GGCCCTCTGAGGCACTAAATAG CAGAGTGGGATCTTTGGTTCATGAT

ACCCTTAAGAGAAAAGGCTTTCATGTAC ACTGGTCATTCTGTATTGCCTGTTT



Las sondas utilizadas en este estudio se encuentran en la siguiente tabla:

Tabla 4. Sondas utilizadas para PCR tiempo real de los polimorfismos correspondientes

C_1841959 10

C_1842497 10

C_26984346_10

C_9345347_10

C_22274476_10

C_11919464 10

C_1842497_10

Una vez que se siguio las instrucciones de la casa comercial, se centrifugd y se
colocod en el equipo de PCR tiempo real Applied Biosystem StepOne Plus. Se
realizaron 40 ciclos (desnaturalizacién 95°C, alineacion 68°C y elongaciéon 72°C)
por placa. Al término se observaron los resultados por medio de un software en una

computadora la cual controla al equipo, que permitié observar el tipo de alelos de

CTATTTTCCATTCAGCTAGGTATTA[A/TIGTACTGGGCTACAC
ATACTGACATA

CTGCATTCTTCTATTCAGGGAAAAAIC/TITGTTCTGCTCCAGT
ACTCCAATACC

AGTCATGAAATCAGAATACATCTCT[C/G]TGTGTGTGTATCAT
ATATACATATA

TGTGGAGGGTGGGGTTGCACTCTCA[C/G]TGATCTGCTGGCCT
TCTCTTCCTTC

TTTAGGAATACAGCACTCCATATTG[C/TITACCATAATAATGA
AACGGATTCCC

TCCTTTTACTAGGGCTTCTAGCAGG[C/G]TTGTATCCTATTTAG
TGCCTCAGAG

ACATAGCTATAAATAAAAACACAGT[A/G]ITAATCTCCTGTGC
ATTAATAAATTT

cada SNP al que pertenece cada paciente.

Analisis estadistico

Se procedio a calcular las medidas de tendencia central y de dispersion con la
finalidad de determinar el tipo de distribucion que poseen ambas poblaciones y

posteriormente se utilizé un método estadistico para el analisis de los resultados

27



obtenidos. Se determind el equilibrio de Hardy-Weinberg con el programa
Haploview version 4.2, asi como las frecuencias alélicas y haplotipicas, por otra

parte, las frecuencias genotipicas se realizaron por conteo directo.

Se realizé un andlisis de asociacion de las frecuencias alélicas, genotipicas y
haplotipicas, mediante la prueba de Ji-cuadrada, finalmente, el valor de asociacién
entre los SNP’s y la enfermedad se determiné con el calculo de la OR (Odds Ratio)
con un intervalo de confianza de 95% y un valor de p<0.05, usando como

herramienta el programa Epidat 3.1.

Aspectos éticos.

El presente trabajo esta aprobado por los Comités de ética del Hospital de Pediatria
“Dr. Silvestre Frenk Freund” del CMNSXXI (R-2014-785-086) y del Instituto Nacional

de Enfermedades Respiratorias (B20-14).

El riesgo de la investigacién es minimo para los participantes en esta investigacion,
de acuerdo al Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion
para la Salud. La poblacién a estudiar seran pacientes adultos con Enfermedad
Respiratoria Exacerbada a la Aspirina (EREA) y una poblacién control. Todas las
consideraciones que involucran a los participantes de la investigacion vienen
sefaladas dentro de un consentimiento informado, descriptivo y detallado, que se
le otorgara de manera escrita al posible participante, ademas de ser explicado

personalmente.

En cualquier caso, se adoptaran las medidas necesarias para garantizar la

integridad, confiabilidad, confidencialidad y disponibilidad de los datos personales,



asi como de los resultados que se generen de este proyecto, mediante acciones

que eviten su alteracion, pérdida, transmisidén y acceso no autorizado.

7. Resultados

La poblacion de estudio estuvo conformada por 214 controles y 232 pacientes con
diagndstico de EREA siendo un total de 446 muestras, de las cuales 6 muestras
fueron eliminadas (2 de controles y 4 de EREA), debido a que no cumplieron con

los criterios establecidos en el estudio (tabla 5).

Tabla 5. Namero de muestras totales vs nimero de muestras utilizadas en el estudio tanto para el grupo de EREA como el CONTROL

base de NUmero de NUmero de
datos muestras muestras
totales incluidas en

el analisis

EREA 232 228

se hizo el conteo por género en cada poblacion y una Ji-cuadrada para observar
que las variables de edades estuvieran asociadas, se contabilizaron 129 mujeres
control (61%) y 153 mujeres en EREA (67%), por otra parte se contabilizaron 83
hombres control (39%) y 75 hombres en EREA (33%), ademas la prueba de Ji-
cuadrada se obtuvo un valor p 0.172 y un IC de 95% siendo las poblaciones
independientes (tabla 6).

Posteriormente se realizé un diagrama de tallo y hoja en el cual se observa con
respecto a la edad, la distribucién de la poblacién control (figura 5) versus la
distribucién de la poblacién de EREA (figura 6). Los resultados mostraron que las

poblaciones de estudio poseen libre distribucion, para la poblacion control se calculd
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la mediana, dando un valor de 30 afos y sus percentiles 25 y 75 fueron de 23 a 40
afnos respectivamente, de igual manera para la poblacion de EREA se calculo la
mediana siendo de 42 afos, ademas de los percentiles 25 y 75, fueron 35 a 49
anos (tabla 7).

Posteriormente se realizé la prueba de U de Mann-Whitney, en la cual el valor de p
de 0.001 con un IC de 95%, entendiendo que no hay diferencias entre las

poblaciones de estudio con base en sus medianas (tabla 8).

tabla 6. Prueba de Ji-cuadrada en el cual se observa la relacion entre ambas poblaciones, nimero de controles y EREA

por género
control EREA Ji-cuadrada
sexo n (%) n (%) valor de p
mujeres 129 (61%) 153 (67%) 0.172
hombres 83 (39%) 75 (33%) total: 440

Tabla 7 valores estadisticos de tendencia central y distribucién de las poblaciones EREAy CONTROL

poblaciones MEDIANA PERCENTILES
de estudio (afios) (25 y 75)
EREA 42 35-48
CONTROL 30 23-40

Tabla 8. Prueba de U de Mann-Whitney asociando las medianas de ambas poblaciones

valores estadisticos de edades de poblacion control y EREA
_ control EREA U de Mann-whitey

edad (afios) 30 (18-65) 42(15-71) 0.00

mediana (rango)  mediana (rango)  valor de p
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Figura 5 . Diagrama de tallo y hoja de la poblacion CONTROL. Se observa una distribucion libre con dos picos maximos uno en edades
de 20 a 24 afos y otro con edades de 30 a 34 afios.
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Figura 6 . Diagrama de tallo y hoja de la poblacion EREA. Se observa una distribucién normal con un pico maximo entre los 40 y 44
afios.
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A continuacion se calculo por medio del programa Haploview version 4.2 el valor de
p del equilibrio de Hardy-Weinberg en la poblacion control (tabla 3), lo que nos

indica que la poblacion de estudio esta en equilibrio.

Tabla 9 equilibrio de Hardy-Weinberg

rs SNP valor de p
equilibrio de Hardy-Weinberg
rs2617160 0.19
rs2617170 0.11
rs2617171 0.1
rs1049174 0.23
rs2255336 1
rs1983526 0.9
rs2246809 1

Frecuencias alélicas

Se obtuvo el tipo de alelo que presenté cada individuo y la suma total por tipo en las
poblaciones control y EREA, con ese valor se determinaron las frecuencias alélicas
para cada SNP de estudio de cada poblacién. Los resultados con respecto a las
frecuencias alélicas indican una elevada frecuencia de .9 para el alelo “G” en
comparacioén con el alelo “A” que fue de .1 en el SNP rs2246809, un valor similar
ocurrié con el polimorfismo rs2255336 en donde el alelo “C” present6 un valor su
frecuencia de .9 comparado con el .1 del alelo “T”, estas frecuencias se presentaron
tanto en la poblacion control como en la poblacion de EREA, sin embargo ningun

valor fue significativo con la enfermedad (tabla 4).



Tabla 10 frecuencias alélicas de la poblacion de EREA y controles

SNP alelo alelo
ancestral

rs2617160 A T
T

rs2617170 T T
C

rs2617171 C C
G

rs1049174 G C
C

rs2255336 T G
C

rs1983526 G C
C

rs2246809 A A
G

Frecuencias genotipicas

control
n=212

76(0.36)
136(0.64)

76(0.36)
136(0.64)

76(0.36)
136(0.64)

76(0.36)
136(0.64)

18(0.09)
194(0.91)

106(0.5)
106(0.5)

18(0.09)
194(0.91)

pacientes

n=228

90(0.4)
138(0.6)

96(0.42)
132(0.58)

94(0.41)
134(0.59)

92 (0.4)
136(0.6)

22(0.1)
206(0.9)

130(0.57)
98(0.43)

21(0.09)
207(0.91)

OR

1.25

1.21

1.15

1.33

1.1

IC
(95%)

0.8-
1.7

0.9-
1.9

0.85-
1.85

0.82-
1.8

0.6-
2.2

0.91-
1.93

0.57-
2.1

Valor

Y

0.43

0.18

0.25

0.33

0.67

0.14

0.79

Para obtener los resultados de las frecuencias genotipicas se tomaron en cuenta

los resultados obtenidos del PCR en tiempo real, ademas se realizé una prueba de

Ji-cuadrada realizada en el programa Epidat version 3.1 para observar su

asociacion con la enfermedad.
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Tabla 11 frecuencias genotipicas de la poblacién de EREA y controles

SNP genotipos controles EREA OR IC valor p
n=212 n=228 (95%)
rs2617160 AA 32(0.15) 34(0.15) 0.98 0.58-1.66 0.96
AT 88(0.42) 113(0.5) 1.38  0.94-2.01 0.09
TT 92(0.43) 81(0.35) 0.71 0.48-1.1 0.09
rs2617170 cC 93(0.44) 76(0.34) 0.64 0.02
CT 87(0.41) 112(0.49) 1.38  0.95-2.0 0.09
TT 32(0.15) 40(0.17) 12  0.72-1.98 0.49
rs2617171 cC 33(0.16) 36(0.16) 1.01 0.6-1.7 0.95
CG 85(0.40) 116(0.51) 154  1.1-2.26 0.02
GG 94(0.44) 76(0.33) 0.63 0.02
rs1049174 cC 91(0.43) 79(0.35) 0.7 0.5-1.04 0.08
CG 89(0.42) 114(0.5) 1.38  0.95-2.01 0.09
GG 32(0.15) 35(0.15) 1.02  0.61-1.71 0.94
rs2255336 cc 178(0.84)  189(0.83) 0.93 0.56-1.53 0.76
CT 33(0.15) 34(0.15) 0.95 0.57-1.59 0.85
TT 1(0.01) 5(0.02) 473  0.55-40.8 0.12
rs1983526 cC 54(0.25) 40(0.18) 0.62  0.4-0.99 0.04
CG 104(0.5) 117(0.51) 1.1 0.75-1.59 0.64
GG 54(0.25) 71(0.31) 132  0.87-2.0 0.19
rs2246809 AA 1(0.01) 5(0.02) 473 0.55-41.0 0.12
AG 34(0.16) 33(0.14) 0.89 0.53-15 0.65
GG 177(0.83)  190(0.83) 0.99 0.6-1.6 0.96

Los resultados obtenidos en la prueba de Ji-cuadrada nos indica que el genotipo
CG del SNP rs2617171 funcionaria como un factor de riesgo para el desarrollo de
asma ya que presenta un OR de1.54 con un IC 1.03-2.19 a 95% y valor de p 0.02
(tabla 5). Por otra parte, se observé dos genotipos cuyos valores indican que
funcionarian como factores de proteccion, el primero pertenece al genotipo “CC” del

SNP rs2617170 con un valor de OR de 0.64 e IC 0.43-0.94 al 95% y valor de p 0.02,



el segundo pertenece al genotipo GG del SNP rs2617171 con un valor de OR de

0.63 e IC 0.43-0.92 al 95% y valor de p 0.02 (tabla 5).

Frecuencias haplotipicas

Se determinaron los haplotipos que se forman con los SNP estudiados con el
programa haploview version 4.2, de acuerdo a un articulo (Hayashi et al.)*3, existen
dos haplotipos en la region del gen NKG2D, que podemos nombrarlos para fines
practicos haplotipo 1 y haplotipo 2 fig. 5. Se observa en la tabla 6 las posibles
combinaciones del haplotipo 1, los cuales estan conformados por 4 SNP
(rs1049174, rs2617160, rs2617170 y rs2617171), se observa que el primer
haplotipo tiene un OR de 0.76 y un IC de 0.58 a 0.99 al 95% y un valor de p de 0.04

lo que indica fungiria como un factor de proteccién.

Tabla 12. Haplotipo 1. Haplotipos formados por 4 SNP (rs1049174, rs2617160, rs2617170 y rs2617171) obtenidas por el programa
Haploview version 4.2

haplotipo 1 frecuencia frecuencia OR IC 95% valor P

control EREA
n=212 n=228

‘ 0.64(136) 0.57(130)  0.76 10.58-0.99 0.04
o.35(74) 0.4(91) 1.2 0.92-1.58 0.18

Por el contrario el segundo haplotipo no mostro ser significativo con la enfermedad.

El haplotipo 2 que esta integrado por 2 SNP (rs2255336 y rs2246809) no presentd

ninguna asociacion con la enfermedad.
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fig 5. Block de la region del gen NKG2, se muestran dos haplotipos formados por los SNP estudiados. Haplotipo 1 formado
por 4 SNP (rs1049174, rs2671160, rs2617170 y rs2617171) esta mostrado de color azul con un r? por encima de 95; el
haplotipo 2 formado por 2 SNP (rs2255336 y rs2246809) esta mostrado de color verde con un r? por encima de 95.

8. Discusion de resultados

El asma es una enfermedad que afecta a mas de 300 millones de personas en el
mundo con unas 250 mil muertes por afio. Es una enfermedad en donde participan
factores como los contaminantes en el aire, infecciones por virus, e incluso factores
genéticos involucrados, como los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), un
ejemplo es el SNP rs2243248 de IL4 que afecta la expresion de dicha citocina y
aumenta la inflamacion, otro ejemplo el SNP rs1800925 de IL13. Es por esto y mas
ejemplos que los SNP han sido implicados en muchas enfermedades entre las

cuales se encuentra la hipertension arterial (HTA), sindrome metabdlico, obesidad,



Diabetes tipo 2 (DMT2), asi como enfermedades autoinmunes como el lupus

eritematoso generalizado (LEG) y artritis reumatoide (AR).

El asma en edades tempranas es prevalente en varones, sin embargo esto se ve
invertido en la edad adulta, y las mujeres tienden a una mayor prevalencia a
desarrollar asma, sin embargo no se tiene una clara explicacion de esto?®. En los
resultados obtenidos en este estudio se observo que la mayoria fueron mujeres para
ambas poblaciones de estudio con el 61% en la poblacion control y un 67% para la
poblacién de EREA (tabla 6), ademas las medianas de edades en las que se
observé una mayor prevalencia en la poblacion de mujeres de EREA fue de una
edad de 40 anos, por el contrario en la poblacién control se observé una mediana
de 30 afos, estos resultados son similares a las conclusiones de estudios que
reportan que a edades superiores de 35 afos en mujeres incrementa la incidencia
de EREA sin embargo, las diferencias sexuales son un factor independiente para el
asma no alergico?>?* . Por otra parte, el desarrollo de los pulmones en la nifiez y
hasta la pubertad que influyen en la vida adulta, la predisposicidon genética, las
hormonas sexuales principalmente el estrogeno y la progesterona y, comorbilidades

como es la obesidad, que pueden dar hincapié al desarrollo del asma.?°

Los resultados de las frecuencias alélicas no mostraron ninguna asociacién con la
enfermedad (tabla 10) por otra parte, en las frecuencias genotipicas se observo tres
genotipos que tuvieron asociacion con la enfermedad (tabla 11) ademas, cabe
mencionar que los genotipos asociados pertenecen a dos polimorfismos de un solo

nucledtido, (rs2617170 y rs2617171) los cuales conjuntamente presentan
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desequilibrio de ligamento debido a su proximidad entre ellos en el gen, ademas
estos polimorfismos pertenecen a la familia de receptores NKG2 del tipo D
(NKG2D), lo que implica una alteracion en la funcion de las células NK,
especificamente en la identificacion de antigenos (HLA), los datos muestran que
pueden realizarse estudios para determinar el mecanismo por el que estos
polimorfismos afectan la respuesta inmune con respecto a la funcion de la célula NK
y los receptores implicados, un estudio realizado en Hiroshima Japon implicé a estos
SNPs (rs2617170 y rs2617171) con una alta actividad citotoxica en linfocitos de
sangre periférica y su asociacion con el desarrollo de cancery a la vez esta asociada
con la funcionalidad de las células NK. Por ultimo, los resultados de frecuencias
haplotipicas mostraron que existe la formacion de dos haplotipos, el primero llamado
haplotipo 1 esta integrado por 4 SNP (rs1049174, rs2617160, rs2617170 y
rs2617171), el cual presenta dos alelos, el primer haplotipo “CTCG” con un OR de
0.76 con un IC 0.58-0.99 al 95% y un valor de p de 0.04 fungiria como un factor de
proteccion, el otro alelo no fue significativo con la enfermedad; por otra parte el
haplotipo 2 no presentd ninguna asociacién con la enfermedad, en el estudio de
Hiroshima se identificé un haplotipo con alta actividad citotdéxica con los mismos
SNPs de este estudio, el cual se emparejo con otros haplotipos de baja y alta
actividad citotoxica para su asociacion con el cancer, los resultados mostraron un

OR de 0.471 con un IC del 95% .

Finalmente, es imprescindible mencionar que anteriormente, se pensé que el efecto
del acido acetil salicilico (AAS) en el asma era un mecanismo de tipo alérgico, sin

embargo su mecanismo no es del tipo alérgico, sino que el efecto es a través de la



alteracion de las prostaglandinas (PG), especificamente la prostaglandina E (PGE)
la cual tiene un efecto antiinflamatorio y que esta disminuida en pacientes con
EREA. Por otra parte las personas con esta enfermedad se ha observado que estan
incrementados los broncoespasmos y los niveles de leucotrienos son superiores a
nivel bronco alveolar y orina comparado con la poblacion asmatica y la poblacion en

general.3*

Integrando lo ya dicho, el polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) rs2617170 en
este estudio elevo el riesgo de desarrollar asma, ademas, la ingesta de acido acetil
salicilico puede exacerbar en personas asmaticas su condicion y aunado a su
género son los puntos mas importantes a destacar. Por ultimo, el efecto del AAS
esta directamente asociado a elevar los niveles de leucotrienos que son mediadores
de la inflamacion y que aumentan la permeabilidad vascular lo que facilita a las
células del sistema inmune, como son las células NK, que al llegar a las vias
respiratorias estas células a través de sus receptores NKG2 inician una respuesta
inmune en las vias respiratorias por el incremento de leucotrienos. De manera que
la alteracion por parte del SNP puede contribuir con este efecto al liberar
mediadores inflamatorios y sus efectos sean manifestados con los sintomas del
estado asmatico, ademas puede funcionar como un biomarcador para un

diagndstico previo a que se origine la enfermedad
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9. Conclusion

El genotipo CG del SNP rs2617171 perteneciente a las familia de receptores NKG2
estd asociado como factor de riesgo para desarrollo de asma, por otra parte los
genotipos CC (rs2617170) y GG (rs2617171) estan asociados como factor de
proteccion para el enfermedad aunado al haplotipo formado, los cuales pueden
considerarse al mecanismo de la enfermedad, ademas de poder ser biomarcadores

para diagnéstico de EREA.

10. perspectivas

Los polimorfismos de un solo nucleétido que estan presentes en la region de la
familia de receptores NKG2 localizado en el cromosoma 12, mostraron una
asociacion significativa con la enfermedad. Sin embargo, es necesario realizar mas
estudios para conocer los mecanismos de esta enfermedad, como de expresion y
secuenciacion de regiones polimorficas y observar los efectos de proteinas usando
marcadores. Finalmente, poder realizar una teoria con base en los resultados
obtenido para explicar el mecanismo mas probable por el cual se origina el asma

inducido por el AAS
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Apéndice 1

Teorema de Hardy-Weinberg

El principio de Hardy-Weinberg (PHW) lleva el nombre del matematico ingles G.H.
Hardy y el fisico aleman Wilhelm Weinberg que establecieron el teorema de forma
independiente en 1908 y es utilizado en genética de poblaciones, la cual establece
que la composicion genética de una poblacion permanece en equilibrio siempre y
cuando la poblacion sea suficientemente grande, de apareamiento aleatorio

(panmixia), en ausencia de mutacion, migracion y seleccion.

Las condiciones para que exista equilibrio de Hardy-Weinberg se enlistan a

continuacion.

e Apareamiento aleatorio. El Teorema de Hardy-Weinberg establece que la
poblacién tendra las frecuencias esperadas tras una generacion de
apareamiento aleatorio dentro de la poblacién, si existe una violacion a esta
condicion la poblacién no en equilibrio.

e Seleccidn. Regularmente esta condicién hace que cambien las frecuencias
alélicas y dependiendo el tipo de seleccion pueden desaparecer alelos
excepto el favorecido o mantenerlos.

e Mutacién. Tiene efectos sutiles en las frecuencias alélicas, dependiendo el
tipo de mutaciones que puedan originarse, los ritmos de mutacion son del
orden de 10 a 108 y la variacién de las frecuencias alélicas son de menor o
igual orden a las de mutacion.

e Migracién. Enlaza genéticamente a dos poblaciones, en las cuales las

frecuencias alélicas se volveran mas homogéneas entre las dos poblaciones.

Teniendo en consideracidn las condiciones anteriores, para la aplicacion estadistica
de este teorema, se debe tomar en cuenta que los alelos de la siguiente generacion
de un individuo se seleccionan de manera aleatoria e independientemente unos de

otros, supongamos dos alelos “A” y “a” con frecuencias en la poblacion “p” y “q
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respectivamente, para obtener los nuevos genotipos se utiliza un cuadro de punnet,
siendo la fraccion de cada celda el producto de las probabilidades de las filas y

columnas (A+a)>.

mujeres
A |a
hombres | A | AA | Aa

a|Aa |aa

Las frecuencias genotipicas posibles son las siguientes.

AA= p?
Aa= 2pq
aa= g2

Estas frecuencias son también llamadas frecuencias de Hardy-Weinberg.

Frecuencias Alelicas

Las frecuencias alélicas se pueden calcular con las siguientes formulas.

p=P+H/2
y
q=0Q+H/2

Donde
p es la frecuencia alélica de un genotipo.

y q es la frecuencia alélica del otro alelo del mismo genotipo.



El valor de las frecuencias alélicas que se calcula con las anteriores formulas son
sustituidas en cada una de las frecuencias de Hardy-Weinberg de tal manera que
se obtienen los valores esperados (E) para cada frecuencia, ademas se debe utilizar
los valores que se obtuvieron de resultados en el experimento, a los que llamaremos

valores obtenidos (O) y Se realiza una prueba de Chi-cuadrada de Pearson.

-2

La finalidad es comprobar que los datos obtenidos en las frecuencias genotipicas
en el estudio sean significativos, teniendo en cuenta que hay un grado libertad, el

valor de significancia correspondiente es 3.84.
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